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TESEKKUR
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hocam Sayin Prof. Dr. Miiberra Kosar’a, tez boyunca yardimci danigsmanligimi yapan
Sayin Dog. Dr. Betiil Aycan’a, anabilim dali hocalarimdan Yrd. Dog. Dr. Perihan
Giirbiiz’e, mesai arkadaglarim Ars. Gor. Cigdem Yiicel, Ars. Gor. Berrak Altinsoy, Ars.
Gor. Selen ilgiin, Yrd. Doc. Dr. Eren Demirpolat ve Ars. Gor. Alim Hiiseyin
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Arastirma Projeleri Birimine (TDK-2013-4164) ve doktora egitimim boyunca bursiyeri
oldugum TUBITAK-BIDEB (2211)’e tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim boyunca beni destekleyerek yanimda olan, iizlintime ve sevincime ortak
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ogluma, en zor anlarimda yanimda olan beni bugiinlere getiren canim anneme, babama

ve ablalarima en igten duygularimla tesekkiir ederim.
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Farmakognozi Anabilim Dal
Doktora Tezi, Mart 2015
Damisman : Prof. Dr. Miiberra KOSAR
Yardimcer Danisman: Doc¢.Dr. M. Betiil YERER AYCAN
KISA OZET

Bu tez kapsaminda Geraniaceae familyasina dahil olan Pelargonium endlicherianum
Fenzl. bitkisinin koklerinden elde edilen % 11°lik etanol, % 70°lik metanol ekstreleri ve
%70’lik metanol ekstresinin etil asetat ve butanol fraksiyonlarinin antioksidan,
antimikrobiyal ve immiin sistem tizerine olan aktiviteleri ile kimyasal bilesimleri
incelenmistir. Ekstrelerin spektrofotometrik (toplam fenol, toplam flavonoit, toplam
flavonol) ve kromatografik (YBSK KS/KS ve YBSK) olarak kompozisyonlari
belirlenmistir. Ekstrelerin antioksidan aktivetelerini belirlemek amaciyla 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH®*) radikal siipiiriicii etki, 2,2’- azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6- sulfonik
asit) (ABTS**) radikal siiptriicii etki, p-karoten-linoleik asit birlikte peroksidasyonu
engelleyici etki, askorbat—Fe(ll1)-katalizli fosfolipit peroksidasyonunu engelleyici etki,
demir(Il) selat (kelat) aktivite, Spesifik olmayan hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-
deoksiriboz bozulmasi, Spesifik hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz
bozulmasi, Fe(IIl) i Fe(Il) ye indirgeme oOzellikleri, IL-1pB indiiklenen A549 ve
lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen RAW 264.7 hiicrelerinde glutatyon peroksidaz,
stiperoksit dismutaz aktivitesi 6l¢iilmiistiir. Antimikrobiyal etkinliginin belirlenmesi i¢in
P. vulgaris TSA, S. epidermidis ATCC 3699, B. cereus ATCC 7064, S. pyogenes ATCC
19615, S. typhiminium CCM 5445, P. aeruginosa ATCC 27853, B. cereus ATCC
11778, E. coli ATCC 11230, E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213, C. albicans
ATCC 90028, C. tropicalis (IZOLAT), C. glabrata RSKK 0419 bakteri ve mantar tiirleri
iizerinde disk difiizyon ve minimum inhibisyon konsantrasyon (MIiK) belirleme

calismalar1 yapilmustir. immiin sistem {izerine aktivite testleri i¢in immiin sistemin
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onemli unsurlarindan olan makrofajlar bakteriyal komponent olan LPS ile stimiile
edilerek TNF-o, IL-1B, IFN-y, IL-6, IL-10 ve arasidonik asit metaboliti ve aym
zamanda siklooksijenaz-2 iiriinii Prostaglandin E; (PGE ») diizeyleri 6lglimii yapilmistir.
% 11'lik etanol ve % 70’lik metanol ekstreleri aktivite deneyleri sonucunda
Karsilastirildiginda % 70°’lik metanol ektresinin tiim deneylerde daha aktif olarak
bulundugu tespit edilmistir. % 70’lik metanol ekstresinin fraksiyonlanmasi ile elde
edilen etil asetat ve butanol fraksiyonlarinda aktivite sonuclari ikiye boliinmiis
sekildedir. Etil asetat ekstresi olan apolar fraksiyon antioksidan ve antimikrobiyal
deneylerde daha iyi sonug verirken, butanol fraksiyonu olan polar fraksiyon ise immiin
sistem {izerindeki modiilator aktivite deneylerinde daha aktif bulunmustur.
Fraksiyonlarin kimyasal bilesimleri incelendiginde ise etil asetat fraksiyonunun fenolik
asitler ve flavonoitler basta olmak iizere fenolik bilesikler bakimindan zengin oldugu
bulunmus ve butanol fraksiyonunda ise daha cok gallik asit tiirevi bilesikler
bulunmustur. Ekstrelerde en fazla miktarda aposinin maddesi belirlenmistir. Ulkemizde
yetisen P. endlicherianum kokleri tizerinde bu sekildeki kapsamli bir ¢alisma ilk kez
yapilmustir.

Anahtar kelimeler: Pelargonium endlicherianum Fenzl, Geraniaceae, antioksidan,
antimikrobiyal, immiin sistem
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A HERB: PELARGONIUM ENDLICHERIANUM FENZL. INSTEAD
OF THERAPEUTICALLY USED PELARGONIUM SIDOIDES DC.
ORIGINATED FROM SOUTHERN AFRICA

Gikce SEKER KARATOPRAK
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Pharmacognosy
Ph.D. Thesis, March 2015
Supervisor : Prof. Dr. Miiberra KOSAR
Co Supervisor: Assoc.Prof. M. Betiil YERER AYCAN
ABSTRACT

In the content of this thesis the roots of the P. endlicherianum Fenzl. belonging to the
Geraniaceae family were used. 11 % Ethanol, 70% methanol extracts and its fractions
ethyl acetate and butanol extracts that were obtained by the fractionation of 70 %
methanol extract were prepared and antioxidant, antimicrobial, the effects on immune
system and chemical composition were investigated. Chemical composition of extracts
were analysed by spectrophotometric (total phenol, total flavonoids, total flavonols) and
chromatographic (HPLC MS/MS, HPLC) techniques. In order to determine the
antioxidant activity of the extracts,1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH®), 2,2'-azino-
bis(3-ethylbenzthiazoline-6- sulphonic acid) (ABTS"™) radical scavenging activity, f-
carotene-linoleic acid co-oxidation assay, lipid peroxidation assay, iron(ll) chelate
formation, reduction, 2-deoxy-d-ribose degradation by site and non site specific OH
radical avtivity assay, glutathione peroxidase and superoxide dismutase activity on IL-
1B stimulated A549 cells and lipopolysaccharide (LPS) stimulated RAW 264.7 cells
were evaluated. P. vulgaris TSA, S. epidermidis ATCC 3699, B. cereus ATCC 7064, S.
pyogenes ATCC 19615, S. typhiminium CCM 5445, P. aeruginosa ATCC 27853, B.
cereus ATCC 11778, E. coli ATCC 11230, E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC
29213, C. albicans ATCC 90028, C. tropicalis (ISOLATE), C. glabrata RSKK 0419
bacteria and fungus strains were used for antimicrobial activity of the extracts via disk
diffusion and minimum inhibitory concentration (MIC) assays. Determining the activity

of extracts on immun system, the important elements of the immun system,
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macrophages, stimulated with bacterial component LPS and the levels of TNF-a, IL-1,
IFN-y, IL-6, I1L-10 and the metabolite of arachidonic acid and also the product of
cyclooxygenase 2; PGE, were measured. As a result of activity assays 70 % methanol
extract was more active than 11 % ethanol extract. Activity results of ethyl acetat and
butanol extracts obtained from by fractionation of 70 % methanol were divided. The
apolar ethyl acetat fraction showed better results in antioxidant and antimicrobial assays
while butanol fraction showed activity on immun system assays. When the chemical
composition of the fractions analyzed, it was found that ethyl acetat fraction was rich in
phenolic compounds especially phenolic acids and flavonoids and in butanol fraction
gallic acid derivatives were found. Apocynin was identified in all extracts. A
comprehensive study with P. endlicherianum root growing in our country has been

firstly carried out in this way.

Key Words: Pelargonium endlicherianum Fenzl, Geraniaceae, antioxidant,

antimicrobial, immun system



ICINDEKILER

L SN o R i
BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK ......cccsviviiiieieicee et esse s, i
YONERGEYE UYGUNLUK ONAY | ..ottt iii
O A et e e et e e e e e e e e e e e e e e e —e e e e e e ——a e e e e abareeeaatrereeaaaraaeas \Y
TESEKKUR.....ooiieieeteeieeeeete ettt sttt sttt s st s s ses et esensneetns v
KISA OZET ..ottt sttt sttt vi
ABSTRACT ..ottt ettt ettt sttt a et es st en st s et an st sneas viii
ICINDEKILER ......oocuivitiiieccte et eeceets s sttt es sttt en sttt en e sss s s ssnas s s s snsnsns X
KISALTIMALAR .......ooiiiieiet ettt tes st enes st nas st n sttt ens s ne s XVi
TABLO VE SEKIL LISTESI ...coctiiieitetcceeetee ettt ettt XX
1. GIRIS VE AMAC ..ottt en s s 1
2. GENEL BILGILER ......oiititiiieieteees ettt es s en st en s 5

2.1 BOTANIK OZELLIKLER ......covoviiteieiiieseceeeeseseeeie st sss s 5

2.1.1. Geraniaceae (Turnagagasigiller) Familyasinin Genel Ozellikleri... 5

2.1.2. Geraniaceae (Turnagagasigiller) Familyasinin Botanik Ozellikleri 6

2.1.3. Pelargonium L'Herit CinSi.....ccccceviivieiieiiciecie e 6
2.1.4. Pelargonium Tiirlerinin Dagilimi.........cocvvveviiiiiiieninisiceee 7
2.1.5. Pelargonium’un Isimlendirilmesinde KarisikliK..............c..ccovunenen 8
2.2.TURKIYE’DE YETIiSEN PELARGONIUM TURLERI......c.cccevvvrvrrrnrnne. 9
2.2.1. Pelargonium endlicherianum Fenzl. ..........ccccoovevviveiiciecccce, 9
2.2.2. Pelargonium quercetorum AQNEW. .........cceveeereerrereenienieseeeeeenes 11
2.3. PELARGONIUM SIDOIDES DC. ....oooiiiiiiee e 12
2.4. FARMAKOPELERDE KAYITLI OLAN PELARGONIUM TURLERI.... 13
2.5. PELARGONIUM TURLERININ ETNOBOTANIK KULLANIMI .......... 13
2.5.1. Pelargonium Tiirlerinin Ugucu Yag1 (Geranium Yagi) ve
Aromaterapide Kullanimi..........cooerveiiienininisesieee s 16
2.6. PELARGONIUM TURLERININ KIMYASAL BILESIKLERI ................. 17
2.6.1. Pelargonium Tiirlerinin Ugucu Yag Profili ..........coccoovvviiiiinennn, 19

2.6.2. Ulkemizde Yetisen P.endlicherianum Ugucu Yag: Uzerinde
Yapilmis Kimyasal Calismalar ...........cccevvieiiiiiiiiiieiieee e 20



2.7. PELARGONIUM TURLERI ILE YAPILAN BIiYOAKTIVITE

CALISMALARI ..ottt sttt 21
2.7.1. Antioksidan Aktivite Calismalart.........ccccccoocvveiiiiiiee e, 21
2.7.2. Antimikrobiyal Aktivite Calismalart..........cccoccvvvviiniiiiiiiiieiiiens 22
2.7.3. Antitiiberkiiloz Aktivite Calismalart ..........cccoeeveeniiiiiniiiiiienn 23
2.7.4. immiinomodiilatdr Aktivite Calismalart ..............cocoveererevercnnnnns 23
2.7.5. Mukosiliyer Sistem Uzerine Aktivite Calismalari .............co.v...... 23
2.7.6. Antiviral Aktivite Calismalart............cocceeeiiiiieiiiiieee e, 24
2.7.7. Klinik Cali$malar ..........ccceiiuiiiiiiiiiiie e 24
2.7.8. Ulkemizde Yetisen Pelargonium Tiirleri Uzerinde Yapilmis
Cal1SMAlAT........cooiiiii e 24

2.8. ANTIOKSIDANLAR .....cocoiiiiriniiniinriiecicissis s 26
2.8.1 Molekiiler Oksijen ve Reaktif Oksijen Turleri.........c.cceovrivinnennene. 26

2.8.1.1. Oksijen Tiirevi Serbest Radikaller.............ccccoovvverinnnnn 27
2.8.1.2. Serbest Olmayan Oksijen Tiirevi Radikaller.................. 28
2.8.1.3. Reaktif Azot TUrleri .....cocvvreiiiiiiiee e 28
2.8.2 Serbest Radikallerin Doku ve Hiicredeki Hasarlart ....................... 29
2.8.2.1. Lipit Peroksidasyon ..........ccccceoeeiinenenenineseeeeees 30
2.8.2.2. Protein OKSIAaSYONU.........cccviirieiiiienie e 31
2.8.2.3. DNA’nin Oksidatif Hasart..........ccocevveriiiiciiicnieeee 31
2.8.2.4. Karbonhidratlarda Oksidatif Hasar ............cc.ccccovvivnnnn. 31
2.8.3 Antioksidanlar ve Savunma Mekanizmalart ...........ccoccoeevniinennnen, 31

2.8.3.1. Enzimatik Olan Antioksidan Savunma Mekanizmasi.... 34

2.8.3.2. Enzim Olmayan Endojen Antioksidanlar....................... 35

2.8.3.3. Enzimatik Olmayan Eksojen Antioksidanlar ................. 35

2.9. IMMUN SISTEM ....ouiiiiieeeeeeeeeeee e en s 39
2.9.1. Edinsel BagiSIKIIK ......c.ccociiiiiiiiiiiiiic e 40
2.9.1.1. Hiicresel Immiin CeVAP .........ccocvvevevereececreeeeeeeee e 40

2.9.1.2. Hiimoral Immiin CeVAP .........ccovveverereecrereeereeeeee e 41

2.9.2. Immiin Yanitin EVIElEri ......cceeueveveveeeeeieeeeieeeeee e, 41

2.9.3. Dogal BagisiKIiK.........cveiiiiiiiiiic e 41

2.9.4. Dogal BagisikliZin Yapitaglart ........cccooeoiviiiiiiiiiicnince, 42

2.9.4.1. Epitel TabaKasl........cccceovviiiiiiiiiiiiieiecnee e 42

Xi



Xii
2.9.4.2. Fagositik Hiicreler: Notrofiller ve Monosit Makrofajlar 42

2.9.4.3. Dogal Oldiiriicii HHCTEler .........ccooeveverevrerreereeeeeeeeieienane 43

2.9.4.4. Kompleman SiStem .........cccccvevviiieviiie e 43

2.9.4.5. Sitokinlerin islevleri ve simiflandirilmast ....................... 44

2.9.5. ENflamasyon ... 46

3. GEREC VE YONTEM .....cocooiiieiiiieeeeeeeteetet et es sttt an e 48
3.1. CALISMALARDA KULLANILAN MATERYAL VE KIMYASAL

MADDELER ..ottt sttt 48

3.1.1. Bitkisel Materyal ..........cccoooiiiiiiiiiiiceee s 48

3.1.2. Kimyasal Maddeler ... 48

3.1.3. Kullanilan Aletler........coovviiiiiiiiiiiiiiieciee e 49

3.2. DENEYSEL CALISMA ......coiiiiiieeeeeeeteeeeee et 49

3.2.1. Ekstrelerin Hazirlani§l........ccoooveiieiiiniiiiie e 49

3.2.2. Kimyasal Kompozisyon AnalizIeri..........ccccoeviiinininicieen, 50

3.2.2.1. Toplam Fenol Miktar Tayini ........ccccoecevvvereerenieeseeriene 50

3.2.2.2. Toplam Flavonoit Miktar Tayini.........c.cccceeeveiieernenenne. 50

3.2.2.3. Toplam Flavonol Miktar Tayini ........c.ccoceeevverivninieennenn 50

3.2.2.4. Yiksek Basingli S1vi Kromatografisi Kiitle-
Spektrometresi (YBSK-KS/KS) ile Fenolik Bilesiklerin Analizi51
3.2.2.5. Yiiksek Basinglt S1vi Kromatografisi (YBSK) Analizi.. 51

3.2.3. Hiicre Kiiltlirti Calismalart .........cccccveviiiniineniiie i eciie e 52
3.2.3.1. A549 ve RAW 264.7 Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesi . 52
3.2.3.2. A 549 ve RAW 264.7 Hiicrelerinin Pasaji .................... 53
3.2.3.3. Hiicre Dondurma ve Saklama...........c.cccccooveniiiiinnnnnnnn. 53
3.2.3.4. FCS’nin InaktivasyonU..........cc.cccervcvenirerenseessneiennnns 53

3.2.3.5. A 549 Hiicrelerinde Sitotoksik Etkinin Sulforhodamin B
(SRB) Kolorimetrik Gelisme Inhibisyonu Testi ile Belirlenmesi54
3.2.3.6. RAW 264.7 Hiicrelerinde Sitotoksik Etkinin
Sulforhodamin B (SRB) Kolorimetrik Gelisme Inhibisyonu Testi

ile BElirleNMESI......ccoiviiiiiice e 54
3.2.3.7. A 549 Hiicrelerinde Gergek Zamanl Biiyiime Profili
DENEYIE 1.t 54



Xiii

3.2.4.1. Indirgenme Giiciiniin Belirlenmesi ...........cccccccevevvernnne. 57
3.2.4.2. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) Radikalini Siipiiriicii
EKE TAYINT c.oiivieicc e 58
3.2.4.3. B-karoten / linoleik asit Birlikte Oksidasyonunu Inhibe
Edict EtKi TAYINT c.ooveiiiiiiieeeeee s 58
3.2.4.4. 2,2’-azino-bis (3- etilbenzatiazolin-6- sulfonik asit)
(ABTS ") Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini.........ccccocesveverernnne 59
3.2.4.5. Askorbat —Fe (I11)-Katalizli Fosfolipit
Peroksidasyonunun Inhibisyonu............ccccoeeeererecresicrereneennnn, 59
3.2.4.6. Demir(II) Selat (Kelat) AKtIVIte ........ccocoevvverviieiieiene 60

3.2.4.7. Spesifik Olmayan Hidroksil Radikali ile Y6nlendirilmis
2-de0KSIrb0oz Bozulmast .........coceiiiiiieieieese e 60
3.2.4.8. Spesifik Hidroksil Radikali ile Yonlendirilmig 2-

deoksiriboz Bozulmast ..........ccecvvvienieieiieiiee e 60
3.2.4.9. A549 ve RAW 264.7 Hiicrelerinde Antioksidan aktivite
1 1Y/ 1 SRS 60
3.2.4.10.1. A549 ve RAW 264.7 Hiicrelerinde Sitozolik
Siiperoksit Dismutaz (SOD) AKLIVIteSI: ........coovvveeennene. 62
3.2.4.10.2. A549 ve RAW 264.7 Hiicrelerinde Glutatyon
Peroksidaz (GPX) AKLIVITESI: .......cccccvveiverieiicieee e, 63
3.2.5. A549 ve RAW 264.7 Hiicrelerinde Bikinkonik Asit (BCA)
Yontemi ile Protein Miktarinin Tayini.........cccoovviiiiiiicninicnceee 64
3.2.6. Antimikrobiyal AKEVITE .........cccooiiiiiiiiieee e 65
3.2.6.1. Deneylerde Kullanilan Mikroorganizmalar.................... 65
3.2.6.2. Deneylerde Kullanilan Mikroorganizmalarin
StaNdardiZaSYONU.........ccoveriiriiieiiiiseeeee e 65
3.2.6.3. Disk Diflizyon Yontemi ile Antimikrobiyal Etkinin Test
EAIMESI ..o 65
3.2.6.4. Besi Yerlerinin Inokiilasyonu............ccccoceveriveirircvennnens 66
3.2.6.5. Ekstrelerin Disklere Emdirilmesi .........cc.ccooeoviviinenne, 66
3.2.6.6. Disklerin Yerlestirilmesi .......cccevveereeiiesieesiesiee e 66
3.2.6.7. INKGDASYON ..o 66

3.2.6.8. Inhibisyon Zonlarinm OIgHMIi ...........cccovreveriverrirerernens 66



3.2.6.9. Negatif Kontrol..........ccocooviiiiiiiece e 66

3.2.6.10. Pozitif KONtrol.........cccooieiiiiiiiecieeceeee e 67

3.2.6.11. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) ............. 67

3.2.7. immiin Sistem Uzering EtKi..........ccccoeevvveveieeeiiiceeeeseeeeenas 69

3.2.7.1. Prostaglandin E; Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii ............... 69

3.2.7.2. Interferon — v Sitokin Seviyesinin Olgiimii .................... 70

3.2.7.3. TNF-a Sitokin Seviyesinin Olglimii.........ccovevvvrrrennen. 70

3.2.7.4. Interlokin-10 (IL-10) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii......... 71

3.2.7.5. Interlokin-6 (1L-6) Sitokin Seviyesinin Olgiimii............ 72

3.2.7.6. Interlokin-1p (IL-1B) Sitokin Seviyesinin Olgiimii........ 72

3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ.....oooiiiiieiiiiiieiinesee e 73

A, BULGULAR. ..ottt e st e et e et e e e sae e e e nne e e aneeeaneeeas 74
4.1. EKSTRELERIN HAZIRLANISI, SPEKTROFOTOMETRIK VE

KROMATOGRAFIK BILESIM ANALIZLERI.......c.coovoveiiiiieececeeeeee e, 74

4.1.1. Ekstrelerin Hazirlanis1..........ccooeeiviieii i 74

4.1.2. Toplam Fenol, Flavonoit ve Flavonol Miktar Tayini.................... 74

4.1.3.Yiiksek Basingl Sivi Kromatografisi Kiitle-Spektrometresi (YBSK-

KS/KS) ile Fenolik Bilesiklerin ANalizi..........ccooceveveieieiiniiiiieiens 75

4.1.4. Yiiksek Basingli Stvi Kromatografisi Analizi...........cccocvevviiiennnne 78

4.2. HUCRE KULTURU CALISMALARI........cccoovetiieireeeeeesereeeeeeenen s 84

4.2.1. A549 Hiicrelerinde Sitotoksik Etkinin Sulforhodamin B (SRB)
Kolorimetrik Gelisme Inhibisyonu Testi ile Belirlenmesi ...................... 84

4.2.2. RAW 264.7 Hiicrelerinde Sitotoksik Etkinin Sulforhodamin B

(SRB) Kolorimetrik Gelisme Inhibisyonu Testi ile Belirlenmesi........... 86
4.2.3.GZHA Canlilik Deneyi ........ccceviviiieiiiieiiciieeee e 87
4.3. A549 VE RAW 264.7 HUCRELERINDE BIKINKONIKASIT YONTEMI
ILE PROTEIN MIKTAR TAYINI....ooiiiiiiiiiiiinineesseeeesiseiennens 95
4.4. ANTIOKSIDAN AKTIVITE CALISMALARI .......cocoovevirrereeceeereeeene 96
4.4.1. indirgeme Giiciiniin Belirlenmesi ..............ccocoevevevevevereereerenennnns 96
4.4.2. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH*®) Radikalini Siipiiriicii Etki
TAYINT 1ot 97

Xiv



4.4.4. 2,2’- azino-bis (3- ethylbenzhiazoline-6- sulphonic acid) (ABTS"™)

Radikalini Siipiiriicti Etki Tayini........cccooeeiiiiiiiiiiiceeee 99
4.4.5. Askorbat —Fe (111)-Katalizli Fosfolipit Peroksidasyonunun
INNIDISYONU......covvcecececececetece ettt 100
4.4.6. Spesifik Olmayan Hidroksil Radikali ile Yonlendirilmis 2-
deoksiriboz Bozulmast .........cccvveeiiiiiiic e 102

4.4.7. Spesifik Hidroksil Radikali ile Yonlendirilmis 2-deoksiriboz

BOZUIMAST.....eiiiieii e 103
4.4.8. Demir(IT) Selat AKEIVILE .....ocveviiiiiiiiiiieseec e 103
4.4.9.A549 ve RAW 264.7 Hiicrelerinde Antioksidan Aktivite

TAYINE o 104
4.4.9.1. Glutatyon Peroksidaz (GPx) AKtivitesi:.........cccccenene. 104
4.4.9.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) AKUVIteSi:........ccccevvennene. 106
4.5. ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE......cccosiiminiiniiniiniseeessssiesseeenas 112
4.5.1. DiSK DIfUZYON ..o 112

4.5.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Degerleri (ug/mL)
............................................................................................................... 112
4.6. IMMUN SISTEM UZERINE AKTIVITE ......ccccovviniiniininiisncienn, 113
4.6.1. Prostaglandin E, Sitokin Seviyesinin OIgimii .............cccevveee. 113
4.6.2. Interferon —Y Sitokin Seviyesinin OIgUM ..........ccccevvveivererenn. 115
4.6.3. TNF-a Sitokin Seviyesinin OIglmii.........c.cccovevevevereiiriirererennnn. 115
4.6.4. Interlokin-10 (IL-10) Sitokin Seviyesinin Olglimii..................... 118
4.6.5. Interlokin-6 (IL-6) Sitokin Seviyesinin Olgiimii............ccevee.... 118
4.6.6. Interlokin-1p (IL-1p) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii..................... 119
5. TARTISMA SONUCQ ....oeeiiiiieiiieiieeiesieese e see e eesree e eesseestaeseesseesseeneesseessnesessses 120
KAYNAKLAR .ottt sttt sttt ettt e b et e e besneenneas 140

OZ GECMIS



A549
ABTS
Afr
AICl3.6H,0
AsCAE
ASH
ATCC
BCA
BHA
BHT
ca™
CD
Cl
CO;
COX-2
cu™
CuSO,
DMSO
DNA
DPPH
DTT
EDTA
EPs® 7630
FAD

FBS

KISALTMALAR

Insan Akciger Kanser Hiicresi

2,2’-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-sulfonat)

Afrika yerel dili

Aliminyumklorit Heksahidrat
Askorbik Asite Esdeger

Antijen Sunucu Hiicreler
Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu
Bikinkoninik Asit

Biitillenmis Hidroksi Anisol
Biitillenmis Hidroksi Toluen

Kalsiyum

Farklilasma Kiimesine Gore Isimlendirilen Hiicre Yiizey Molekiilleri

Hiicre Endeksi

Karbondioksit
Siklooksijenaz-2

Bakir

Bakar Siilfat

Dimetilsiilfoksit
Deoksiribontikleik Asit
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
Ditiyotreitol

Etilendiamin Tetraasetik Asit
Pelargonium sidoides Sivi Kok Ekstresi
Flavin Adenin Diniikleotit

Fetal Sigir Serumu



FDA
FeCls
FeCl,
GC
GC/MS
G-CSF
GSH
GSH-Px
H20,
HRP
ILN.T.
ICso

ICAM-1

IL

INF
Ing
INOs
K2S,08
KH,PO,
LDL
LOOH
LPS
MAPK
MDA

MDCK

Amerikan Gida ve Ilac Idaresi
Demir(III)kloriir

Demir(II) kloriir

Gaz Kromatografisi

Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektroskopisi
Graniilosit Koloni Stimiilan Faktor
Glutatyon

Glutatyon Peroksidaz

Hidrojen Peroksit

Horseradish Peroksidaz
lo-donitrotetrazolyum

Yiizde Ellisini inhibe Eden Konsantrasyon
Hiicreler Arasinda Adezyon Molekiilleri-1
Immiin Globiilin

Interlokin

Interferon

Ingilizce

Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
Potasyumpersiilfat

Potasyumdihidrojen Fosfat

Diisiik Agirlikli Lipoprotein

Lipit Peroksitleri

Lipopolisakkarit

Mitojen Aktive Edici Protein Kinaz
Malondialdehit

Kopek Bobrek Hiicre Hatti

Xvii



MHC
MIK
mM
mL
MTT
MyD88
Na,CO3
NaCl
NADPH
NaHCO3
NaNO;
NaOH
NK

NO

P11
PAMP
PBS
PC-3
Pe but
Pe etas
Pe 70
PG
PGE,
PGG
PRR

RAW 264.7

Major Histokompatibilite Kompleksi

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

Milimolar

Mililitre
(3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolyum bromit)
Miyeloid Farklilastirma Faktorii-88

Sodyum Karbonat

Sodyum Kloriir

Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat

Sodyum Bikarbonat

Sodyum Nitrat

Sodyum Hidroksit

Dogal Oldiiriicii

Nitrik Oksit

Pelargonium endlicherianum Yiizde 11 Etanol Ekstresi
Patojen Aracilikli Molekiiler Ornekleri

Fosfat Tamponu

Prostat Kanser Hiicresi

Pelargonium endlicherianum Butanol Ekstresi
Pelargonium endlicherianum Etil Asetat Ekstresi
Pelargonium endlicherianum Yiizde 70 Metanol Ekstresi
Propilgallat

Prostaglandin E;

1,2,3,4,6-pentagalloil Glukoz

Patojen Kaliplarin1 Tanima Reseptorleri

Abelson Fare Losemi Viriisii Transforme Edilmis Makrofaj Hiicre Hatt1

Xviii



RNA
RNS
ROS
RTCA
SOD
SRB
TBA
TBHQ
TCA
TGF
TLR
T™MB
TNF
uv
WHO
XOD

YBSK

ng

uM

Riboniikleik Asit

Reaktif Azot Tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri
Gergek Zamanh Hiicre Analizori
Stiperoksit Dismutaz
Sulforhodamin B
Tiyo-barbitiirik Asit

Tersiyer Butil Hidrokinon
Trikoloro Asetik Asit
Doniistiiriicii Biiylime Faktori
Toll Benzeri Reseptor
3,3'.5,5" tetrametilbenzidin
Tiimor Nekroz Faktor
Ultraviyole

Diinya Saglik Orgiitii

Ksantin Oksidaz

Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi

Mikrogram
Mikrolitre

Mikromolar

XiX



Tablo 2.1.
Tablo 2.2.
Tablo 2.3.
Tablo 2.4.
Tablo 2.5.
Tablo 2.6.
Tablo 3.1.
Tablo 3.2.
Tablo 3.3.
Tablo 4.1.

Tablo 4.2.
Tablo 4.3.
Tablo 4.4.
Tablo 4.5.

Tablo 4.6.

Tablo 4.7.

Tablo 4.8.
Tablo 4.9.

TABLO LIiSTESI

Pelargonium tiirlerinin Afrika’da geleneksel olarak kullanimi .......................
Pelargonium tiirlerinin kimyasal DileSiKIeri..........ccocuvirirniiiinienisiseseene
Pelargonium tiirlerinin ugucu yag profili ........cc.ccooviinininiiiiincesese
Pelargonium sidoides e ait klinik galigmalar ............cocoevvviiiiniiciinie e,
REBKLIT TUITET ...vveveeieeiieie ettt et nne e
Temel sitokinlerin sSiniflandirtlmast..........cccveveriiiieniiieie e
YBSK-KS/KS gradient akis tablosu...........ccoviiiiiiiiiiccc e
YBSK gradient akis tahloSU .........c.coveiveiiiiiiineiiseeees e
Cayman PGE; express EIA Kit (500141) prosedirii..........cccoeivrvrererierieriennn.
Ekstre verimleri, toplam fenol, toplam flavonoit ve toplam

FlavONOl MIKLATTATT ...vveiieciiee s ne
YBSK-KS/KS analizi sonucu tanimlanan bilegikler ..........ccoccovvvviveiviniienrnnnne
P. endlicherianum ekstrelerinin YBSK sonuglari ............cccccevevveicieieesiennnn,
Standartlara ait kalibrasyon denklemleri ve korelasyon katsayilari .................
IL-1B (-) grupta A549 hiicrelerinde ekstrelere ve kontrole ait hiicre

ENAEKST VEIIEIT .o
IL-1B (+) grupta A549 hiicrelerinde ekstrelere ve kontrole ait hiicre

ENUEKST VEITIEIT ..
A549 hiicre lizatlarinda protein miktarlart ..........ccoccovoiviiiiiiiiiee
RAW 264.7 hiicre lizatlarinda protein miktarlart ..........ccccoeoeeriiniiiiniienienn.

P. endlicherianum ekstrelerinin disk diflizyon degerleri..........cc.coevrvrernnnnne.

Tablo 4.10. P.endlicherianum ekstrelerinin MIK degerleri (Lg/ml).........ccoevvvrrrrereriennan,

XX



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.
Sekil 2.7.
Sekil 2.8.
Sekil 2.9.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.
Sekil 3.5.
Sekil 3.6.
Sekil 3.7.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.

Sekil 4.7a.
Sekil 4.7b.

Sekil 4.8.
Sekil 4.9.

Sekil 4.10.
Sekil 4.11.

Sekil 4.12.

Sekil 4.13.

Sekil 4.14.

SEKIL LISTESI

Pelargonium cinsinin diinyadaki dagilimi.............ccocvieniiiinininiicee 8

P. endlicherianum (Biitiin Cigek ve Habitat) .........c.ccovvvrveiennniene e, 10
P. endlicherianum (CiGeK) ......cvevriieieere e 10
P. endlicherianum’ un Tiirkiye’deki dagilimi . .....cccocoveveiiviniiiicnccene 11
Pelargonium QUErCEtOrUM GICEET ..o.vvveveieiririiiieriesie et 12
Pelargonim sidoides a) gigek b) yaprak ¢) KOK .......ccocevvreiviinininiinincnen 13
Antioksidanlarin siniflandirilmast ..........cceeviiiiiiiiiie 33
Flavonoitlerin genel Kimyasal YapIST.......ccocveiireeiiereneeneneeeenie e 38
Immiin sistemin KOMPONENLIETT ............covevveieieiiiiieeece e, 40
Pelargonium endlicherianum Fenzl. bitkisinin kurutulmus kokleri................. 48
Gergek zamanli hiicre analizorii ........ocvevvveiiiee i 55
GZHA e-plaka eKim SEMASL. ....ecvveeiririeiiireiieesieessieeesreeesraeesieesnreessreeessneesens 57
Stiperoksit diSMUtaz aKtIVILEST.....eevverrireeirieeieire e 62
Glutatyon peroksidaz (GPX) akUVITESH .........ccvviririieierieieieesese e 64
P.endlicherianum ekstrelerinin disk difiizyon ¢alismasina ait resim ............... 67
P.endlicherianum ekstrelerinin bazi bakterilere ait MIK Calismast ................ 68
Gallik asite ait kiitle spektrumu ve par¢alanmast. ..........ccovceeveverierieniennnennens 76
Dihidroksi benzoik asite ait kiitle spektrumu ve parcalanmast................cc....... 76
Kafeik asite ait kiitle spektrumu ve par¢alanmasi. ..........ccoevevverveveresvereenennns 77
Aposinine ait kiitle spektrumu ve parcalanmalart ............c.ceoenvriieniiinienene 77
1,2,3,4,6 pentagalloil glukoza ait kiitle spektrumu ve pargalanmast ................ 78
Butanol ekstresinin ana pikine ait kiitle spektrumu ve pargalanmasi............... 78
P. endlicherianum ekstrelerine ait YBSK kromatogramlart..............c.ccceeneee. 80
P. endlicherianum ekstrelerine ait YBSK kromatogramlart..............c.cccevnven. 81
Aposinine ve butanol ekstresinin ana pikine ait UV spektrumu....................... 83

Pelargonium endlicherianum bilesimindeki maddelerin kimyasal formiilleri. 84
P. endlicherianum ekstrelerinin A549 hiicrelerinin canliligina olan etkisi. .... 85
P. endlicherianum ekstrelerinin RAW 264.7 hiicrelerinin canliligina
OlaN BLKIST.......oiiiiic 86
P. endlicherianum%211°lik etanol ekstresinin uygulanmasindan sonraki ilk

12 saatlik hiicre endeksi VETIleri ........cccovirieiiiicieiesiec e 87
P. endlicherianum %70’lik metanol ekstresinin uygulanmasindan sonraki ilk
12 saatlik hiicre endeksi VETTIEri .......cccueriiieiiiinieie e 87
P. endlicherianum etil asetat ekstresinin uygulanmasindan sonraki ilk

12 saatlik hiicre €NdEKST VEITLEIT vuvuvvrurerereriierereieisrerererareraesssesseseressrsrssersresnnnrnnes 88

XXi



Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

Sekil 4.18.

Sekil 4.19.

Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

Sekil 4.22.

Sekil 4.23.

Sekil 4.24.

Sekil 4.25.

Sekil 4.26.

Sekil 4.27.

Sekil 4.28.

Sekil 4.29.

Sekil 4.30.
Sekil 4.31.

P. endlicherianum butanol ekstresinin uygulanmasindan sonraki ilk
12 saatlik hiicre endeksi VETIleri ........cccoeeiiiiiiiiiiii e 89
IL-1B (-) grupta P. endlicherianum %211°lik etanol ekstresinin
uygulanmasindan sonraki ilk 12 saatlik hiicre endeksi verileri............c..cocu..... 89
IL-1B (+) grupta, P. endlicherianum %?11’lik etanol ekstresinin
uygulanmasindan sonraki ilk 12 saatlik hiicre endeksi verileri. ..........c............ 90
IL-1p (-) grupta, P. endlicherianum %70’lik metanol ekstresinin
uygulanmasindan sonraki ilk 12 saatlik hiicre endeksi verileri. ..........c..ceee. 91
IL-1B (+) grupta, P. endlicherianum %70’lik metanol ekstresinin
uygulanmasindan sonraki ilk 12 saatlik hiicre endeksi verileri...........c.ccceueueen 91
IL-1pB (-) grupta, P. endlicherianum etil asetat ekstresinin
uygulanmasindan sonraki ilk 12 saatlik hiicre endeksi verileri.............c.cocee.. 92
IL-1B (+) grupta, P. endlicherianum etil asetat ekstresinin
uygulanmasindan sonraki ilk 12 saatlik hiicre endeksi verileri....................... 93
IL1B (-) grupta, P. endlicherianum butanol ekstresinin
uygulanmasindan sonraki ilk 12 saatlik hiicre endeksi verileri............c........... 93
IL-1B (+) grupta, P. endlicherianum butanol ekstresinin
uygulanmasindan sonraki ilk 12 saatlik hiicre endeksi verileri...........cccocuevenene 94
P. endlicherianum ekstrelerinin ve standartlarin demir(IIT)’i demir(IT)’ye
iNdirgeme Kapasiteleri........ oo 96

P. endlicherianum ekstrelerinin ve standartlarin DPPH® radikali

SUPUITCTL @LKILETL. .vvveiieieiseeee e 97
P. endlicherianum ekstre ve standartlarin S-karoten-linoleik asit
peroksidasyonuna etkileri. ..o 98
P. endlicherianum ekstre ve standartlarin -karoten-linoleik asit
peroksidasyonuna etKIlEri ..o 99
P. endlicherianum ekstrelerinin ve standartlarin ABTS ™ radikalini

SUPUITCT @LKILETT ... 100
P. endlicherianum ekstrelerinin ve standartlarin fosfolipit

peroksidasyonunu inhibISYONU. ..........cooiiiiiiiiiie e 101
1,1,3,3 tetrametoksipropan’a ait standart €Zri. .........ccurverrerrvrieenieneenenene e 101
P. endlicherianum ekstrelerinin ve standartlarin Askorbat —Fe (111)-

katalizli fosfolipit peroksidasyonunun inhibisyonu deneyinde MDA

MIKEATING OlAN BTKISH. .ottt e e e e e e e 102

xXxii



Sekil 4.32.

Sekil 4.33.

Sekil 4.34.

Sekil 4.35.

Sekil 4.36.

Sekil 4.37.

Sekil 4.38.

Sekil 4.39.

Sekil 4.40.

Sekil 4.41.
Sekil 4.42.

Sekil 4.43.

Sekil 4.44.
Sekil 4.45.

Sekil 4.46.

Sekil 4.47.

Sekil 5.1.
Sekil 5.2.

P. endlicherianum ekstrelerinin ve askorbik asitin spesifik olmayan

hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasi

INNIDISYONU. . e 103
P. endlicherianum ekstrelerinin IL1-p uygulanmayan A549 hiicrelerinde
glutatyon peroksidaz aktiVIteSi. ..........ccooviiriiiiniriiereeee e 104
P. endlicherianum ekstrelerinin IL-1f uygulanan A549 hiicrelerinde

glutatyon peroksidaz aktiVIiteSi. ..........ccooviiriiiniriieieeee e 105
P. endlicherianum ekstrelerinin LPS(-) ve LPS(+) RAW 264.7

hiicrelerinde Glutatyon peroksidaz aktivitesSi ..........ccocovvrireiiiiniiniiniieneens 106

P. endlicherianum ekstrelerinin IL-1p uygulanmayan A549 hiicre
stipernatantlarinda SOD aktivItesi. .......ceveeririiriiiiiierieeesee e 107
P. endlicherianum ekstrelerinin IL-1p uygulanan A549 hiicre
stipernatantlarinda SOD aktiVItesi .......ceerverieririiiiieieeeesee e 108
P. endlicherianum ekstrelerinin IL-1p uygulanmayan A549 hiicre
lizatlarinda SOD aKtiVItES1......cvuveiviiiiiiiesiiesiie st 109

P. endlicherianum ekstrelerinin IL-1pB uygulanan A549 hiicre

lizatlarinda SOD aKtIVItESI.uueciveeiiveeeiieeiiieeesteesiee s sre e s e sre e see e s e e s re e e sreee e 110
P. endlicherianum ekstrelerinin LPS(-) ve LPS(+) RAW 264.7 hiicre

lizatlarinda SOD aKtiVItESI......cvueeivieiiieeiie e it e e s et e e st e et e e sreee e 111
PGE; Kit O1GTM PIreNSIDI..c..ceviivieiieiiisiieiesie ettt 113
P. endlicherianum ekstrelerinin LPS uygulanan ve uygulanmayan RAW

264.7 hiicrelerinde PGE, miktarina olan etkiSi..........ccccoevveeeeiiiveeeeiiiveeeciirveeeenns 114
P. endlicherianum ekstrelerinin LPS uygulanan ve uygulanmayan RAW

264.7 hiicrelerinde Interferon —y miktarma olan etkisi.............ooeevrvrerererenan. 115
TNF- 0 Kit G1GTHM PrenSIDi ...cc.viiviiiieiiiiieie st 116

P. endlicherianum ekstrelerinin LPS uygulanan ve uygulanmayan RAW
264.7 hiicrelerinde TNF-o miktaria olan etkisi ..........ccccoeovvieeeiiiiiee e, 117

P. endlicherianum ekstrelerinin LPS uygulanan ve uygulanmayan RAW

264.7 hiicrelerinde 1L-10 miktarma olan etkisi .........c.cceevriveeeniinieeninenicnene 118
P. endlicherianum ekstrelerinin LPS uygulanan ve uygulanmayan RAW

264.7 hiicrelerinde IL-6 miktarina olan etkisi ..........ccoovvvvrivnieninincninneneee 119
Vanilin ve vanilik asit biyosentez yolagi.........c.ccocuiriieniiiieieinise s 122
DPPH°® radikali ile antioksidan arasindaki reaksiyon..........ccoeovrvrvrererirenererenensn. 124

xXXiii



1. GIRIS VE AMAC

Dogada yetisen bitkilerden faydalanma bilgisi insanlik tarihi kadar eskidir ve bitkilerin
tibbi amaglarla kullanimi1 da binlerce yil Onceye dayanmaktadir. Giinlimiizde
kullanilmakta olan bircok ilacin yapisinda bitkisel kokenli kimyasal aktif maddeler
bulunmakla birlikte, dogrudan tedavi amagli ilag olarak kullanilan bitkiler ve tedaviye
yardimci bitkiler de modern tipta yerini almistir. Ayrica diinyanin gelismis iilkeleri saf,
sentetik veya yar1 sentetik hammaddelerle tiretilen ilaglarin istenmeyen yan etkilerinden

dolay1 bitkisel kaynaklara yonelmis durumdadirlar.

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) kayitlarina gore diinya niifusunun biiyiik bir boliimii
tedavi amaciyla geleneksel tiptan yararlanmaktadir. Bu yararlanma daha ¢ok Uzakdogu
tilkelerindeki toplumlarda yaygin olmakla birlikte, son yillarda bati toplumlarinda da
tamamlayict tip olarak kabul edilen uygulamalarin artmasiyla bitkisel {iriinlere olan

talepte de artis gostermektedir.

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 91 iilkenin farmokopeleri ve tibbi bitkileri {izerine
yapilmis olan bazi yaymlarma dayanarak hazirladigi bir raporda kullanilan tibbi
bitkilerin toplam miktarinin 20.000 civarinda oldugu tespit edilmistir. Tiim diinya
iilkelerinde oldugu gibi, Tiirkiye'de de tibb1 agidan 6nemli olan bitkiler, ylizyillardan
beri halk arasinda hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilmaktadir. Tiirkiye’nin de resmi
farmakopesi olan Avrupa Farmakopesi’nde yer alan 40 familyaya ait 101 adet tibbi bitki

tiiri iilkemizde yetismektedir.

Pelargonium cinsi Geraniaceae familyasina dahil olup yaklasik 270 farkl tiire sahip ¢ok
yillik ¢alimsi1 bitkilerdir ve cinsin yaklasik %80’1 Giiney Afrika’da yetismektedir.

Pelargonium sidoides DC. Giiney Afrika’da geleneksel ilag olarak kullanilan



Geraniaceae familyasimin geofit tiirlerinden biridir. Bu bitkinin etli, parlak kirmizi
yumru veya rizomlar1 farkli kiiltiirel gruplar tarafindan yaygm olarak diyare ve
dizanteride; koklerinden hazirlanan dekoksiyonlar gastrointestinal bozukluklar, gogiis
agrisi, solunum yolu enfeksiyonlar1 ve tiiberkiiloz tedavisinde uzun yillar geleneksel
olarak kullanilmistir. Bu sebeple P. sidoides koklerinden yillar siiren klinik arastirmalar
sonucu bitkinin yerel adindan gelen ve uluslararasi ismi “Umckaloabo” olan ilag
iiretilmistir. ilacin iist solunum yollar1 hastaliklar1 ve soguk alginliginda, bagisiklik
sistemini giiclendirerek belirtilerin siddetini hafiflettigi ve hastaligin siiresini kisalttigi

belirtilmistir.

Gilintimiizde dogal kaynakli fenolik antioksidanlara olan yogun ilginin sebebi sadece
oksidatif hasarin sebep oldugu cesitli hastaliklara karsi koruyucu ve tedavi edici
ozelliklerine degil ayn1 zamanda gida {iriinlerinin émriinii uzatmalarina da baglanmstir.
Bitkiler serbest radikal siipiiriicii ¢ok ¢esitli molekiiller igerir ki bunlar; flavonoitler,
antosiyaninler, karotenoitler, vitaminler ve endojen metabolitlerdir. Bitkisel kaynakli
antioksidanlar  singlet ve triplet oksijen radikali siipiiriilmesinde, peroksit
dekompozisyonunda ve enzim inhibisyonu ve indiiksiiyonunda gorev alirlar. Oksijen
molekiilii gibi elektron kabul edici molekiiller kolaylikla serbest radikallerle reaksiyona
girerek reaktif oksijen tiirevlerine (ROS) doniisiirler. Serbest radikallerin
biyomolekiillerde (lipit, protein ve niikleik asit) oksidatif hasari indiikledigi ve sonugta
insanda ateroskleroz, yaslanma, kanser, diabet, enflamasyon, AIDS ve ¢esitli dejeneratif
hastaliklara sebep oldugu kanitlanmistir. P. sidoides ve P. reniforme ile yapilan
kimyasal caligmalarda her iki bitkinin de c¢esitli kumarinler, kumarin glikozitleri,
flavonoitler, proantosiyanidinler, fenolik asitler ve fenilpropanoit tiirevleri igerdigi
belgelenmistir. P. reniforme ile yapilan antioksidan aktivite ¢alismalarinda bitkinin
icerdigi tanen ve flavonoitler dolayisiyla radikal siipiiriicii etkisinin yiiksek oldugu

gbzlenmistir.

Pelargonium tiirlerinin 6nemi, Giiney Afrika’da geleneksel ilag olarak kullanilan P.
reniforme ve P. sidoides ile belgelenmistir. Gliniimiizde P. sidoides’in etanolik ekstresi
EPs® 7630 kulak, burun ve bogaz hastaliklari ile birlikte solunum sistemi
enfeksiyonlarinin tedavisinde basarili bir sekilde kullanilmaktadir. EPs® 7630’un
kullanim amacini bilimsel olarak kanitlamak igin antimikrobiyal aktivite ve nonspesifik

immiin fonksiyonlar1 {lizerine etkileri ¢alisilmistir. Bu calismalarin sonuglarina gore



Interferon aktivitesinde ve nitrik oksit aciga c¢ikarmada belirgin immunomodiilatdr
aktivite gdzlenmistir. Gen ekspresyonu deneyleri (iNOS, IFN-a, IFN-y, TNF-a, IL-1,IL-
10, IL-12,IL-18) sadece kullanilabilir verileri dogrulamakla kalmamis ayrica
Leishmania ile enfekte makrofajlarla enfekte olmamis makrofajlarin kiyaslanmasinda
belirgin farkliliklar1 agikgca gostererek TNF-a, IL-lo ve IL-12 protein {iretimi

dogrulanmistir.

Geraniaceae familyas: yeryliziinde 11 cins ve 750 tiir igermektedir. Bu familya
Tiirkiye’de Biebersteina, Geranium, Erodium ve Pelargonium olmak iizere 4 cins ve
toplam 62 tir ile temsil edilmektedir. Bu familyanin en &nemli cinsi olan
Pelargonium’larin Tiirkiye Florasinda 2 tiirii kayithdir. P. endlicherianum’da bu

turlerden biridir.

Yapilan kaynak taramalarinda iilkemizde dogal olarak yetisen P. endlicherianum
kokleri ile yapilan herhangi bir aktivite calismasina rastlanmamistir. Bu ¢alismada
Eskisehir yoresinden toplanan P. endlicherianum’un P. sidoides ile benzer etkilere
sahip olup olmadig1 ve benzer bir ilag gelistirilmesinde potansiyel ilag hammaddesi olup
olamayacagmin arastirilmasi amaciyla, koklerinden elde edilen ekstreler ile in vitro

antioksidan, antimikrobiyal ve immiin sistem {izerine aktivitelerinin incelenmistir.

P. endlicherianum Fenzl. iilkemizde halk arasinda “solucanotu” adi ile bilinmekte ve
koklerinden hazirlanan dekoksiyon ve taze ¢igcekler barsak parazitlerine karsi
kullanilmaktadir. Bu bitkinin kokleri ile ilgili yapilmis aktivite caligmasi yoktur. Bu
sebeple antibakteriyal, antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi ve immiin sistem {izerine
aktivite caligilmasi1 planlanmigtir. P. endlicherianum bitkisi antioksidan aktiviteleri ve
fenolik bilesimi bakimindan incelenmistir. Bu amacla farkli polaritelerde hazirlanan
ekstreler in vitro aktivite testlerinden 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH*) radikal siipiiriicii
etki, 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-sulfonik asit) (ABTS*) radikal siipiiriicii etki, B-
karoten-linoleik asit birlikte peroksidasyonu engelleyici etki, Askorbat—Fe(lll)-katalizli
fosfolipit peroksidasyonunu engelleyici etki, demir(Il) selat aktivite, spesifik olmayan
hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasi, spesifik hidroksil radikali
ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasi, Fe(IlI)’ii Fe(Il)’ye indirgeme 6zellikleri ve
IL-1B ile indiiklenen A549 ve LPS ile indiiklenen RAW 264.7 hiicrelerinde antioksidan
aktivite tayini, glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz aktivitesi Olgiilerek

degerlendirilmistir. Ayrica ekstrelerin kimyasal kompozisyonu kromatografik yontemlerle
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incelenmigtir. Antibakteriyel etkinliginin belirlenmesi i¢in P. wvulgaris TSA, S.
epidermidis ATCC 3699, B. cereus ATCC 7064, S. pyogenes ATCC 19615, S.
typhiminium CCM 5445, P. aeruginosa ATCC 27853, B. cereus ATCC 11778, E. coli
ATCC 11230, E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213, C. albicans ATCC 90028,
C. tropicalis (IZOLAT), C. glabrata RSKK 0419 bakteri ve mantar tiirleri {izerinde disk
difizyon ve minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) belirleme g¢aligmalari

yapilmustir.

Immiinmodiilatér aktivite testleri icin immiin sistemin 6nemli unsurlarindan olan
makrofajlar bakteriyel komponent olan lipopolisakkarit ile stimiile edilerek TNF-a., I1L-
1B, IFN-y, IL-6, IL-10 ve arasidonik asit metaboliti ve ayn1 zamanda siklooksijenaz-2
tirtinii prostaglandin E; (PGE ») diizeyleri 6lgtimii yapilmuistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. BOTANIK OZELLIKLER
2.1.1. Geraniaceae (Turnagagasigiller) Familyasinin Genel Ozellikleri

Bu familyanin tohumlarimin merkezinde turnalarin gagasina benzeyen bir gaga sekli
mevcuttur ve “Gerenos” Yunan sozliigiinde “turna” anlamina gelmektedir. Bu sebeple
familyaya Geraniaceae (Turnagagasigiller) adi verilmistir. Tohumlar olgunlastigi zaman
kapsiillerinden firlayarak etrafa dagilirlar. Familyaya ait cinsler Erodium, Geranium,
Hypseochoris, Monsonia, Pelargonium, Rhynchotheca, Sarcocaulon, Biebersteinia’dir.
Tiirkiye’de yetisen cinsler Erodium, Geranium, Pelargonium, Biebersteinia’dir (1-4).
Tiirkiye florasinda Geraniaceae familyasinda yer alan cinslerin tayini su sekilde

yapilmaktadir (5):

1. Cicek durumu rasemoz; meyve karpelleri gagalasmamis; yapraklar ¢igeklenme

zamaninda biitlin, 3-pennatisekt
1. Biebersteinia

1. Cigek durumu umbella, simoz veya tek ¢igekli; meyva karpelleri gagalasmis; taban

yapraklari genellikle mevcut

2. Arka sepal pedunkule yapismis nektarli mahmuzla beraber; korolla kesinlike

zigomorf; fertil stamenler 7, yaysi

4. Pelargonium



2. Sepalller mahmuzlu degil; korolla zayif zigomorf veya degil; fertil stamenler 5 veya

10, yaysi1 degil
3. Yapraklarin boyu eninden uzun degil, palmat damarli; fertil stamenler genellikle 10
2. Geranium

3. Yapraklarin boyu eninden uzun, pennat damarli; fertil stamenler 5, 5 pul benzeri

staminotlarla alternan
3. Erodium
2.1.2. Geraniaceae (Turnagagasigiller) Familyasinin Botanik Ozellikleri

Bir, iki veya ¢ok yillik otsu, nadiren odunsu, i1liman ve subtropikal bolgelerde yetisen
bitkiler. Yapraklar alternan veya karsilikli, birlesik veya basit loplu, sitiiptilli. Cigekler
kimoz veya umbellalarda nadiren tek. Sepaller 5 serbest ve petaller 5 serbest. Stamenler
tipik olarak 5-15, pistil 1 veya 3-5 loplu, ovaryum fiist durumlu, 3-5 lokuluslu ve
karpelli, oviiller her lokulusta 1-2, anatrop, plasentasyon eksensel. Meyve genellikle
merikarplara ayrilan bir kapsula ancak uzun olan stilus orta eksene bagl kalirken
merikarpin tohum tasiyan alt ucu, yay (Geranium) veya spiral (Erodium) seklinde
kivrilarak yukari kalkar ve eksenden ayrilir. Familyaya ait ¢igekler genellikle pembe,

mor-kirmizi, leylak rengi, mavi ve beyaz ama sar1 renkli ¢igek yoktur (6-10).
2.1.3. Pelargonium L'Herit Cinsi

Cok willik, dike yakin siiriiniicii yiiksekligi 2,5m'yi bulan g¢aliliklar. Yapraklar basit,
karsilikli ya da nadiren helisel dizilisli stipulali petiolat; lamina; palmat, pinnatifit-
pargali. Cicek durumu, umbellada 2- c (nadiren 1) zigomorf c¢icek, 5 kiremitsi ¢canak
yapraklar genellikle lanseolat, tabanda birlesik ve gosterisli. Tag yapraklar 5, hipogin,
beyaz, pembe, mor renkli; 2 iist petal diger petallerden daha biiyiik. Fertil stamenler 7 (4
uzun, 1 orta, 2 kisa), hipogin, filamentler birlesik asagida, salgi organ1 yok. Ovaryum 5
loblu genellikle oval, 5 hiicreli; meyve gagali, olgunlastigi zaman, tepenin tabanindan

yarilan 5 merikarp seklinde (1,11).
Sistematikteki yeri
Alem  :Plantae

Bolim  : Magnoliophyta



Sinif : Magnoliopsida

Takim  : Geraniales

Familya : Geraniaceae

Cins : Pelargonium

2.1.4. Pelargonium Tiirlerinin Dagilim

Pelargonium tiirlerinden ilk olarak P. triste (L). I'Hérit 1632°de John Tradescent
tarafindan Cape Town (Afrika)’dan toplanmistir. 1700’lerin basinda bu bitki Avrupa’ya
ve Ingiltere’ye bahcelere ekilmek amaciyla getirilmistir. Ingiltere’ye ilk tanitilan
Pelargonium tirt P. triste (L). I'Hérit’dir. P. cucullatum (L). I'Hérit 1672’de Paul
Hermann tarafindan Masa Daglarinin  yamaclarindan toplanmistir. Bu  tiirler

Ingiltere’nin Kraliyet Botanik Bahgesi’nde 1690°da yetistirilmeye baglanmistir.

Pelargonium’larin ¢ogu Giiney Yarimkiire’de bulunurken cinsin yaklasik 200 tiirii
Giliney Afrika’da yetismektedir. Bir¢ok tiir Namib Coliinden (Kuzey) Cape’e (Giiney)
kadar ve kiy1r boyunca bati sahillerine kadar genis bir alanda bulunur. Birgok tiir
diizensiz, izole gruplar seklinde bati sahil seridinden ayrilir. Cins Cape florasinin
belirgin bir parcasi iken bazi tiirler de c¢alilik, taslik ve kumlu arazilerde yetisir.
Gilineybat1 Cape’in c¢esitli mikro habitatlar1 nedeniyle tiirlesmede artis bu bolgede

Pelargonium tiiriiniin zengin ¢esitliligini aciklar.

Diger Pelargonium tiirleri Bati Tropik Afrika, Arabistan, Suriye, Bati Hindistan,
Avustralya ve Yeni Zelanda’nin Madagaskar adalarinda bulunur. Pelargonium tiirii
ayrica dogal olarak Ispanya, Kaliforniya ve Italya’da yetisir. Cinsin genis dagilimmin
sebebi kitasal siiriiklenme olarak tahmin edilmektedir (12,13). Pelargonium cinsinin
iilkemizde dogal olarak yayilis gosteren 2 tirii bulunmaktadir. Bunlar P.

endlicherianum ve P. quercetorum Agnew. " dir (14).
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Sekil 2.1. Pelargonium cinsinin diinyadaki dagilimi (15)

2.1.5. Pelargonium’un Isimlendirilmesinde Karisiklik

Isimlendirmede karigiklik Pelargonium’larin  yerel kullamimda Geranium olarak
adlandirilmasi sonucu ortaya ¢ikmistir. Geranium ve Pelargonium cinslerinde isim
karigiklig1 Linnaeus’dan (1753) once ortaya ¢ikmis ve Linnaeus’un siniflandirmasinda
da her iki cins de Geranium altinda smiflandirilmistir. 17. yiizyilda Pelargonium’lar
Avrupa’ya ilk tanitildiginda muhtemelen benzer meyve yapilarindan dolayr Geranium
olarak isimlendirilmislerdir. Yaklagik 200 yil once botanik¢iler biiyiik farkliliklar:

ortaya ¢gikarmuslar ve iki cins birbirinden ayrilmistir (10,13).
2.1.6. Pelargonium Cinsinde Filogenetik iliskiler

Nukleus, kloroplast ve mitokondrial kodlu alanlar filogenetik isaretli kaynaklar olarak
kullanilarak bugiine kadar taninmis Pelargonium tiirlerinin filogenetik siniflandiriimasi
yeniden yapilmistir. Cins; biyocografik dagilim, yayilma kapasitesi, polen biyolojisi ve
karyolojik cesitlilik gibi farkli evrimsel 6rneklerle kendi i¢inde Al, A2, B, C1 ve C2
olarak 5 sinifa ayrilmistir (16).

A smifi Giiney Afrika’daki Pelargonium’larin %70’ini igerir. Agagsi ¢alilik, ¢alilik,
kokii etli olanlar, geofitler ve tek yillik otsular bu siniftadir. A smifi kendi i¢cinde Al ve

A2 olarak iki alt sinifa ayrilir (17).

B sinifi genellikle yabani otlu, bodur, tek yillik otsu tiirleri i¢ine alir. Bu sinifta genis

yayilim kapasitesine sahip tiirler vardir (18).
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C smifi biiyiik 6l¢ekli kromozomlara sahip olan Pelargonium tiirlerini igerir. Dogu ve

Bati Cape, Tropik Bati Afrika, Madagaskar ve Anadolu’da dagilim gdsterir.
Allopolyploid olarak farzedilen Anadolu’da yetisen P. endlicherianum ve P.

quercetorum Agnew. bu siniftadir (19).
2.2.TURKIYE’DE YETISEN PELARGONIUM TURLERI
2.2.1. Pelargonium endlicherianum Fenzl.

15-35 cm boyunda, tiiylii rizomlu ¢ok yillik bitkidir. Tabanda, stipula (kulak¢ik) ve kuru
yaprak sap1 olan yapraklar mevcut. Rozet yapraklar dairesel, 2,5-6 cm, petiol 9-10 cm,
taban kordat (kalp seklinde), govde yapraklari 1,8-4 cm, petiol 1,5-6 cm ve helisel
diziligli. Bazal yapraklar uzun petiolat, yaprak sekli orbikular, yaprak kenar1 krenat, ¢ok
kisa ve palmat loplu, gévde yapraklar1 alternat. Cigcek durumu sap1 (pedinkul) 6-7 cm,
tabanda 5 kiiciik derin loblu yaprak yer almakta, umbella 4-7 ¢igekten olusmus. Pedisel
2,1-3,4 cm, mahmuz 11-14 mm . Canak yapraklar dogrusal dikd6tgenimsi, asagida
konnat. Ondeki petaller 2,5 x 1,2 cm boyunda, 3-3,5 kat digerlerinden daha biiyiik,
tabanda tirnakli, genis spatiil seklinde, tepede kiigiik girinti, dalgali; koyu pembe-
kirmizi1 ve damarlar morumsu renkte. Arkadaki petaller 7x2 mm boyunda. Stamenler 7,
filamentler asagida konnat, anterler oynak. Ovaryum 5 karpelli, yogun tiiylii ovaryum

gagasi 1-1,5 cm boyunda.

Ciceklenme zamani temmuz ayidir. Taslik, kayalik ve egimli arazilerde yetisir. 1300-
1500 m yiiksekliklerde ve genellikle Orta Dogu ve Giiney Anadolu ve Suriye’de yayilis
gosterir. Tiirkiye’deki dagilimi dzellikle Akdeniz ve Iran-Turan bolgeleri arasindaki
gecis alamidir. Tir Dogu Karadeniz Boliimii; Yukari Sakarya ve Yukar1 Kizilirmak
Bolimleri; Yukart Firat ve Hakkari, Akdeniz Bolgesi’nde yer almaktadir (1, 14). P.

endlicherianum’un Tiirkiye’deki dagilimi Sekil 2.6’da verilmistir.



Sekil 2.3. P. endlicherianum (Cigek) (20)
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Sekil 2.4. P. endlicherianum’ un Tiirkiye’deki dagilimi (21).

2.2.2. Pelargonium quercetorum Agnew.

Cok yillik otsu bitki. 50-100 cm boyundadir, govde iistte dallanmis, kiiclik guddeli ve
seyrek olarak asagi kismui sert tiiylii, {ist kismu tiiysiiz. Tabanda stipulalar ovat-oblong ve
kagitimsi. Yapraklar genis, tiiysiiz ve 18 cm uzunlugunda, elsi parcali, ortas1 genellikle
7 loblu, kenarlar1 oymali ya da disli. Umbellalar 1-3, 30 iizerinde g¢igege sahip,
pediinkiiller 7-25 ¢cm uzunlugunda birbirinden ayri. Brakteler 10-18 adet, ovat, 8-10 mm
boyunda, kagits1 ve silli. Pediseller 15-28 mm boyunda. Sepaller ovat, 10-17 mm, kisa
mukrol ve koyu pembe. Cigekler farkli giizel kokulu. Ustte 2 petal, arkaya kivrilmis
damarlar koyu renkli. Asagidaki 3 petal 3-5 mm boyunda, bazen eksik. Stamenler 10
adettir (7 fertil, 3 tanesi verimsizdir). Meyvenin gagasi 35-45 mm, yogun olarak, 6n

tarafin yiizeyi yumusak. Merikarplar oblong 9 mm, yumusak tiiyler geriye dogru (11).

Takson genel olarak Kuzey Irak’ta yayilis gosterirken Tiirkiye’de Hakkari ilinde yayilis
gostermektedir. Yorede bahar aylarinda popiiler olan bu bitki Tolk ya da Tolik olarak
bilinir. Yiiksek rakimlar1 ve nemi seven bu bitkinin ayn1 zamanda Kari (Arum
elongatum Stev.) bitkisine benzer 6zellikleri bulunmaktadir. Yore halki tarafindan 6nem
verilen bu bitkinin yorede ayni zamanda ticari bir degeri de bulunmaktadir. Yore halki

bu bitkiyi tibbi amagla kullanmanin yani sira gida amagl olarak ta kullanmaktadir (11,
22).



Sekil 2.5. Pelargonium quercetorum cicegi (23)

2.3. PELARGONIUM SIDOIDES DC.

Kordat sekilli, uzun sapli ve kisa salgi tiiylerine sahip kadifemsi yapraklari ile ¢ok yillik
otsu bir bitki. Zigomorfik tiibuler ¢igekleri kii¢iik ve koyu kestane ya da genellikle siyah
renkli olarak uzun silindirik sekilli saplardan ¢ikar. Her cicek bes lanseolat sekilli
petalden olusur. Ustteki iki petal iizerinde ayirt edici olarak iki belirgin ¢izgi mevcut.
Cigekler 15-17 mm capinda. Pedisel gelismis hipantiyum ile kiyaslandiginda genellikle

kisa ve petaller koyu kirmizi mor. Polen yesilimsi sar1 renkli.

Cicekleri yaz aylarinda kurakliga karsi yiiksek toleransa sahiptir. Bitkinin koyu kirmizi
kahverengi yumrulu rizomlar1 vardir. Dogada tiirler; toprak alti kok sistemlerinin

yeniden biiylimesi yoluyla ve tohumlariyla rejenere olabilir.

Yapraklar havadaki dallar {izerinde, rozet seklinde, yaslh yaprak sapit ve stipula
(kulakeik) ortiilmiis, ¢iceklendigi zaman 25-30 cm yliksekligindedir. Govde yer altinda
kalinlasmis. Lamina basit, siklikla ince uzun yumusak tiiyler, salgi tliylerinin arasinda
giimiis renkte. Lamina kalbe benzer, tabani kalp seklinde, tepesi yuvarlaklasmis,
kenarlar oymal1 disli, 15-90 mm araliginda uzun ve genis. Yaprak sap1 (petiol) 70-250

mm uzunlugunda. Stipitiller 3 koseli, sivri ugludur, 5-12 mm uzunlugunda (24, 25).

12



Sekil 2.6. Pelargonim sidoides a) ¢icek b) yaprak c) kok (25)

2.4. FARMAKOPELERDE KAYITLI OLAN PELARGONIUM TURLERI

P. sidoides ve P. reniforme kokleri, anavatanlar1 olan Giiney Afrika’da Zulu Kabilesi
sifacilar tarafindan, binlerce yildir bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. 1897
yilinda Charles Stevens adindaki bir Ingiliz subay, Afrika ziyareti sirasinda P. sidoides
ve P. reniforme bitkilerinden yapilan karigimlarin yerli halk tarafindan tiiberkiiloz
hastaligina kars1 kullanildigini gériince yakalandig tiiberkiiloz hastaliginin tedavisi ig¢in
bu karisimi kullanmis ve tedaviden fayda goriince karisimi Ingiltere'ye gotiirmiistiir.
Avrupa'ya bu sekilde gelen Pelargonium’lar iizerinde halen basta Almanya olmak iizere
pek ¢ok Avrupa iilkesinde ciddi yatirimlar ve bilimsel ¢alismalar yapilmaktadir (26). P.
sidoides ve P. reniforme tiiriiniin toprak alt1 kisimlar1 tilkemizin de dahil oldugu birgok

tilkede resmi olarak kabul géren Avrupa Farmakopesi’nde kayitli olarak bulunmaktadir
(27).

2.5. PELARGONIUM TURLERININ GELENEKSEL KULLANIMI

Pelargonium tiirlerinin Afrika’ya 6zgii tibbi kullanimlarinin tarihi eskiye dayanir.
Temel kullanim amaglari intestinal problemler, diyare ve dizanteri igindir. Bu aktiviteler
de esansli ve esanssiz bir¢ok tiirlin fraksiyonlar1 ile yapilan deneylerde diiz kas
tizerindeki antispazmodik mekanizmasi ile agiklanmistir. Pelargonium tiirlerinin yara
tedavi edici 6zellikleri amaciyla kullanilmalar1 ise kismen antimikrobiyal 6zellikleri ile
aciklanabilir (28). Ayrica ates tedavisi, karaciger komplikasyonlari ve diger durumlarda
da kullanilmigtir. Pelargonium tiirlerinin Afrika’ya 6zgii geleneksel kullanimlart Tablo

2.1'de dzetlenmistir.
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Tablo 2.1. Pelargonium tiirlerinin Afrika’da geleneksel olarak kullanimi (10, 13, 29-41)

Bilimsel Ad Bilinen fsmi Geleneksel Kullanim Kozme tikle
Liskili Kullanim
P. cucullatum Wilde malva Tiim bitki diyare Agik yaralarda
(ing.) tedavisinde ve kulak antiseptik kapatict
agrisinda. olarak.
P. graveolens Rose-scented Tiim bitki ditiretik, Tiim bitki akne ve

P. luridum

P. bowkeri

P. sidaefolium

P. tragacanthoides

P. betulinum

P. minimum

P. inquinans

pelargonium
(Ing.)
Umsongelo (Afr.)

Kanferblaar
(Afr.), Camphor
scented
Pelargonium

(ing.)

Scarlet
pelargonium

(ing.)

depresyon ve solunum dermatit de
yolu rahatsizliklarinda.

Kok infizyonu sirt ve Yaprak

karin agrisinda dekoksiyonu cilt
bebeklerde ates, diyare  yaralarinda

ve dizanteride.

Yapraklar1 Afrika’da
dizanteri tedavisinde.

Yapraklar1 Afrika’da
dizanteri tedavisinde.

Nevralji, gut,
romatizma, soguk
alginlig1 ve grip i¢in

Yapraklarinin ve ince Doviilerek kiigiik
dallarinin dekoksiyonu  cilt yaniklarina
soguk alginligi, oksiiriik

ve lst solunum yolu

enfeksiyonlari igin,

yaprak infuzyonu

intestinal kramplarda ve

gazda dahilen, yaprak ve

ince dallarinin

dekoksiyonu siniizit i¢in

inhaler

Menstriial
diizensizliklerde ve
diistik ilac1 olarak

Kok ve yapraklari
ezilerek soguk algiligi
ve bas agris1 igin
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Tablo 2.1. Pelargonium tiirlerinin Afrika’da geleneksel olarak kullanimi (10, 13, 29-41)

(Devami)
Bilimsel ad Bilinen ismi Geleneksel Kullanim .K.Oan.etlkIe
iligkili kullanim
P. peltatum Ityolo perennial Yaprak 6zii bogaz agris1  Yaprak tozu
herb (Afr.) icin alinmig ve yapraklar kiigiik yaniklara
Ivy leaved antiseptik olarak
pelargonium
(Ing.)
P. quercifolium Yaprak dekoksiyonu
yiiksek kan basinci, kalp
hastaliklar1 ve
romatizma i¢in dahilen
P. zonale Malva (ing.) Taze yapraklar kulak
agrisinda
P. triste Kaneeltjie,rooivor Kok infiizyonu diyare
tel (Afr.) ve dizanteride
P. papilionaceum Butterfly Yapraklar medisinal
pelargonium faydalarindan dolay1
(Ing.), tiitline alternatif olarak
‘Rambossie (Afr.)
P. grossullarioides Gooseberry Diisiik ilac1 olarak
leaved .
pelargonium (Ing)
; rooribas (Afr.)
P. alchemilloides Koklerinin infuzyonu Yapraklarini
ise Giiney Afrika’nin ezerek ¢iban, yara
Zulu Kabilesinde diyare tedavisinde

P. antidysentericum

tedavisinde

Tuber kisminin
kaynamus siitle
hazirlanan dekoksiyonu
diyare tedavisinde ve
yapraklari ile hazirlanan
¢ay mide bulantisi,
diyare ve dizanteri i¢in

P. sidoides ve P. reniforme kokleri binlerce yildir oksiiriik ve tiiberkiiloz dahil olmak

tizere akciger enfeksiyonlari icin; toprak {istii kisimlar1 ise yara iyilestirmesini

hizlandirmak igin kullanilmaktadir. Afrika'da “Umckaloabo” adiyla anilan P. sidoides

bitkisinin bu yerel ismi “umKhulkane”, akciger hastaliklar1 ve “uHlabo”, gogiis agrisi



anlamia gelen Zulu kelimelerinin birlesiminden ortaya ¢ikmistir ve bitkinin geleneksel

kullanim amaglarimni ¢ok iyi yansitmaktadir (42).

Pelargonium’larin Afrika disinda kullanimlar ile ilgili birkag rapor vardir. Iran’da P.
graveolens’in tansiyon diistiriicii ve agr1 dindirici olarak kullanildig: bildirilmistir (43).
P. quercetorum’un ise Iran, Kiirdistan bolgesinde antiparaziter olarak geleneksel
kullanim1 mevcuttur (44). P. quercetorum tilkemizde solunum yolu enfeksiyonlar1 ve
deri yaralarinmi tedavi etmek amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica tohumlar1 ve yapraklari
¢ibanlar1 desmek amaciyla kullanilmaktadir. Kurt disiiriicii etkiye sahip olan ve bu
ozelligiyle ¢ok 6nemsenen bu bitkinin ayni zamanda kronik bas agrilari, boyun agrilar

ve migren icin de kullanildig: belirtilmistir (22).

2.5.1. Pelargonium Tiirlerinin Ucucu Yag (Geranium Yagi) ve Aromaterapide

Kullanimi

Bircok Pelargonium tiirii, hibritleri ve bunlardan elde edilmis kiiltiirleri ugucu yag
tireten kokulu yapraklara sahiptirler (45). Yiiksek kalitede yag Pelargonium’ larin
yaprak, govde ve yaprak sapinda bulunur. Ugucu yag elde etmek igin bitki ¢icek
agmadan hasat edilir ve iglenir. Pelargonium ugucu yagi hatali olarak Geranium yagi
seklinde deklare edilmistir ancak yag eldesinde kullanilan tiirlerin tamami

Pelargonium’lara aittir (10).

Uluslararas1 Standart Organizasyonu’na (ISO) gore Geranium yag Geraniaceae
familyasina ait Pelargonium tiirlerinin taze veya hafif soldurulmus otsu kisimlarinin

buhar distilasyonu ile elde edilen yag olarak tanimlanmistir (46).

1800’14 yillarin bagindan itibaren Pelargonium cinsine ait olan giil kokulu geraniumlar
ticari olarak ugucu yag elde etmek amaciyla kiiltiir edilmeye baglanmigtir. Pelargonium
kiiltiirleri genellikle Cin, Misir, Fransa’nin Reunion adas1 ve Fas’da yetistirilmektedir.
P. capitatum, P. graveolens, P.radens daha kaliteli yag eldesi amaciyla kiiltiir
programina dahil edilmistir (10). Geranium ugucu yaginin aromaterapide premenstrual
gerginlik ve menopozal problemlerde, lenfotik sistem ve immiin sistem
stimulasyonunda, dolasim problemleri, hemoroid ve flebit, bogaz agrisi, tonsilit, astim,
asir1 mukus salgilanmasi gibi durumlarda kullanimi bulunur. Geranium ugucu yagmin
ciltte mantar, genel enfeksiyonlar, akne, yanik, ezik, zona, egzema ve dermatit gibi

durumlarin tedavisinde belirgin olarak faydali oldugu bilinmektedir (47).
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2.6. PELARGONIUM TURLERININ KIMYASAL BILESIKLERI
P. sidoides ile yapilan ¢aligmalarda kokiin etken maddeleri olarak kumarin ve tiirevleri,

fenolik asit ve tiirevleri, flavonoitler, tanenler ve tiirevleri gosterilmektedir (Tablo 2.2)

(26).

Tiirkiye’de yetisen Pelargonium tiirlerinin kokleri ile ilgili olarak yapilmis kimyasal bir

calisma heniiz bulunmamaktadir.



Tablo 2.2. Pelargonium tiirlerinin kimyasal bilesikleri

Bilesikler P. reniforme P. sidoides EPs®7630
Fenolik asitler, fenilpropanoitler ve tiirevleri

Gallik asit + + +

Gallik asit metil ester + + +

p-Hidroksibenzoik asit +

Protokatesik asit +

Vanilik asit +

Kafeik asit +

Ferulik asit +

p-Kumarik asit +

p-Kumaraldehit +

Sikimik asit +

Sikimik asit 3-O-gallat + + +

Kumarinler

6,7-Dioksi-7-Hidroksi-6-metoksikumarin + + +

(Skopoletin)

5,6,7-Trioksi + +

7-Hidroksi-5,6-dimetoksikumarin (Umkalin)

7-Asetoksi-5,6-dimetoksikumarin +

5,6,7-Trimetoksikumarin + +

6-Hidroksi-5,7-dimetoksikumarin (Fraksinol) +

5,6-Dihidroksi-7-metoksikumarin (l1zofraksetin) +

6,7,8-Trioksi-6,7,8-Trihidroksikumarin + + +

6,8-Dihidroksi-7-metoksikumarin + +

8-Hidroksi-6,7-dimetoksikumarin (Fraksidin) +

7,8-Dihidroksi-6-metoksikumarin (Fraksetin) + +

5,6,7,8-Tetraoksi-6,8-Dihidroksi-5,7- + +

dimetoksikumarin

5,6,7,8-Tetrametoksikumarin (Artelin) + +

8-Hidroksi-5,6,7-trimetoksikumarin + + +

Kumarin glikozitleri

Magnolizit +
izofraksozit +
Umkalin-7-4-D-glukozit + +
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Tablo 2.2. Pelargoiwum tiirlerinin kimyasal bilesikleri (Devamu)

Bilesikler P. reniforme P. sidoides EPs®7630

Kumarin siilfatlar

5,6-Dimetoksikumarin-7-siilfat + +
6,7-Dihidroksikumarin-8-siilfat +
6-Hidroksi-5,7-dimetoksikumarin-8-siilfat +
8-Hidroksi-5,7-dimetoksikumarin-6-siilfat +
Flavonoitler

Kemferol-3-O-$-D-glukozit +

Kemferol-3-0-$-D-galaktozit +

Kersetin-3-O-4-D-glukozit +

Mirsetin-3-O-/-D-glukozit +

Flavan-3-ol/Proantosiyanidinler

Katesin + +

Gallokategin + +
Proantosiyanidin + + +

Diger

Reniformin +

p-Sitosterol + +
f-Sitosterol-3-O-4-D-glukozit +

2.6.1. Pelargonium Tiirlerinin Ugucu Yag Profili

Genellikle parflimeri, kozmetik ve aromaterapide kullanilan, belirgin kokuya sahip olan
Pelargonium tiirlerinin ugucu yaglari birgok farkli sekilde smiflandirilir. Yaglarin
kimyasal kompozisyonlar1 kullanilan kiiltiirler, hava sartlar1 (giines, yagmur, sicaklik),
toplama zamani, giibre kullanilmasi gibi etmenlere gore degisiklik gostermektedir.
Farkli Pelargonium tiirlerine ait ugucu yag profili GC ve GC/MS ile aydinlatilmistir.
Baslica bilesikler olarak sitronellol, geraniol ve esterleri bulunmustur. Tablo2.3” de
ucucu yag profili verilen tiirler koku smiflandirmasinda giil kokulu gruba dahildir.
Ticari geranium yag eldesinin yapildigi P. graveolens; P. capitatum ve P. radens’in
hibritlesmesiyle elde edilen tiir olup igerigindeki 10-Epi-6desmol ile Misir ve Fas

geranium yaglarinin kokularina benzedigi diistiniilmektedir (10, 35).



Tablo 2.3. Pelargonium tiirlerinin ugucu yag profili

Bilesik P. capitatum P. radens P. graveolens
o- pinen +

mirsen + +

limonen + +

linalol + + +
cis-rose oksit + +

trans- rose oksit + +

menton + + +
izomenton + + +
sitronellol + + +
geraniol + +
sitronellil format + +
geranil format + +
sitronellil asetat +

geranil asetat +

p-karyofilen +

gaya-6,9-dien + +
germakren D +

o- fellandren +

p-simen +

10-epi-6desmol +

Ulkemizde de yetisen ancak iran Kiirdistan Bdlgesi’nden toplanarak GC ve GC/MS ile
ugucu yag analizi yapilan P. quercetorum’un ugucu yag profilinde a-pinen ve a-fenil
asetat yiiksek oranda bulunurken, limonen ve f-karyofilen daha az miktarda, mirsen ve
timol gibi 6nemli bilesikler ise % 1,5’in altinda bulunmustur (44).

2.6.2.Ulkemizde Yetisen P. endlicherianum Ucucu Yag Uzerinde Yapilmig
Kimyasal Calismalar

Ulkemizde yetisen P. endlicherianum iizerinde toprak {istii kistimlari ile yapilmis birkag
calisma bulunmaktadir. Bitkinin toprak tiistii kisimlarindan su distilasyonu ve tepe
boslugu (Headspace) yontemiyle elde edilen ugucu yag karsilastirmali olarak Gaz
Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi (GC/MS) ile analiz edilmistir. Ugucu yagda
germakren-D, p-karyofillen, T-kadinol, a-karyofillen, a-pinen, f-pinen ana bilesenler

olarak bulunmustur (48).
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2.7. PELARGONIUM TURLERI iLE YAPILAN BiYOAKTIVITE
CALISMALARI

2.7.1. Antioksidan Aktivite Calismalari

Antioksidan 6zelligi bilinen ve bitkilerde yaygin olarak bulunan fenolik madde gruplar1
baslica fenolik asitler, flavonoitler, tanenler, antosiyaninler ve karotenlerdir (49).

Pelargonium cinsine ait tiirler ise fenolik bilesiklerce oldukga zengindir.

P. inquinans Ait. ile yapilan in vitro antioksidan aktivite deneylerinde metanol, etil
asetat, butanol, n-hekzan ve su ekstreleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikalini (DPPH®)
glicli siipiiriicii etki gostermislerdir. in vitro ve ayni zamanda hiicre ortaminda da giiglii
antioksidan etkiye sahip etil asetat ekstresi ve bu ekstreden izole edilen 1,2,3,4,6-penta-
O-galloyl-4-D-glukoz’un ise doza bagli olarak hiicreyi oksidatif olarak hasardan
korudugu gozlenmistir (50). P. betulinum ve P. crispum tiirlerinin ham aseton
ekstreleriyle yapilmis olan DPPH® radikali siipiiriicii etki tayini deneyinde, ICso degeri
4,72 + 0,14 pg/mL olan askorbik asit pozitif kontrol olarak kullanilmis ve ekstrelerin
ICso degerleri sirasiyla 4,13 + 0,14 pg/mL ve 4,49 + 0,18 pg/mL seklinde bulunmustur.
Bu iki tiirde askorbik asit kadar antioksidan aktivite gostermistir (28).

P. graveolens L'Herit. ex Ait.’in yaprak ve ¢igeklerinden elde edilen metanol ve su
ekstreleri, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) ve 2,2’-azinobis (3-ethilbenzotiazolin-6-
siilfonat) (ABTS"®) radikallerini siipiiriicii etki tayininde butil hidroksi toluen (BHT) ile
kiyaslanabilir derecede aktif bulunurken ugucu yagi ise BHT’ den daha aktif
bulunmustur (35).

P. reniforme CURT. tiiriinden izole edilen tanen ve flavonoitlerin referans antioksidan
madde olarak kullanilan askorbik asitten daha yiiksek DPPH® radikalini siipiiriicii etkiye
sahip oldugu gosterilmistir (51).

P. radula (Cav.) L'Hérit tiiriiniin yapraklarinin etanol, su ekstreleri ve ugucu yagi ile
yapilan radikal stipiiriicti etki, selat kapasitesi, indirgeme giicii ve S-karoten/linoleik asit
oksidasyonunu engelleyici etki tayininde ekstreler antioksidan olarak bulunurken ugucu

yagin ise ekstrelerden daha aktif oldugu gozlenmistir (52).

P. purpureum Steud. yaprak ekstreleri ile yapilan in vivo bir ¢calismada plazma ve bazi
organlarin antioksidan kapasitesinin 6l¢iimii yapilmistir. Calismada demir indirgeme ve

total radikal yakalayici antioksidan parametreleri Ol¢lilmistiir. Sonuglara goére P.
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purpureum, plazma, kalp ve akciger doku homojenatlarinda antioksidan kapasiteyi

artirmistir (53).
2.7.2. Antimikrobiyal Aktivite Calismalar:

Yapilan bir ¢alismada P. glutinosum (Jacq.) L'Hér., P. pseudoglutinosum R.Knuth., P.
scabrum (Burm.f.) L'Hér. ve P. sublignosum R.Knuth. ekstrelerinin antimikrobiyal
6zelligi minimum inhibisyon konsantrasyonu ile degerlendirilmistir. Buna gore ekstreler
Gram pozitif bakteriler lizerinde dikkate deger antimikrobiyal etki gosterirken, P.

pseudoglutinosum MIK=39 pg/mL ile en yiiksek aktiviteyi gdstermistir (28).

P. radula tiirtinden saflastirilan izokersitrin ve rutin Staphylococcus aureus, Proteus
rettgeri, Candida tropicalis ve Microsporum gypseum iizerinde gii¢lii inhibisyon etki
gostermislerdir. Staphylococcus sp. ve Candida lusitaniae sadece izokersitrin ile inhibe

olurken Fusarium graminearum sadece rutin ile inhibe olmustur (54).

P. sidoides ve P. reniforme kok ekstrelerinin gram pozitif bakterilerden Staphylococcus
aureus, Steptococcus pneumoniae ve S-hemolitik Streptococcus 1451, gram negatif
bakterilerden Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Haemophilus influenzae iizerinde agar dilisyon metoduyla yapilan bir
antimikrobiyal c¢aligmada metanol ekstrelerinin orta derecede antimikrobiyal etki
gosterdigi bildirilirken, etil asetat, n-butanol ve su fraksiyonlarinin daha ytiksek aktivite
gosterdigi ve ayrica P. sidoides ve P. reniforme’nin aktiviteleri arasinda belirgin bir fark
olmadig1 vurgulanmistir. Aym ¢alismada EPs® 76307un S. aureus’un direncli suslarina
3,3 mg/mL minimum inhibisyon konsantrasyonunda etkili oldugu ancak antibiyotiklerle

kiyaslandiginda etkinin zayif oldugu gosterilmistir (42).

P. reniforme’nin kok ve yaprak ekstreleri S. epidermidis, B. cereus, S. aureus, P.
aeroginosa ve K. pneumonia gibi alkol suistimali sonras1 karacigere yiiksek derecede
endotoksin salarak harabiyet olusturan bakterilere kars1 etkili bulunmustur ve bu durum

Afrika’da geleneksel kullanimina da agiklik getirmektedir (55).

Insan midesine yapismis olan Helicobacter pylori iizerinde standardize P. sidoides
ekstresi olan EPs® 7630 ile yapismay1 onleyici (anti- adhesive) aktiviteye bakilan bir
calismada ekstre 10 mg/mL konsantrasyonda oldukga aktif bulunmustur ve H. pylori
tedavisinin ilk asamasinda EPs® 7630’un kullanimimin yararl oldugu bildirilmistir (55).

Farkli bir in vitro calismada da EPs® 7630’un gastrik epitel hiicrelerine yapismis halde
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bulunan konak¢1t H. pylori’nin biiyiimesini 100 mg/mL konstrasyonda inhibe ettigi
bildirilmistir (57).

2.7.3. Antitiiberkiiloz Aktivite Calismalar:

P. reniforme’nin aseton, kloroform ve etanol ekstrelerinin 5 x 10° mg/L minimum
inhibisyon konsantrasyonda Mycobacteriim tuberculosis tizerinde aktivite gosterdigi
ancak P. sidoides’in aktivitesinin bulunmadig1 yapilan bir ¢caligmada belirtilirken farkli
bir c¢alismada P. sidoides kok ekstrelerinin 12,5 ug/mL konsantrasyonda M.
tuberculosis’in biiyiimesini % 96 inhibe ettigi belirtilmistir (58, 59).

2.7.4. immiinmodiilator Aktivite Calismalar:

Birgok literatiirde ¢esitli bitki ekstrelerinin polifenol ve polifenolik bilesiklerce zengin
oldugu ve immiinmodiilator aktivite gosterdigi belirtilmistir. Polifenolik icerigi zengin
olan P. sidoides Giiney Afrika’da tiiberkiiloz, solunum yolu enfeksiyonu, dizanteri gibi
hastaliklarda kullanilan flavonoit, tanen ve alkaloit iceren bir bitkidir. Pelargonium
sidoides ile yapilan immiinmodiilatér aktivite ¢alismalarinda enflamasyonla iligkili
genlerin ekspresyonu (iNOs, IL-1, 1L-10, IL-12, IL-18, IFN-o/y,TNF-a) ¢alisilmistir,
sonuglara gore P. sidoides’den hazirlanan biitiin ekstreler ve elde edilen bilesikler TNF,
IFN ve NO salimi iizerine belirgin immiinmodiilatér aktivite gosterirken, gen
ekspresyonu deneylerinde (iNOs, IL-1, IL-10, IL-12, IL-18, IFN-a/y, TNF-a ) LPS ve
Leishmania ile enfekte edilen ve edilmeyen makrofajlar arasinda da belirgin farkliliklar
goriilmiistiir (43, 60, 61).

Flow sitometri yontemiyle kanin tamamini temel alarak yapilan bir deneyde; kan,
Candida albicans ile enfekte edilip EPs® 7630’un terapdtik dozu uygulanmustir.
Fagositoz, oksidatif hasar ve mayalarin hiicre i¢i 6liim oraninda EPs® 7630’un pozitif

sonuglar gosterdigi belirtilmistir (62).
2.7.5. Mukaosiliyer Sistem Uzerine Aktivite Calismalar

EPs® 7630’ un 1, 30,100 pg/mL konsantrasyonlari ile yapilan ¢alismalarda mukosiliyer

sistem savunmasi tizerine etki bulunmustur (63).
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2.7.6. Antiviral Aktivite Calismalar:

P. sidoides ile yapilan bir ¢caligmada, P. sidoides’ in Herpes simplex virus tip 1 ve tip 2
ye kars1 giiclii antiviral etkisi bulunmustur. Sonuglar bu ekstrenin viriisiin konake1

hiicreye penetre olmasindan 6nce etki ettigini ortaya koymustur (64).

EPs® 7630 ile yapilan bir deneyde MDCK (kdpek bobrek hiicre hatti) hiicreleri HIN1,
H3N2, RSV, HCo0-229¢, paraifluenza 3 ve coxsackie A9 ile enfekte edilmis ve EPs®

7630’un bu viriislere kars1 antiviral aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (65).
2.7.7. Klinik Cahsmalar

Bugiine kadar bir¢ok klinik ¢alisma yapilmis olup bu ¢aligmalarin ¢ift korlii ve plasebo
kontrollii ¢alismalar oldugu belirtilmistir (Tablo 2.3’de bu ¢alismalarin 6zeti vardir).
EPs® 7630’un &zellikle cocuklarda akut bronsit ve tonsillo farenjite karsi etkili oldugu
gosterilmistir. Calismalar sonucunda yetigkinler ve c¢ocuklar antibiyotik tedavisine
alternatif olarak bu frini kullanmay1 desteklemislerdir. Giivenilir oldugu ve yan

etkilerinin ¢ok az oldugu teyit edilmistir (32).
2.7.8. Ulkemizde Yetisen Pelargonium Tiirleri Uzerinde Yapilmis Calismalar

P. endlicherianum’un toprak {istii kisimlari ile yapilan ¢aligmada f-karoten/linoleik asit
oksidasyonunu engelleyici etkisi ve serbest radikal (DPPH?®) siipiiriicii etkisi incelenmis
ve bitkinin toprak tistii kistmlariin kuvvetli antioksidan aktivitesi oldugu belirtilmistir
(66). Farkli bir ¢alismada P. endlicherianum kok ekstreleri ve Umca® DPPH® radikalini
siipiiriicii etkileri sirasiyla %70’lik metanol > %11°lik etanol > Umca® olarak
bulunmustur. p-Karoten/linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etkileri sirasiyla

kloroform > %11°lik etanol > %70’lik metanol > Umca® olarak bulunmustur (67).

P. endlicherianum kok ekstreleri ve Umca® ekstresinin E. coli, S. aureus ve P.
aeruginosa’ya karsi antimikrobiyal aktivitelerine 0,125-4 mg.mL™ konsantrasyon
araliginda bakilmis ve % 70’lik metanol ekstresinin en gii¢lii antibakteriyal aktiviteye

sahip oldugu belirlenmistir (67).

P. endlicherianum’un % 70’lik metanol ve % 11’lik etanol ekstresi ile yapilan bir
calismada S. pneumoniae, S. pyogenes, P. mirabilis, S. agalactia, S. mutans, S.
sanguinis, E. faecalis, S. epidermidis, S. caprae ve L. acidophilus gibi bakterilere karsi
antibakteriyel aktivite tespit edilmis olup % 70’lik metanol ekstresi daha aktif

bulunmustur (69). Calismaya gore P. endlicherianum 'un genis spektrumda antibiyotik



etkinliginin oldugu fakat K. pneumoniae, P. mirabilis, C. albicans, C. glabrata’ya kars1

antifungal etkisinin olmadig1 belirtilmistir (69).

Tablo 2.4. Pelargonium sidoides ’e ait klinik ¢alismalar (32)

Endikasyon

Deney tipi/boyutu

Kaynaklar

Ust solunum yolu enfeksiyonu Gézlemsel;166 ¢ocuk

(akut ve kronik)
Akut bronsit
Akut bronsit
Akut bronsit
Nezle

Tonsillo farenjit

Akut bronsit

Akut bronsit

Siniizit

Akut bronsit
Akut bronsit
Akut bronsit

Akut bronsit

Akut bronsit

Akut bronsit

Soguk alginligt

Akut bronsit

Gozlemsel;259 ¢ocuk
Gozlemsel; 742 ¢ocuk
Rastgele, kontrollii, 60 cocuk
Rastgele, kontrollii, 60 ¢ocuk

Rastgele, Plasebo kontrollii 143
¢ocuk

Rastgele, Plasebo kontrollii 468
yetigkin

Rastgele, Plasebo kontrollii 124
yetiskin

Gozlemsel, 361 ¢ocuk ve
yetiskin

Gozlemsel; 205 hasta
Gozlemsel; 742 ¢ocuk

Gozlemsel;0-93 yas arast 2099
hasta

Rastgele, Plasebo kontrollii ¢ift
korli, 18-66 yas arasi 217 hasta

Rastgele, Plasebo kontrollld, ¢ift
korlii, 405 yetiskin

Rastgele, Plasebo kontrolli, ¢ift
korli, 200 ve 220 c¢ocuk ve
ergen

Rastgele, Plasebo kontrollii, ¢ift
korli, 103 yetiskin.

Rastgele, Plasebo kontrollii, ¢ift
korlii, deney 1: 405 yetiskin,
deney 2: 399 ¢ocuk

Heil ve Reitermann (1994)

Dome ve Schuster (1996)
Haidvogl et al. (1996)
Blochin et al. (1999)
Blochin ve Heger (2000)
Bereznoy et al (2003)

Matthys et al. (2003)

Chuchalin et al. (2005)

Schapowal ve Heger (2007)

Matthys ve Heger (2007)
Haidvogl ve Heger (2007)
Matthys ve Heger (2007)

Matthys ve Heger (2007)

Schulz (2008)

Schulz (2008)

Lizogub et al. (2007)

Agbabiaka et al. (2008)

P. quercetorum toprak iistii kisimlarindan hazirlanan ekstre ile yapilan ¢aligmada A-549

ve PC-3 hiicrelerinde sitotoksik aktivite degerlendirilmistir. Calisma sonucunda P.
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quercetorum’un A-549 hiicrelerinde erken donem apoptozis indiiksiyonuna neden
oldugu, PC-3 hiicrelerinde ise apoptotik ya da nekrotik hiicre 6liimiine neden olmadigi

belirtilmistir (70).
2.8. ANTIOKSIDANLAR

Oksidasyonu engelleyen antioksidanlar, yaslanma ve dejeneratif hastaliklarin
olusumundan sorumlu tutulan reaktif oksijen tiirlerinin biyolojik bilesenleri uyarmasi ile
iliskilendirilmesinden bu yana daha ¢ok dikkat ¢ekmeye baslamistir. Giliniimiizde
yaslanmanin, kanserin, aterosklerozun ve diger ciddi hastaliklarin olusumunda diisiik
agirliklt lipoprotein (LDL), hiicre membrant ve DNA’nin maruz kaldigi oksidatif

hasarla dogru orantili oldugu kanitlanmustir (71).

Gilinlimiizde yapilan c¢aligmalarin amact bu oksidatif siireci geciktirmek veya
durdurmaktir. Antioksidanlar; viicut hiicreleri tarafindan iretildikleri gibi, gidalar
yoluyla da alinabilmektedir. Gidalarda mevcut olan ve insan viicudunu zararli serbest
radikallerden koruyan baglica dogal antioksidanlar, esas olarak vitaminler (C, E ve A
vitaminleri), flavonoitler, karotenoitler ve polifenollerdir. Yapilan ¢alismalar da fenolik
bilesiklerin belirgin aktivitelerinin oldugunu géstermistir (72, 73).

2.8.1. Molekiiler Oksijen ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Ortaklanmamis (eslesmemis) elektron igeren atom, atom grubu veya molekiiller serbest
radikal olarak tanimlanirlar. Molekiiler oksijen (O,) yiiksek derecede reaktif oksijen
tirleri (ROS) olusturma egilimindedir. Bir radikal oksijen, radikal olmayan maddelerle

yavag reaksiyona girdigi halde diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer (74).

\e_ \‘e_ \i \e_A

O —— 0% —— »H,0, —» *OH ——» H,0
2H" OH"™ H

Reaktif oksijen tiirleri normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda olusan

siiperoksit radikali (0,%), hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikali (OH®), lipit
peroksitler (LOOH), peroksil radikali (ROO®) ve peroksinitrit (OONQ) gibi
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radikallerdir. Bu radikaller DNA ve proteinlere hasar vererek kanser olusumuna ve

LDL’yi oksitleyerek kardiyovaskiiler hastaliklara yol agmaktadir.

Serbest radikaller aslinda tamamen zararli degildir, viicudumuzun bazi yasamsal
hormanlarinin {iretiminde ve aktivasyonunda serbest radikallere de ihtiyaci vardir.
Enfeksiyon durumunda ve yabanci maddelerin uzaklastirilmasinda da serbest radikaller
viicut igerisinde devreye girer ancak saglikli hiicrelerin de DNA ve protein gibi

yapilarina hasar vererek bir¢ok hastalik olusumuna sebep olabilirler (75).

Tablo 2.5. Reaktif tiirler (76,77)

RADIKALLER RADIKAL OLMAYANLAR

REAKTIF OKSIiJEN TURLERI (ROS)

Siiperoksit 02" Hidrojen peroksit H,0,
Hidroksil oH*" Hipokloroz asit HOCI
Peroksil rROO® Hipobromoz asit HOBr
Alkoksil RO® Singlet oksijen o,
Hidroperoksil HOZ._ Ozon 0O,

REAKTIF AZOT TURLERI (RNS)

Azot Oksit NO®” Nitroz asit HNO,

Azot Dioksit N02°' Diazot trioksit N,O4
Peroksinitrit ONOO-
AlKil peroksinitrit LOONO

2.8.1.1. Oksijen Tiirevi Serbest Radikaller
Siiperoksit Anyon Radikali

Stiperoksit radikali (02"), molekiiler oksijenin (O,) bir elektron alarak indirgenmesi

sonucu olusur (78). Milisaniyelik bir yar1 6mriiyle zayif bir oksidan fakat giiglii bir
rediiktandir. O, *7, oksijen toksisitesinde onemli bir faktordiir ve siiperoksit dismutaz
(SOD) enzimi de buna kars1 organizmayi korur. Zayif bir oksidan olarak O, *”nin kendi
basina Oonemli bir hiicre hasarmna yol agmasi muhtemel goériilmemektedir. Bununla

birlikte O, ayn1 zamanda 6nemli bir oksidatif strese yol agabilen bir dizi reaksiyonlari
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da baglatabilir. Bunlardan biri Haber-Weiss reaksiyonudur. Haber —Weiss reaksiyonu
0,* ve H;Oyin demir varhiginda etkileserek giiclii bir reaktif olan OH® vermesi
reaksiyonudur (79).

0, +H,0; HO™ "OH +0,

Hidroksil Radikali (OH")

Sekerler, aminoasitler, fosfolipitler, DNA ve organik asitler gibi bir¢cok molekiille hizli
bir etkilesime giren OH® radikali son derece reaktif bir oksidan radikaldir. Hidroksil
radikali suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi, hidrojen
peroksitin transiston metallerle reaksiyona girmesi (Fenton Reaksiyonu), Peroksinitrit
radikalinin bozulmasi, UV 1sinlartyla olusan, H,O,” deki O-O bagmin homolitik fizyonu
gibi farkli yollarla olusur (78, 79).

2.8.1.2. Serbest Olmayan Oksijen Tiirevi Radikaller

Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile siiperoksitten tiretilir.
2 0, +2H— H;0,+ 0O,

Hidrojen peroksit eslenmemis elektronu olmadigindan bir serbest radikal degildir ancak
serbest oksijen radikali {iretme potansiyeli nedeniyle serbest radikal kabul edilir.
Ciinkii Fe'’veya diger gecis metallerinin varhiginda Fenton reaksiyonu sonucu,

siiperoksit radikalinin (0,*") varhginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve

zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH®) olusturur. Ayrica
I6kositlerde myeloperoksidaz aracilifiyla oldukga gii¢lii bir oksidan olan hipoklorik
asite (HOCI) gevrilir (80) .

Hidrojen peroksit radikali molekiiler yapisi itibariyle suya ¢ok benzemektedir ve bu
sebeple hiicre i¢i ve disinda yayilabilir 6zellik gosterir. Ayni zamanda bu radikal tiroid
bezleri tarafindan fiziksel homeostasiyi saglamak amaciyla kullanilirken, idrarda da

antibakteriyel ajan olarak bulunur (81).
2.8.1.3. Reaktif Azot Tiirleri

Son yillarda yapilan yogun c¢alismalar serbest radikaller biyokimyasinin genel

kurallarinda hizli bir degisiklige yol agti. Serbest radikallerin de herhangi bir bilesik
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smifi gibi genis aralikta kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin oldugu kabul edilmis, kisa
omirlii ve reaktif olmalar1 gerektigi sarti ortadan kalkmistir. Bu duruma en ilging
orneklerden biri de ¢ok fazla reaktif olamayan ve 6nemli fizyolojik islevleri olan nitrik
oksittir. Reaktif oksijen tiirleri gibi reaktif nitrojen tiirleri de biyolojik ortamda serbest

radikallerin birgok etkiye sahip olan daha kararli tiirler olusturmasi ile meydana gelirler
(82).

Nitrojen OKksit

Makrofajlardan salinan nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentaz (iNOS) araciligiyla L-
arjininden sentezlenen ve serbest oksijen radikalleri ile bir araya geldiginde peroksinitrit
radikaline doniisen bir molekiildiir. NO, konak immiin sisteminde bakteri, mantar, viriis
ve parazit gibi patojenlere karsi elzem bir mediatordiir. Ayrica NO, norotransmisyon,
vazodilatasyon ve norotoksisite gibi fizyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli
rol oynar. NO, hiicresel immiin yanitta mikroorganizmalar1 etkisiz hale getirmekte

faydali bir molekiil olsa da asirt miktarda tiretimi halinde doku hasarina ve dolayisiyla

cesitli hastaliklara yol agmaktadir (83, 84).
Peroksinitrit

Peroksinitrit, nitrik oksit ile sliperoksitin formasyonu sonucu olusan, fizyolojik sartlarda
kimyasal olarak stabil olmayan bir radikaldir. Peroksinitrit diisiik molekiil agirlikli
proteine bagli tiyol ile reaksiyona girerek tiyil radikallerinin olusumu ile tiyol
oksidasyonuna sebep olur. Peroksinitrit biitiin biiyiik biyomolekiil siniflariyla (protein,
lipit, DNA) reaksiyona girerek nitrik oksitten ve siiperoksitten bagimsiz olarak hasara

yol agmaktadir (82).

2.8.2. Serbest Radikallerin Doku ve Hiicredeki Hasarlari
1. DNA Hasar

2. Niikleotit yapidaki enzimlerin yikimi

3. Protein ve lipitlerle kovalent baglanma

4. Enzim inaktivasyonu

5. Proteinlerin oksidatif hasara ugramasi

6. Lipit peroksidasyonu
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7. Zar yapilarinin ve fonksiyonlarinin etkilenmesi
8. Yaslhilik pigmentlerinin birikimi

9. Kollajen ve elastin gibi uzun Omiirlii yapilardaki oksidasyon ve rediiksiyon

olaylarinin bozularak damarlarda aterofibrotik degisikliklerin olusumu

10. Zar proteinlerinin hasari ve transport sistemlerinin bozulmasi (85, 86, 87, 88, 89)
Reaktif radikallere bagli hasar lipit, protein ve DNA oksidasyonu yolu ile olusur.
2.8.2.1. Lipit Peroksidasyon

Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller, membran fosfolipitlerindeki doymamis yag
asitlerinin varlig1 dolayisiyla oksidatif ataklara duyarhidirlar (79). Reaktif oksijen

radikalleri 6zellikle LDL olmak iizere lipoprotein oksidasyonuna neden olabilirler (90).

Coklu doymamas lipitlerin otooksidasyon prosesleri bir radikal zincir reaksiyonu igerir
ve bu da genelde lipitlerin 151k, sicaklik, iyonize radyasyon, metal iyon veya
metalloprotein katalizorlerine maruz kalmasi ile baslar. Ayrica lipoksijenaz enzimi de
oksidasyonu baslatabilir. Otooksidasyonun klasik rotasi1 baslangi¢ (lipit serbest radikali

olusumu), yayilma ve sonlanmadir (nonradikal {iriinlerin olusumu).
Baslangi¢ R*+ LH — RH+L®
Yayilma L*+ 0, —_ LOO*

(LOO® Lipit peroksil radikali)

Sonlanma LOO®+ LH —_— LOOH +L*

(LOOH: Lipit hidroperoksiti)

Sonlanma sathasinda olusan lipit radikali zincir reaksiyonu olusumunu baglatir (91).
Lipit peroksitleri (LOOH) yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur.
Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki
alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar. Ug veya daha
fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit (MDA) meydana
gelir (92). Bazi arastirmacilara gore hiicre hasart olusumunda DNA ve proteinlere

yapilan ataklardan sonra ikinci sirada lipit pereoksidasyonu gelmektedir ve sonug olarak



hiicre 6liimii gergeklesmektedir. Membranda hasar olusmasi ile hiicre igindeki esansiyel
metabolitler hiicre disina ¢ikarken protein sentezi i¢in 6nemli bir ajan olan Ca(II) hiicre

iginde hizl bir sekilde artarak hiicre 6liimiine neden olur (93).
2.8.2.2. Protein Oksidasyonu

Proteinleri olusturan aminoasitler karboksil ve amino grubu igermeleri sebebiyle genel
olarak lipitlere gore daha yiliksek derecede oksitlenme egilimindedirler. Bu molekiiller
yan zincirlerinde oksidatif transformasyona girecek olan indirgenmis karbon atomlari
igerir. Doymamuis bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin,
sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler.
Protein hasarindan sonra enzim aktivitesinde azalma, sitoliz ve hatta hucre Slimi
gerceklesebilir (93). Birgok ¢alismada parkinson, diyabet, alzheimer, renal timor
olusumu, romatoit artrit gibi hastaliklar protein karbonil gruplarinin artis1 ile

iliskilendirilmistir (94).
2.8.2.3. DNA’nin Oksidatif Hasar1

DNA zincirinde oksidatif hasarin temel hedefi purin, pirimidin bazlar1 ve seker
yapisidir. Bazlarda olusan hasar sarmallarin biitlinliiglinii bozarken, seker kalintisinda
olusan hasar sarmallarda kirilmalara sebep olur (93). Gii¢lii bir reaktif oksijen tiirii olan
OH® radikali DNA bazinin ¢ifte baglarina katim reaksiyonu gdsterip, timinin metil
grubundan ve 2-deoksiriboz’un C-H baglarindan hidrojen atomu kopararak DNA’ya
hasar verir. Hiicre ic¢inde yiiksek miktarda reaktif oksijen tiirleri, transkripsiyon
faktorlerini ve iligkili genleri aktive ederek DNA hasarini artirarak kanser olusumunu

hizlandirir (95).
2.8.2.4. Karbonhidratlarda Oksidatif Hasar

Karbonhidratlarin radikaller tarafindan oksidasyonunda ilk olarak C-H baglarindan
hidrojen atomu ayrilmas1 gergeklesir ve a-hidroksialkil radikalleri olusur. Bu radikaller,
asit ve baz katalizli reaksiyonlarda yakinindaki C-OH bagiyla reaksiyona girerek
glikozidik baglarin kopmasina ve O; ile de peroksil radikali olusumuna sebep olurlar

(96).
2.8.3. Antioksidanlar ve Savunma Mekanizmalari

Antioksidanlar, oksitlenebilir substratla karsilastiklarinda viicutta veya gidada diisiik

konsantrasyonlarda substratin oksidasyonunu belirgin sekilde engeller veya onlerler.

31



32
Antioksidanlarin saglik otoritelerinin de ilgi alanina girmesinin sebebi viicutta reaktif

oksijen tiirleri, reaktif nitrojen tiirleri ve reaktif klorin tiirleri ile iligkili dejeneratif

hastaliklar1 6nlemede yardimei olmalaridir (91).
Antioksidanlar etkilerini baslica su sekillerde gosterirler:

1. Reaktif oksijen tiirlerinin enzimsel reaksiyonlar araciligi ile veya dogrudan

temizlenmesi
2. Reaktif oksijen tiirlerinin baskilama yoluyla engellenmesi

3. Metal iyonlarinin baglanmasi ve boylece radikal olusum reaksiyonlarinin

engellenmesi
4. Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi
Antioksidanlar cesitli sekillerde simiflandirilabilir
1) Yapilarina gore
a) Enzimler
b) Enzim olmayan proteinler, kiiciik molekiiller
2) Kaynaklarma gore
a) Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)
b) Disaridan alinanlar (eksojen antioksidanlar)
3) Coziintirliiklerine gore
a) Suda ¢oziinenler
b) Lipitde ¢oziinenler
4) Yerlesimlerine gore
a) Hiicre i¢cinde bulunanlar

b) Ekstraseliiler sivilarda bulunanlar (97)



| ANTIOKSIDANLAR |

Enzimatik antioksidanlar Enzimatik olmavan antioksidanlar
e —————————

Mineraller I Vitaminler
Cinko, Seleryum C vitamini, E vitamini

l Birincil enzimler 5 A viicomini
g z GSH-
SOD, Katalez, GSH-Fx | Karotenoidler e
B -karoten, likopen _ | Organosiilfiir bilesikleri
Jutein zealsantin o Allium, allil silfit, indoller
Tkincil enzimler e . ~ o .
l Glutarvon rediktaz D“i‘;‘hﬁﬁl{ ialgnulamr Anhul:;tdail_ I:ué:{l;mrler
Glutatyon, iirik asid ez L4

Polifenoller I‘_

v L

. Flavonoidler Fenolik asitler
[ Hidroksi-
* i ; * S sinFaﬂif_c asitler
ferwlik
Fl“““':f!-l" Flavanoller Flavanonlar p-umgrik asid
Kuersetin katagin Hesperetin
kagmferol EGCG ~
Hidroksi-
Izoflavanoidler | | Antosivanidinler FE;E!‘I“ > benzoik asitler
(GFenisiein Shvanidin e pallik asit
delfinidin ellagik asif

Sekil 2.7. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (SOD= Siiperoksit dismutaz; GSH-Px= Glutatyon
peroksidaz, EGCG= Epigallokatesingallat) (98)

Antioksidan savunma mekanizmasi sunlardan olusur:

a) Ajanlar serbest radikalleri ve diger reaktif tiirlerini katalitik olarak

uzaklastirirlar. Siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz enzimleri bu kisimda yer alir.

b) Demir, bakir ve haem gibi pro-oksidanlarin varliginda proteinler yapar.

Transferrinler, heptaglobinler, hemopeksinler ve metallotiyonein bu kisimda yer alir.

c) Proteinler farkli mekanizmalarla biyomolekiilleri oksidatif hasara karsi

korurlar.

d) Kiiciik molekiillii ajanlar reaktif oksijen ve reaktif azot tiirlerini (ROS/RNS)

stiptirtirler. Glutatyon, askorbik asit ve a-tokoferol 6rnek olarak verilebilir (99).
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2.8.3.1. Enzimatik Olan Antioksidan Savunma Mekanizmasi

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz, siiperoksit serbest radikalinin (02"), hidrojen peroksit (H,0,) ve
molekiiler oksijene (O,) donigtimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir. Insanda

stiperoksit dismutazin iki izomer tipi bulunmaktadir. Bu izomerler sitozolde bulunan
Cu-Zn SOD ve mitokondride bulunanMn SOD'dur (79).

0,-+°0, -2 H,0,+0,

SOD

Bu reaksiyon, siiperoksit anyonunun pH 11 ve altinda oldukga stabil olmasina ragmen,
enzim katalizi olmasa bile normal fizyolojik pH degerlerinde olduk¢a hizli yiirlimekte-
dir. Bununla birlikte, gergekte tiim aerobik organizmalarin SOD igerdigi belirlenmistir.

SOD enzimi reaksiyon hizini artirmak igin yeterince giiglii bir katalisttir (100).
Glutatyon Peroksidaz (GSH-PXx)

Tiyol gruplari, enzimatik reaksiyonlar araciligiyla ve serbest radikalleri yakalamak
suretiyle gorev yapan hiicresel antioksidanlardir. Tiyol grubu tasiyan bir tripeptid olan
glutatyon, serbest radikallerin yikici etkilerini Onleyen veya azaltan transferazlar,
peroksidazlar gibi bir¢ok enzimin substrati olarak gorev yapmaktadir. Suda ¢6ziinebilen
bir tiyol olan ve bir¢ok hiicrede ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bulunan glutatyon,
biyolojik membranlar1 lipid peroksidasyonuna karst korumaktadir. Bu koruma,

enzimatik olarak ger¢eklesmektedir.

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) sitozolde bulunur, 4 selenyum atomu igerir, tetramerik

yapidadir. Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir
(75, 99, 100).

HO,+2GSH _____, GSSH +2H,0



Katalaz (Cat)

Siiperoksit anyon radikali siiperoksit dismutaz tarafindan H,O,’e doniistiiriilerek etkisiz
hale getirilir ancak olusan H,O, parcalanarak OH® radikaline doniistiigii i¢in ortamdan
uzaklastirilmasi gerekmektedir. H»,O,’1 ortamdan uzaklastirma goérevi katalaz enzimine
aittir.

Katalaz; hidrojen peroksidi (H,O,), suya ve oksijene par¢alayan yapisinda dort tane
hem grubu bulunan bir hemoproteindir (78).

2H,0, ﬂ; 2H,0 + O,

2.8.3.2. Enzim Olmayan Endojen Antioksidanlar
Melatonin

Melatonin, en zararli serbest radikal olan hidroksil serbest radikalini (OH®) ortadan
kaldiran ¢ok giiglii lipofilik bir antioksidandir. Hiicrenin hemen biitiin organallerine ve
hiicre ¢ekirdegine ulasabilir ve bdylece cok genis bir dagilimda antioksidan aktivite

gosterir (101).
Glutatyon

Onemli bir antioksidan olan glutatyon (GSH) karacigerde genetik bilgiye ihtiyag
olmadan sentezlenebilen bir tripeptitdir. Serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona

girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur (101).

Biluribin

Siiperoksit ve hidroksil radikalini siipiirerek lipit peroksidasyonunu inhibe eder (102).
Urik Asit

Demir ve bakir iyonlarint baglayarak C vitamininin prooksidasyon o6zelligini baskilar
ancak lipit pereoksidasyonu engelleyici 6zelligi yoktur (102).

2.8.3.3. Enzimatik Olmayan Eksojen Antioksidanlar

Vitamin E

Tokoferoller ve iligkili maddeler (tokoller, tokotrienoller), belirli sebze yaglarinda,

tahillarda ve diger bitkisel tiriinlerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan bilesiklerdir.
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Bugday tohumu, musir, aycicegi ve pamuk tohumu gibi yaglar bu tiir bilesiklerce
zengindir. Bu bilesikler diisiik konsantrasyonda da olsa hayvan dokularinda da
bulunurlar. Hayvan viicudunda lipoprotein, mikrosom veya mitokondriyal membran
gibi lipitce zengin kisimlara yerlesmislerdir. Memeli hiicre membranlarinda vitamin E
konsantrasyonu diisiik olmasina ragmen, normal faaliyet gdsteren hiicrelerde
otooksidatif olaylar1 engellemek icin yeterlidir. Tokoferoller arasinda antiosidan aktivite

siralamasi o > 3 >y > 6’dur.

Vitamin E miikemmel singlet oksijen ve OH® radikali séndiiriicii olmasina ragmen in
vivo olarak antioksidan etkisi peroksil ve alkoksil radikallerini siipiiriicii etkisi ile
baglantilidir. Peroksil radikalleri ile hizli bir sekilde reaksiyona girdigi ve yliksek
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Zincir kirma giicii antioksidan 06zelliginin

temelidir (93).
Vitamin C

Vitamin C; omurilik, akciger, gz gibi bircok hayvan dokusunun akodz kisimlarinda
yiiksek oranlarda bulunur. Bitkilerde ve bazi meyvelerde % 1’den fazla orandadir.
Bir¢cok organizma bu bilesigi kendi sentezlemesine ragmen insan dahil birkag tiiriin
diyetleri ile birlikte almalar1 gerekir ciinkii enodiol yapisi nispeten diisiik pKa (4.2

civari) sergiler ve buna bagli olarak bir ¢cok dokuda monoanyon olarak olusur.

Askorbik asit cesitli iiriinlerde Ozellikle de gida endiistrisinde antioksidan olarak
kullanilmaktadir. Sentetik izomeri sadece yan zincirdeki hidroksil grubunun
konfigiirasyonunda farklilik gdsterir, giiclii bir antioksidandir ama vitamin aktivitesi cok

azdir.

Askorbik asit giiclii indirgeyici ajandir. Bircok oksidatif serbest radikal ile reaksiyona
girecek termodinamige sahiptir. O,° ve OOH® gibi zayif oksidatif ajanlarla bile hizli
reaksiyona girer (93).

Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitkilerde asil olarak sekonder metabolit sinifi olan fenilalanin
kaynakli ve bazi bitkilerde daha az Olgiide tirozin kaynaklidir. Kimyasal olarak
fenolikler aromatik halkaya sahip, bir veya daha fazla hidroksil grubu tasiyan ve
bunlarin fonksiyonel tiirevlerini de kapsayan bilesiklerdir. Sekerlerle birlikte bulunurlar

ve suda ¢oziinebilirler. Bitkiler ve gidalar basit fenoller, fenil propanoitler, benzoik asit
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tirevleri, flavonoitler, stilbenler, tanenler, lignanlar ve ligninler gibi genis Olcekte
fenolik bilesik tiirevlerine sahiptir. Uzun zincirli karboksilik asitlerle birlikte fenolik

asitler ayrica suberin ve kiitinin yapisinda da bulunurlar.

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesinin ilk detayl1 kinetik ¢caligmas1 Boland ve ten-
Have (1947) tarafindan yapilmigtir. Buna gore serbest radikal sonlandiricilarin etki
mekanizmasi asagidaki gibidir. Fenolik antioksidanlar (AH), lipit radikallerine kolay bir
sekilde elektron vererek lipit oksidasyonuna miidahalede bulunurlar. Daha sonraki

reaksiyonlar, yayilan zincir reaksiyonuyla yarisa girerler.
ROO®*+AH — ROOH+A®

RO*+AH—ROH+A®

ROO*+A*—ROOA

RO®*+A* — ROA

RO*+RH — ROOH+R®

Dogada bu reaksiyonlar ekzotermiktir. Aktivasyon enerjisinin artist A-H ve R-H bag
boliinme hizinin artisina baglidir. Bu ylizden antioksidanlarin etkinligi A-H bag
giicliniin azalmasi ile artar. Sonu¢ {irlinii fenoksi radikali yeni bir serbest radikal
reaksiyonu baslatmaz veya zincir reaksiyonla hizli oksidasyona maruz kalir. Bu
bakimdan fenolik antioksidanlar miikemmel hidrojen veya elektron vericidirler, buna
ilaveten radikal ara driinleri nispeten rezonans delokalizasyonuna bagli olarak

stabildirler ve molekiiler oksijenin atak edecegi uygun kisimlardan yoksundurlar (91).
Flavonoitler

Dogal fenolik bilesikler ig¢inde flavonoitler en biiyiikk grubu olusturur. Flavonoitler
merkezi piran halkasinin degisik oksidasyon seviyeleri ile birlikte temel difenilpropan
(Ce-C3-Cs) iskeleti tasir. Dogada, bir¢ogu yaprak, c¢igek ve kokte bulunan 4000’den
fazla flavonoit ¢esidi mevcuttur. Meyve, sebze, sarap, kakao ve ¢ayda bol miktarda
bulunurlar. Flavonoitler serbest radikal siipiiriici etkileri yaninda metallerle selat

olusturarak muhtemel serbest radiakal olusumlarinin da 6niine gegerler.

Tekrarlanan caligmalar flavonoitlerin ¢ok sayida hidroksil grubu igermesi sebebiyle
etkili antioksidan olduklarini gostermistir. Flavonoitlerin B halkasi oksidanlarin bas

hedefidir ¢iinkii B halkasi, karbonil grubuyla elektron yogunlugu azalan A ve C
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halkalarina gore elektronca daha zengindir. Bu 0zellikler fenollerin oksidasyon
mekanizmasiyla da uygundur, hidroksil radikali gibi elektron verici siibstitiientler
bilesigin oksidasyon potansiyelini azaltabilir ve orto hidroksilasyon fenoksilin
stabilizasyonunu saglayabilir.  Flavonoitlerdeki hidroksil grubunun glikozilasyonu

antioksidan aktiviteyi diistirtir (91, 93, 101).

OH

Sekil 2.8. Flavonoitlerin genel kimyasal yapisi
Fenolik Asitler

Sikimik asit yolaginin metabolitleri C6-C3 fenilpropanoit birimlerinden tiireyen 6zel
bilesiklerdir ve bitki dokularinda yaygin olarak bulunur. Bitkilerde fenolik asitler
baslica benzoik ve sinnamik asit olarak olusurlar. Yapilan antioksidan etki testlerinin
cogunda sinnamik asit tiirevleri daha {istiin bulunmustur bunun da sebebi muhtemelen
yan zincirdeki genisletilmis konjugasyon ile ara iiriin serbest radikallerinin saglanan
stabilitesidir. Cogu bildiride hem benzoik hem de sinnamik asit tiirevlerinin antioksidan
etkilerinin benzen halkasindaki hidroksilasyonla genis 6l¢iide gesitlendigi gosterilmistir.
Elektron verici siibstitiientlerin glicii veya sayis1 arttik¢a fenolik asitlerin daha kolay
oksitlendikleri ve buna bagli olarak daha iyi1 antioksidan olduklar1 Ongoriilmiistiir.
Kafeik asit, ferulik asit, gallik asit, sinapik asit gibi bir¢ok fenolik asit tiirevi ile yapilan
caligmalarla fenolik asitlerin gii¢lii antioksidan aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir

(91, 93, 101).
Tanenler

Bu grup bilesikler oligomerik ve polimerik yapilar igerirler. Tanenler sulu soliisyondaki
proteinleri ¢okertebilen polifenollerdir ve bitkilerde oldukca yaygindir. Ozellikle mese
ve maz1 gibi agaclarin kabuklarinda yliksek miktarlarda bulunurlar. Tanenler ayrica bazi
tip polisakkaritlerle, niikleikasitlerle ve alkaloitlerle kompleks olustururlar. Yapilarina

gore hidroliz olabilenler ve kondanse tanenler olarak siiflandirilirlar.
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Birgok bilesik antioksidan veya radikal siipiiriicii 6zelliktedir. Ornegin tannik asit veya
geranin gibi gallotanen tiirevleri Cu(Il) katalizli askorbik asit oksidasyonunu inhibe
eder. Aktiviteleri metal iyon kompleksi ile iligkilendirilse de tanenler ayrica yiiksek
stabilitede serbest radikal olusturmalar ile de etki gdsterirler. Tanenler ayrica singlet

oksijen, hidroksil radikali ve siiperoksit radikalini de siipiiriictidiirler (91, 93, 101).

Sentetik Fenolik Antioksidanlar

Gidalarda antioksidan uygulamasi federal yonetmeliklerce yiiriitilir. FDA
yonetmelikleri iirlinlerin igerik etiketlerinde antioksidanlarin belirtilmesini istemektedir.
Gidalarda kullanimina izin verilen sentetik antioksidanlar butillenmis hidroksi toluen
(BHT), butillenmis hidroksi anisol (BHA), propilgallat (PG) ve tersiyerbutil
hidroquinon (TBHQ)’dur.

BHA ve BHT gida endiistrisine tanitilmadan ve kabul edilmeden 6nce petrol iirlinlerini
oksidatif bozulmadan koruma amagli kullanilan monohidrikfenolik antioksidanlardir.
Kimyasal olarak BHA 3-tersiyerbutil4-hidroksianisol (% 90) ve 2-tersiyerbutil-4-
hidroksianisol (% 10)’un karisimidir. BHT hayvansal yaglarin oksidasyonunu bitkisel
yaglarin oksidasyonundan daha iyi baskilar. BHA biitiin gida antioksidanlar1 arasinda
esansiyel yaglarin aroma ve rengini korumada en basarili olandir. BHA tahillarda ve
sekerleme {riinlerinde kullanilan hindistan cevizi ve palmiye c¢ekirdegi yagi gibi
doymus asit igceren yaglardaki kisa zincir oksidasyon reaksiyonlarmi etkili sekilde

kontrol eder.

Propil gallat; gallik asitin, propil alkol ile esterifikasyonu sonrasinda distilasyonla
alkoliin uzaklastirilmas1 sonucu olusur. Beyaz kristal toz haldedir, suda az ¢oziiniir,
Ozellikle hayvansal yaglarda ve bitkisel yaglarda stabilizor olarak kullanilir. Isitma
islemlerinde etkisini kaybettigi i¢in kizartma islemlerine uygun degildir. PG demir
iyonlar ile selat yaparak mavi-siyah kompleks olusturur. PG genellikle sitrik asit gibi
selatorlerle prooksidatif demir ve bakir katalizérlerini ortadan kaldirmak icin

kullanilirlar (91, 93, 101).
2.9. IMMUN SISTEM

Viicuda giren patojen mikroorganizmalar, dogal ve edinsel bagisiklik olan, immiin
sistemin iki smnifi tarafindan yok edilmektedir (103). Dogal immiin sistem temelde

patojenleri taniyan farkli hiicre tiplerinin antimikrobiyal yaniti olusturmasiyla
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enfeksiyona karsi fiziksel ve kimyasal bariyer olusturma esasina dayanir. Dogal
immiinitenin hiicresel elemanlar1 fagositik makrofajlar ve graniilositler, antijen sunan
dendritik hiicreler, dogal o6ldiiriicii (NK) hiicreler ve T lenfositlerdir (104). Edinsel
bagisiklik ise T ve B lenfositlerden olusup belirli bir antijene 6zgli olan bagisikliktir
(105). Hiicresel aracili immiinitede makrofajlar, lenfositler rol oynamaktadir.
Makrofajlar, konak savunma mekanizmalarini igeren dogal ve edinsel bagisik yanitta
onemli role sahip hiicrelerdir. Fagositoz, antijen sunumu, sitokin saliimi ve serbest
radikallerin olusumu gibi fonksiyonlara sahip bu hiicreler, konagin mikroorganizmalarla

miicadelesinde vazgegilmez yere sahiptir (106).

immiin Sistemin Komponentleri

Dogal Edinsel

Humoral | |Hucresel| |Humoral | | HuUcresel

makrofajlar,
notrofiller, Antikorlar
NK hicreleri

TveB
lenfositler

Kompleman,
Sitokinler

Sekil 2.9. Immiin sistemin komponentleri
2.9.1. Edinsel Bagisikhik

Edinsel bagisiklik belirli bir antijene 6zgiin olup, antijenle tekrarlayan karsilagsmalarda
daha hizli ve gii¢lii cevap olusturan antikor ve T lenfositlerin aracilik ettigi ve sorumlu
hiicrelerin 6zgiil bir antijen i¢in uzun vadeli bellege sahip oldugu konak savunma
sistemidir. Bu savunma, organizmanin patojene primer veya sekonder yanitina gore
humoral veya seliiler diizeyde olabilir. Hiicre aracili (seliiler) yanit esas olarak T
lenfositlerden kurulu iken antikor aracili (hiimoral) bagisiklik B lenfositlerden ve

plazma hiicrelerinden kuruludur (107).
2.9.1.1. Hiicresel immiin Cevap

Mantar, polen, yabanci doku gibi etkenlere karsi saglanan hiicresel bagisiklikta T
lenfositler gorevlidir. T lenfosit antijenleri de denilen CD sistemi (clusters of

designation) ile ifade edilen membran reseptorleri, immiin hiicrelerde dogal olarak
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bulunmaktadir. CD4 ve CDS8 gibi bir takim yiizey glikoproteinleri T lenfositlere
eklenerek olgunlasir. T lenfositler yabanci cismi ancak Major doku uygunluk kompleksi
(MHC) ile bir kompleks olusturunca tanir ve hassas bir boliim olustururlar. Sitotoksik
T-lenfositleri olgun T hiicrelerinden olusur ve organizmaya giren ve organizmada
olusan yabanci medde ve cisimleri taniyarak ¢ikardiklar1 6zel enzimler ve kemotaksi

yoluyla onlar1 yok ederler (108).
2.9.1.2. Hiimoral immiin Cevap

Bakterilere ve viriis enfeksiyonlarina kars1 verilen hiimoral bagisikligi saglamada B
hiicreleri plazmositlere doniistirler ve salgiladiklari antikorlar ile antijenleri yok ederler
(107). B hiicreleri yiizeylerinde antijenleri taniyan ve hiicre aktivasyon islemlerini
baslatan reseptorler olarak gorev alan antikorlar iceren ve antikorlar iiretebilen tek
hiicre gruplaridir. Kemik iliginde B lenfositlerini olusturacak lenfoblastlarin yiizeyine
immiinglobulinler baglanir. [gM bagli B hiicreleri heniiz olgun degilken IgD baglaninca

olgunlasarak antijenik uyariya hazir duruma gelirler (109).
2.9.2. immiin Yanitin Evreleri

Immiin yanitin evreleri: antijen taninmasi, lenfositlerin aktivasyonu, antijenin ortadan

kaldirilmasi, immiin cevabin sonlandirilmasi ve bellektir.

Lenfositlerin aktivasyonu i¢in iki ¢esit sinyal gerekmektedir. Antijenin, lenfositlerin
antijen reseptorlerine baglanmasi (sinyal 1) tiim immiin yanitlarin baslatilabilmesi i¢in
gereklidir. Mikroplarla ve mikroplara karst olusan dogal immiin yanitlar tarafindan
olusturulan diger sinyaller (sinyal 2) de primer immiin cevapta lenfositlerin aktivasyonu
icin gecerlidir. Antijenlerle karsilagsan lenfosit klonlar1 hizla ¢ogalmaya baglar ve bazi
lenfositler efektor lenfositlere doniisiirler. Efektor hiicreler ve iirlinleri genelde dogal
bagisikliginda yardimiyla mikroplar1 elimine ederek antijenleri ortadan kaldirirlar.
Enfeksiyon temizlendikten sonra lenfosit aktivasyonunu saglayan uyarim sona erer.
Immiin yanit ortadan kalktiktan sonra kalan hiicreler bellek hiicrelerini meydana getirir
ve bu hiicreler ayn1 mikropla karsilasma durumunda hizli sekilde yanit cevap

olusturabilirler (109).
2.9.3. Dogal Bagisiklik

Makrofajlar, dendritik hiicreler, mast hiicreleri, nétrofiller, eozinofiller, dogal 6ldiiriicii

hiicreler (NK) ve dogal oldiiriici T (NKT) hiicrelerinin sorumlulugunda gergeklesen
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dogal bagisiklik; bir patojenle karsilaginca ilk cevabi, dogumdan itibaren olusturabilen
ve konagin kendisine ait olan ve olmayan antijenik yapiy1 tanima kapasitesine sahip
savunma sistemidir (110). Dogal bagisiklik hiicreleri patojen saldirisini yilizeydeki
patojen kaliplarin1 tanima reseptorleri (PRR) ile tanirlar. Bu reseptérler dogrudan veya
dolayli olarak mikrobiyal niikleik asit, lipoprotein ve karbonhidrat gibi patojen aracilikli
molekiiler paternleri (PAMP) teshis ederler (111).

2.9.4. Dogal Bagisikhigin Yapitaslan
2.9.4.1. Epitel Tabakasi

Deri, sindirim ve solunum sistemleri, enfeksiyona kars1 fiziksel ve kimyasal engeli
olusturan epitelyum tabakasi ile ortiilidiir. Epitel hiicreleri yiizeylerinde glikozillenmis
glikoprotein yapisinda musin igerirler ve patojen baglanmasina ve saldirisina karsi
koyarlar. Konagi mikrobiyal ¢evreden B-defensin ve lizozim gibi antimikrobiyal
efektorler tireterek fiziksel olarak korurken bir takim sitokin ve kemokin salgilayarak da

lokal enflamasyon yanitina yardimer olurlar (112).
2.9.4.2. Fagositik Hiicreler: Notrofiller ve Monosit Makrofajlar

Notrofiller kanda yogun bulunan hiicreler olmakla birlikte polimorfoniikleositler olarak
da bilinirler. Enfeksiyon sirasinda mikroorganizmalari, reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu tetikleyerek ve patojenleri sitoplazmik graniillerle birlestirerek fagositozla

etkisiz hale getirirler (113).

Makrofaj ve monositler kemik iliginden koken alan fagositik tabiattaki hiicrelerdir.
Kemik iliginde myeloid kok hiicrelerden promonosit olarak tiretildikten sonra olusan
thtiyaca gore monosit-makrofaj donilisimii gerceklestirerek doku ig¢inde yerlesip

makrofaj 6zelligi ve etkinligini kazanirlar (114).

Makrofajlar fagositoz, antijen sunumu ve sitokin tiretimi gibi li¢ ana goreve sahiptir ve
aktivasyonlar1 dogal ve kazanilmis immunitenin etkinligi icin kilit rol oynar. Viicut
patolojik bir stimulasyonla veya hasarla uyarildiginda makrofajlar Toll-like reseptorler
(TLR) gibi yiizey reseptorleri ile birbirlerini etkilerler. Hiicrelerin tam aktivasyonu i¢in
protein tirozin kinaz, fosfatidil inozitol 3-kinaz, mitojen aktive edilmis protein kinaz ve
cesitli transkripsiyon faktorleri (6rnegin [NF]-xB niikleer faktor) gibi uyarici enzimlerle
yonetilen hiicresel uyar1 dizilerine ihtiyag vardir. Biitiin bu olaylar sonucu makrofajlar
cesitli proenflamatuvar sitokinler (TNF-a, IL-1), kemokinler ve kemoatraktanlar (IL-8,
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MCP-1), sitotoksik ve enflamatuvar molekiillerin (NO, ROS ve PGE,) salinimini ve
ayrica glikoproteinlerin (CD80 ve CD86) ve adhezyon molekiillerinin (selektin ve
integrin) yiizey seviyelerini artirirlar (115).

Makrofajlar, patojenlerde ortak olan bir dizi molekiiler yapiy1 reseptorler araciligiyla
tanimaktadir. Toll-benzeri reseptorleri mikrobiyal ligandlar igin islevsel olarak
tanimlanmis enflamasyon yanitlarini baslatan reseptorlerdir (116). Toll-like reseptorlere
baglanarak makrofajlar1 uyaran 6nemli patojenle iliskili molekiiler paternler; bakteriyal
karbonhidratlar (lipopolisakkaritler), fungal glukanlar (zymosan) ve sentetik ¢ift sarmal
RNA molekiilii (Poly I:C) 6rnek verilebilir (117, 118). Lipopolisakkarit (LPS), Gram
negative bakterilerin dis membran komponenti olup TLR4’l stimiile ederek, iNOs,
TNF-0, IL-6 ve COX-2 gibi proenflamutuar sitokinlerin ve proteinlerin asir1 iiretimine

yol acarak septik sok ve ¢esitli enflamatuar hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynar

(119, 120, 121).
2.9.4.3. Dogal Oldiiriicii Hiicreler

Dogal oldiiriicii hiicreler lenfositlerin iiclinci bir sinifin1 olusturup, B ve T
hiicrelerinden farklidirlar. Sitotoksik lenfositler olup T hiicrelerinden farkli olarak T
hiicre almaci tasimazlar. Immiin sistemde 6nemli rol oyanayan dogral éldiiriicii hiicreler
aktive olduklarinda belli timor hiicre hatlarini, intraseliiler patojenlerle enfekte olan
hiicreleri ve antibody kapl hiicreleri giiclii sitotoksisiteleri ile yikabilirler. Aktive olmus

dogal o6ldiiriicii hiicreler IFN-y ve TNF-a gibi sitokinler tiretebilirler (122).
2.9.4.4. Kompleman Sistem

Kompleman sistemi birbiri ardina aktive olarak patojenleri opsonize eden ¢ok sayida
plazma proteinlerinden olusur. Kompleman proteinleri proteolitik boliinmeyle aktive
olan proteazlardir. Kompleman sistemin enfeksiyona karsi savunmasinda ii¢ 6nemli yol
vardr. Ilki ok sayida iiretilen kompleman proteinlerinin patojenlere kovalent baglanma
yoluyla mikroorganizmalarin fagosit hiicrelere baglanmasinda aracilik yapmaktir. Ikinci
olarak sistemin ara {riinleri noétrofiller ve monositler i¢in kemoatraktan gorevi
gormektedir. Ugiincii olarak ise sistemin aktivasyonu sonunda mikroorganizmalarin
hiicre membraninda olusan protein kompleksinin membranda bir delik olusturmasi ve

mikroorganizmanin yikimidir (123).
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2.9.4.5. Sitokinlerin Tslevleri ve Simiflandirilmasi

44

Sitokinler yabanci antijenlere ve ajanlara karsi organizmanin reaksiyonlarinin kontrol ve

diizenlenmesinde O6nemli rol oynarken ayni zamanda hiicreler arasi iligkileri de

diizenleyerek lokal ve sistemik enflamatuvar cevapta 6nemli rol oynarlar. Lenfositlerin

meydana getirdigi sitokinlere lenfokin, monositlerin meydana getirdigi sitokinlere ise

monokin denir. Lokositler tarafindan salgilandiklart zaman ise interlokin olarak

adlandirilmaktadir. Kemokin deyimi ise kemotaktik ajanlarin ve sitokin pargalarinin

birlestirilmesiyle iiretilmis olup bunlar, makrofaj ve monositleri enfeksiyon noktasina

cekebilen bir grup sitokindir (124, 125).

Tablo 2.6. Temel sitokinlerin siniflandirilmasi (126)

Sitokin Immiin Sistem Kaynag Esas Hedefler Esas Etkiler
IL-1a Makrofajlar, LGL’ler, B hiicreleri T hiicreleri, B Lenfosit ve makrofaj
IL-1p hiicreleri, makrofaj, uyarimi, 16kosit/endotel
endotel, doku hiicreleri  adezyonu artisi, yiiksek
ates, akut faz proteinleri
IL-2 T hiicreleri T hiicreleri T hiicre farklilasmasi ve
¢ogalmasi, sitotoksik
lenfosit ve makrofaj
uyarimi
IL-3 T hiicreleri Bir¢ok hiicre ¢esitine
koloni uyarim faktorii
IL-4 T hiicreleri T hiicreleri, B hiicreleri B hiicre biiyiime faktorii,
izotop secimi, IgE, Igcl
IL-5 T hiicreleri B hiicreleri B hiicre biiyiime ve
farklilagma, Ig A se¢imi
IL-6 T hiicreleri, B hiicreleri B hiicreleri, B hiicre farklilagtirilmasi,
hepatositler akut faz proteinlerinin
artirilmasi
IL-7 Pre- B hiicreleri, T B hiicreleri ve T hiicreleri
hiicreleri ¢ogalmasi
IL-8 Monositler Notrofil, bazofil, T Kemotaksi, anjiogenez,

hiicreleri, keratinositler

stiperoksit salinimi, graniil
salinimi




Tablo 2.6. Temel sitokinlerin siniflandirilmasi (126) (Devami)
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Sitokin Immiin Sistem Kaynag Esas Hedefler Esas Etkiler
IL-9 T hiicreleri T hiicre yasamin1 uzatir,
mast hiicre uyarimi,
eritropoetin ile ayn1 etki
IL-10 T hiicreleri THI hiicreleri Sitokin sentezi dnlenimi
IL-11 Kemik iligi onciilleri, Osteoklast olusumu, koloni
osteoklastlar uyarici faktér, in vivo
trombosit sayisinda artis,
proenflamatuvar sitokin
iiretiminin 6nlenmesi
IL-12 T hiicreleri TH1 hiicreleri uyarimi
IL-13 Uyarilmis T lenfositleri Monositler, B hiicreleri B hiicre biiylime ve
farklilagma faktori,
proenflamatuvar sitokin
iiretiminin 6nlenmesi
IL-14 T hiicreleri Uyarilmig B lenfositlerinin
cogalmasi, Ig salgilarinin
onlenmesi
IL-15 Monositler T hiicreleri, uyarilmis Cogalma
B hiicreleri
IL-16 Eozinofiller, CD8+ T hiicreler CD4+ T hiicreler CD4+ hiicrelere kimyasal
cekim
IL-17 CD4+ T lenfositler Epitel, fibroblast, IL-6 salinimi, G-CSF,
endotel PGE,, ICAM-1 artis1,
CD34+ onciillerin canlilig
icin fibroblastlarin uyarimi
IL-18 Makrafajlar PBMC, TH1 es-faktor IFNy {iretiminin artirilmasi,
uyarimi NK aktivitesinin artirilmasi
IL-21 T hiicreleri, mast hiicreleri T hiicreleri, B Akut faz reaktiflerinin
hiicreleri, mast artirilmasi, LPS’den sonra
hiicreleri, eozinofiller,  seviyede artig
hepatositler
IL-22 Uyartlmig T hiicreleri TH2 hiicreleri IL-4 iiretimini dnler
TGFp Birgok hiicre tiirii Enflamatuvar sitokin
iretimini azaltir, yara
iyilesme cevabini ve nedbe
dokusu gelisimini artirir,
bliylimeyi baskilar
TNEFB Lenfositler TNFa gibidir
(LT)
IFNa Lokositler Doku hiicreleri MHC klas I uyarimu,

antiviral durum, NK hiicre
uyarimi, gogalmay1
onleme, IL-12 tiretiminin
artirilmasi




Tablo 2.6. Temel sitokinlerin siniflandirilmasi (126) (Devam)

Sitokin Immiin Sistem Kaynag Esas Hedefler Esas Etkiler

IFNa Lokositler Doku hiicreleri MHC klas I uyarimu,
antiviral durum, NK
hiicre uyarimu,
¢ogalmay1 6nleme, IL-
12 {iretiminin artirilmasi

IFNB Fibroblastlar, epitel Doku hiicreleri, MHC klas I uyarimi,
lokositler antiviral durum,
cogalmay1 6nleme
IFNy T hiicreleri, NK hiicreleri Doku hiicreleri, MHC klas I ve Il
16kositler, TH2 uyarimi, makrofaj
hiicreleri uyarimi, 16kosit/endotel

adezyonu artist,
antiviral durum, TH1
hiicreleri gogalimimin
azaltilmast

2.9.5. Enflamasyon

Hastalik yapici bakterilere karsi yangisal yamitta dokudaki dendritik hiicreler Toll
benzeri reseptorler (TLR) vasitasiyla patojenlerin varligini tespit eder ve bunlara karsi
sitokin ve kemokin gibi aracilar salgilar (127). TLR’ler mikrobiyal ligandlar i¢in
islevsel olarak tanimlanmis enflamasyon yanitlarini baslatan reseptorlerdir. TLR’lere
baglanarak makrofajlar1 uyaran 6nemli patojenle iliskili molekiiler paternlere bakteriyal

karbonhidratlar; lipopolisakkaritler (LPS) 6rnek verilebilir (128).

Dogal immiin sistemin merkezi reseptdrii olan TLR, bir dizi kinaz yolagini ve
transkripsiyon faktor aktivasyonunu indiikleyerek patojenlere karst dogal immiin
cevabin olugmasini saglar (129). TLR sinyal yolag: iki yoldan olusur bunlar; MyD88
(miyeloid farklilagtirma faktorii 88) bagimli ve MyDS88 bagimsiz sinyal yoludur.
MyD88 bagimli yolaklardaki sinyal kaskadlar1 proenflamatuvar sitokinlerin,
kemokinlerin ve reaktif oksijen tiirleri gibi dogal immiinite etkenlerinin olusumuna
neden olur (129, 130). Bu hiicre i¢i sinyal kaskadlar1 enflamasyona neden olan
enflamatuvar mediatorlerin olusumuna katkida bulunan NF- kB transkripsiyon
faktoriinii, p38 mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK), fosfatidilinositol3-kinaz ve

gen ekspresyonunun diger diizenleyicilerini aktive eder (129, 131, 132).

Yangisal yanitta 6nemli rol oynayan ndtrofiller, doku hasar1 sonucu olusan cesitli

¢ozilinlir aracilarla beraber dolasimi terk ederek enfeksiyonun olustugu bolgeye goc eder



ve patojen bakteriyi dogrudan igine alarak yok ederler. Ayni zamanda Toll benzeri
reseptorler araciligiyla patojen makromolekiiller ile de iliskide olan nétrofiller,
reseptorlerin aktivasyonu ile sitokin ve kemokin iiretimine neden olarak enflamasyon
bolgesine notrofil, makrofaj ve lenfositlerin (B ve T lenfositler) go¢ etmesini saglar.
Aktive edilmis notrofiller bakterileri yok eden enzimler, mikrop 6ldiiriicii peptitler ve
stiperoksit anyon gibi reaktif oksijen tiirlerini de ac¢iga ¢ikarirlar. Doku hasarinin oldugu
bolgede patojen yogunlugunun fazla olmasi durumunda immiin sistemin dogal savunma
mekanizmasi patojenleri yok edemez ve enfeksiyonun kontrol altina alinabilmesi igin
kazanilmig immiin yanita gereksinim duyulur. Makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi
antijen sunucu hiicreler dahil dogal immiin yanit ile kazanilmis immiin yanit arasinda
islev gbren Ozellesmis hiicreler patojen kaynakli antijenleri ikincil lenfoid organlara
tagtyarak kazanilmis immiin yaniti baslatir. Dendritik hiicrelerin aktive olmasiyla lenf
diigiimlerine gogleri baglar ve T hiicreleri ile karsilagsmak i¢in hazir halde beklerler.
Dendritik hiicrelerin aktivasyonu T hiicre yanitinin baslamasi i¢in gereken major doku
uygunluk kompleksinde (MHC-peptit kompleksi) artisla birlikte uyarici molekiillerin
ifadesinde de artisa neden olur. B hiicrelerinin plazma hiicrelerine farklilasabilmesi igin
T hiicrelerinin aktiflesmesi gereklidir (127).  Protein antijenlerden kaynaklanan
peptitleri gosterme islevini MHC kodlanan molekiiller yerine getirir. Antijen sunucu
hiicrelerle (ASH) hiicre disindan alinan proteinler proteolitik olarak ASH vezikiilleri
icinde sindirilir ve olusturulan peptitler yeni sentezlenen sinif II MHC molekiillerinin
oluguna baglanarak, temel olarak hiicre dis1 proteinlerden kaynaklanan smif II MHC
molekiilleri ile iliskili peptitlere 6zgiil CD4" yardimer T hiicreleri tarafindan tanmir.
Enfekte ettikleri hiicrelerin sitoplazmasinda yasayan ya da fagosite edilenlerden
sitoplazmaya gecen mikrobiyal proteinler sitozolik proteazlarca yikilir ve yeni
sentezlenen siif I MHC molekiillerinin oluguna baglanir. Smif I MHC molekiilleri
CD"8 sitolitikT hiicrelerince tanmir. Mikroorganizmalar ASH’leri aktive ederek, 6zgiil
T hiicrelerini uyarmak icin, antijenle birlikte sinyaller saglayan membran proteinlerinin

ekspresyonunun ve sitokin salgilamalarini saglar (109).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMALARDA KULLANILAN MATERYAL VE KIMYASAL
MADDELER

3.1.1. Bitkisel Materyal

Deneysel ¢alismalarda kullanilan Pelargonium endlicherianum Fenzl. Eskisehir

Dagkiipli koyii’'nden 2012 yilinda toplanmistir. Bitkinin Herbaryum 6rnegi Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda saklanmaktadir (ESSE 14453).

Sekil 3.1. Pelargonium endlicherianum Fenzl. bitkisinin kurutulmus kokleri
3.1.2. Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik kalitededir. Yiiksek Basin¢li Stvi
Kromatografisi analizlerinde YBSK Kalitesinde ¢oziiciiler ve standart maddeler

kullanilmistir. Tiim deneylerde kullanilan su ise deiyonize ve distile sudur.



3.1.3. Kullanilan Aletler

Rotavapor (Ilmvac vakum pompasi, Heidolph Laborat 4000 efficient)
Liyofilizator (Labconco Freezone 4.5)

Santrifiij cihaz1 ( Thermo scientific SL 16R, Hettich mikro 200R)
Ultrasonik banyo (Elma S 100H Elmasonic)

Su banyosu (Memmert)

Calkalamali su banyosu ( Niive ST 402)

Vorteks karistirict (Velp scientifica )

pH metre (Inolab pH 720 WTW )

Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi Cihazi (Agilent Teknologies 1200 Series)
Spektrofotometre (Shimadzu UV-1800 )

Mikroplaka okuyucu ( Biotek Synergy HT )

Steril kabin ( Safe Fast Elite)

Hiicre sayim cihazi ( Roche Innovatis Cedex Xs )

Gergek zamanli hiicre analizorii (Roche)

Karbondioksitli etiiv (New Brunswick Galaxy 170R)

LC-MS/MS (Shimadzu 20A Prominance)

3.2. DENEYSEL CALISMA

Bu boliimde P. endlicherianum’un toprak alti kisimlari lizerinde yapilan ekstraksiyon
islemleri, ekstrelere uygulanan miktar tayini ve aktivite ¢aligmalari hakkinda bilgi

verilmektedir.
3.2.1. Ekstrelerin Hazirlanisi

Bitkisel materyallerin kurutulmus toprak alti1 kisimlar1 (500 g) kabaca toz edilerek 250
g toz edilmis kok kism1 %11°lik etanol ve 250 g toz edilmis kok kism1 %70’lik metanol
ile ¢alkalamali su banyosunda 37 °C’de 8’er saat siireyle ili¢ kez ekstre edildi. Elde
edilen ekstreler birlestirilip vakum altinda rotavaporda (37-38 °C) yogunlastirildi. Tiim

ekstreler liyofilize edildi ve analiz anina kadar +4 °C’de saklandi. %70’lik metanol
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ekstresi etil asetat ve n-butanol ile fraksiyonlandi. Etil asetat ve butanol ekstreleri elde

edilerek vakum altinda rotavaporda (37-38 °C) yogunlastirilip liyofilize edildi.
3.2.2. Kimyasal Kompozisyon Analizleri

Bitkisel materyallerden elde edilen ekstreler fenolik bilesikler bakimindan

spektrofotometrik ve kromatografik olarak incelendi.
3.2.2.1. Toplam Fenol Miktar Tayini

Ekstrelerin igerdikleri toplam fenol miktar1 gallik asite esdeger olarak Folin-Ciocalteu
yontemi kullanilarak hesaplandi (133). 6 mL distile su iceren 10 mL’lik kap igerisine
100 uL 6rnek ¢ozeltisi ve 500 uL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildi. 1 dakika sonra
1,5 mL %20’lik sulu Na,COgs ilave edilip 10 mL’ye su ile tamamlandi. Kontrol olarak
ekstre igermeyen reaktif karigimi kullanildi. 25 °C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra 760
nm’de absorbansi 6l¢iildii ve gallik asit kalibrasyon egrisi ile karsilagtirildi. Toplam
fenolik madde miktar1 gallik asite esdeger olarak hesaplandi. Deneyler {i¢ paralel olacak

sekilde yapildi ve sonuglar ortalama degerler olarak verildi.
3.2.2.2. Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Ekstrelerin toplam flavonoit analizi Zhishen ve ark (1999)’nin ¢alismalarinda
kullandiklart metot modifiye edilerek yapildi (134). Buna gore 1 mL ekstre t=0.
dakikada 0,3 mL % 5’lik NaNO; c¢ozeltisi ile karistirildi, t=5. dakika’da 0,3 mL %
10’luk AICl3.6H,0 ¢ozeltisi ilavesinden sonra, t=6. dakika’da 2 mL 1 M NaOH
¢ozeltisi eklendi ve 2,4 mL su ilave edilerek karistirildi. 510 nm’de kore kars1 absorbans
ol¢iildii. Ekstrelerin igerdikleri toplam flavonoit miktarlar1 katesine esdeger olarak mg
celUekstre Olarak hesaplandi. Katesinin kalibrasyon egrisi ayni sekilde etanol kullanilarak

hazirlandi. Biitiin 6l¢iimler 3 paralel olacak sekilde yapildi ve ortalama degerler alindi.
3.2.2.3. Toplam Flavonol Miktar Tayini

Ekstrelerin igerdikleri toplam flavonol miktarlari rutine esdeger olarak (RE) mg re/Qekstre
olarak hesaplandi (135). 2 mL bitki ekstresi (10 g/L) 2 mL etanolik aliiminyum triklorit
(20 g/L) ve 6 mL sodyum asetat (50 g/L) karistirildiktan sonra 20 °C de 2,5 saat
bekletildi ve 440 nm’de 6l¢lim yapildi. Aymi islemler kalibrasyon egrisi hazirlamak
tizere 0,5-0,015 mg/mL konsantrasyonlardaki etanolik rutin c¢ozeltileri ile
gerceklestirildi. Biitiin Ol¢iimler {ic paralel olarak yapildi ve ortalama degerler

kullanildi.
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3.2.2.4. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi Kiitle-Spektrometresi (YBSK-

KS/KS) ile Fenolik Bilesiklerin Analizi

Cihaz : Shimadzu 20A Prominance s1vi kromatografisi sistemi
Dedektor : Applied Biosystems 3200 Q-Trap MS/MS

Iyonlasma modu : Elektro Sprey Iyonizasyon (ESI), negatif iyonlasma
Kolon : GL Science Intersil ODS 4,6x 250 mm, 5um

Kolon sicaklig : 40°C

Akim hizi : 1 mL/dk

Hareketli faz A : metanol: su: formik asit (10:89:1 h/h/h)

Hareketli faz B : metanol: su: formik asit (89:10:1 h/h/h)

Akis programi

Tablo 3.1. YBSK KS/KS gradient akis tablosu

Zaman(dk) B kons
0.01 15
15.00 40
18.00 45
30.00 45
35.00 75
38.00 85
39.00 95
40.00 100

3.2.2.5. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (YBSK) Analizi
Cihaz : Agilent 1100 s1v1 kromatografisi sistemi
Dedektor : PDA dedektor (200-500 nm arasi)
Kolon : C18 analitik kolon (250 x 4.6 mm, 5 um partikiil ¢capi)
Sicaklik :22°C

Akim hiz1 : 1 mL/dak



Hareketli faz : A) metanol/su/asetik asit (10:88:2, h/h/h)
B) metanol/su/asetik asit (90:8:2, h/h/h)
C) metanol

Tablo 3.2. YBSK gradient akis tablosu

zaman (dak)  hareketli faz A (%)  hareketli faz B (%)  hareketli faz C (%)

0 85 15 0
15 70 30 0
18 60 40 0
30 60 40 0
35 100 0
37 85 0 15
48 70 0 30
50 85 15 0

YBSK’da ayrilan bilesiklerin tutunma zamanlar1 ve UV spektrumlari standartlarla
karsilastirilarak tanimlandi. Biitiin standart ve 6rnek ¢ozeltiler liger kere analiz edilerek

ortalama degerler verildi.
3.2.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Bu ¢alismada ATCC’den (CCL-185 Insan Akciger Kanser Hiicresi) temin edilen A549
hiicreleri ve Gazi Universitesi’nden temin edilen RAW 264.7 (Abelson fare Idsemi
viriisii transforme edilmis makrofaj hiicre hatti) kullanildi. Calismalar siiresince bu
hiicreler +37 °C’de CO2’li inkiibatorde delikli kapakli hiicre kiiltiir kaplari i¢inde tutuldu
ve diizenli olarak takip edilip besi yerleri iki giin ara ile degistirilerek kiiltiir stirdiirtildii.

Cogalan hiicrelerin bir kism1 dondurulup -80 °C’de muhafaza edildi.
3.2.3.1. A549 ve RAW 264.7 Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesi

A549 hiicreleri ve RAW 264.7 hiicreleri, +37 °C’ de ¢oziiliip, hiicrenin {izerine 5 mL
PBS eklenerek 1600 rpm’de 5 dakika 20 °C’de santrifiij edildi. Siipernatan kismi
atildiktan sonra hiicre pelleti {lizerine 5 mL kadar taze besiyeri ekleyip yavasca
pipetleyerek homojenize edildi ve delikli hiicre kiiltiir kabina aktarilarak CO3’li
inkiibatore kaldirildi.
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3.2.3.2. A549 ve RAW 264.7 Hiicrelerinin Pasaji

Flask igerisinde kiiltiire edilen hiicreler iki giinliik inkiibasyon siiresi sonunda, 15
mL’lik ependorf tiiplere aktarildi ve 800 g’de 5 dakika santrifiij edilip siipernatan kismi
uzaklagtirildi. Pellet, penisilin i¢eren yaklasik 5 mL PBS (pH;7,3) tamponu i¢inde
hiicrelere zarar vermeyecek sekilde coziiliip aymi kosullarda tekrar sanrifiij edildi.
Stipernatan uzaklastirildiktan sonra olusan pellet 6nceden hazirlanmis besiyeri iginde

¢Oziilerek kiiltlir kabina aktarildi.

Pasajlama isleminin iki giin arayla yapilma nedeni olasi kontaminasyonlardan ve 6li

hiicre kalintilarinin zararli etkilerinden canli hiicrelerin etkilenmesini 6nlemektir.
3.2.3.3. Hiicre Dondurma ve Saklama

Hiicreler besiyeri degistirirken oldugu gibi santrifiij ve yikama islemlerine tabi tutuldu.
Hiicreler santrifiij edildikten sonra siipernatan atildi. Hiicreler 1 mL PBS ile siispande
edilerek, steril tiipe aktarildi ve iizerine 1 mL krio ¢6zeltisi karisimindan eklendi (% 5
DMSO) ve hazirlanan kriolarin kademeli olarak donmalarini saglamak i¢in ilk olarak +4

°C’de yarim saat, -20 °C’de 3 saat bekletildikten sonra -80 °C’de saklandi.
3.2.3.4. FCS’nin Inaktivasyonu

FCS, besiyerinin en énemli besin kaynagidir. Inaktivasyon islemi ile 1siya duyarh
komplement proteinler denatiire edildi. Ayrica 0,22 pm’lik filtreden gegirilmelerine
ragmen mikoplazma gibi mikroorganizmalar hala ortamda mevcut olabilecegi i¢in 1s1yla
gerceklestirilen bu inaktivasyon prosesi sayesinde besiyeri kontaminasyon riski azalmis

oldu.

Inaktivasyon isleminde -20 °C’de muhafaza edilen FCS almip 37 °C’lik su banyosuna
konuldu ve burada araliklarla calkalanarak erimesi saglandi. Tamamen eridikten sonra
15 dakika kadar yine aralikli olarak karistirildi ve FCS’nin 1sisinin 37 °C’ye gelmesi
beklenip su banyosunun 1sis1 +56 °C’ye ¢ikarildi. 5 dakika su banyosunu 1sisinin +56
°C’ye gelmesi beklenip 1s1 tamamen yiikselince her 10 dakikada bir karigtirmak
suretiyle yarim saat su banyosunda bekletildi siire sonunda steril tiiplere boliiniip -20

°C’de saklandi.
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3.2.3.5. AS549 Hiicrelerinde Sitotoksik Etkinin Sulforhodamin B (SRB)

Kolorimetrik Gelisme Inhibisyonu Testi ile Belirlenmesi

%70’lik metanol, %11°lik etanol, etil asetat ve butanol ekstreleri A549 (Insan kiiciik
hiicreli olmayan akciger karsinoma hiicresi) hiicreleri iizerindeki sitotoksisitesi
stilforhodamin B (SRB) kolorimetrik yontemle belirlendi. A549 hiicreleri F12K-Kaighn
Medium besi yerinde ¢ogaltildi. Hiicreler 96 kuyucuklu mikroplakta trikloroasetikasit
ile fikse edilerek SRB’nin protein komponentlerine baglanmasi saglandi. Calismadan 24
saat once flasktaki hiicreler sayilarak 96 kuyucuklu mikroplaga kuyucuk basia 100 pL’
de 25 000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi.

24 saat sonunda plaga yapismis olan hiicrelerin istiindeki besi yerleri atildi ve
hazirlanan ekstreler 0,125 mg/mL, 0,250 mg/mL, 0,5 mg/mL konsantrasyonda 100 uL
alinarak plaga eklendi ve 37 °C’de karbondioksitli etiivde 24 saat bekletildi. Siire
sonunda +4 °C’de bekletilen %40’lik soguk TCA ¢ozeltisi kuyucuklara ilave edildi ve
plak +4 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 kuyularin igerigi uzaklastirilarak
5 defa deiyonize su ile yikandi. Kuyular kurutulduktan sonra %1 asetik asit iginde
hazirlanmis % 0,4 SRB boyasi kuyulara 50 pL eklenerek 30 dk oda sicakliginda
bekletildi. Kuyularin igerigi uzaklastirildiktan ve 5 defa %1 asetik asit ¢ozeltisi ile
yikandiktan sonra kuyular kurutuldu, daha sonra 10 nM Tris bazi1 100 pL eklenerek 5 dk
calkalayicida ¢alkalandi. Mikroplaka okuyucuda 490 nM de absorbanslar 6l¢iildii (136,
137). Deneyler dort paralel calisild.

3.2.3.6. RAW 264.7 Hiicrelerinde Sitotoksik Etkinin Sulforhodamin B (SRB)

Kolorimetrik Gelisme Inhibisyonu Testi ile Belirlenmesi

Yukarida belirtilen prosediire gore ekstrelerin 2,5-100 pg/mL konsantrasyon araliginda,
aposininin ise 0,01 mM, 0,03 mM, 0,05 mM, 0,1 mM, 0,25 mM, 05 mM
konsantrasyonlarda RAW 264.7 hiicreleri iizerine olan toksisiteleri degerlendirildi.

Deneyler ii¢ paralel, iki tekrarli ¢alisildi.

3.2.3.7. A549 Hiicrelerinde Ger¢ek Zamanh Biiyiime Profili Deneyi

Deney esasi, yapisan tipteki hiicrelerin mikroelektrot kapli ylizeye yapistiklarinda
empedansta meydana getirdikleri degisimin Olglilmesine dayanmaktadir. Empedans
6l¢iimii hiicre sayisi, canliligi, morfolojisi ve hareketi dahil hiicrelerin biyolojik durumu

hakkinda kantitatif bilgi verir ve bu sayede herhangi bir boya ve kimyasal kullanmadan

54



hiicrelerin mevcut durumu hakkinda gercek zamanli olarak bilgi edinilir. Olgiimlerle
toksik maddeye maruz kalan hiicrenin yapigkanligi, proliferasyonu ve morfolojisi

tizerinde fikir sahibi olunmasi saglanir.

GZHA, 96’lik altin plak, cihaz istasyonu ve analiz linitesi olarak {i¢ ana bilesene sahiptir
(Sekil 3.2). 96’lik e-plak karbondioksitli inkiibatorde bulunan cihaz istasyonuna
elektronik olarak baglanmaktadir. Cihaz istasyonu inkiibatdr disinda bulunan analiz
tinitesine baglidir. Sistemden e-plak’a sabit akimli elektrik saglanmaktadir ve her bir
mikro kuyudaki empedans degisimi bireysel olarak sistem analiz {initesinde analiz

edilmektedir.

GZHA kontrol paneli
GZHA analiz iinitesi

E-plaka
Bilgisayarh yazihm

Sekil 3.2. Ger¢ek zamanli hiicre analizorii

Hiicre endeksindeki (CI) artis, hiicre sayisinin, adezyonunun veya yayginligin artisindan
kaynaklanmaktadir. CI’ daki azalma ise hiicre Oliimiinden veya tutunan hiicrelerin
morfolojik degisimlerinden dolayr daha az yaygin olmasindan kaynaklanmaktadir.
Dolayisiyla deneydeki yorum CI {izerinden yapilmaktadir. MTT, SRB gibi kolorimetrik
Olciimlere dayali gelisme inhibisyonu deneylerindeki gibi test bilesiginin uygulandig:
kuyularin CI degeri kontrol CI’ smna boélinerek % canlilik gibi bir sonuca
varilabilmektedir (138, 139, 140).

Deney Gruplari 1. Calisma:

* A549 hiicrelerinde sadece besiyeri uygulanmis grup (Kontrol grubu)
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* A549 hiicrelerinde P. endlicherianum %11°lik etanol ekstresi 125, 250, 500 pg/mL
* A549 hiicrelerinde P. endlicherianum %70’lik metanol ekstresi 125, 250, 500 pg/mL
* A549 hiicrelerinde P. endlicherianum etil asetat ekstresi 125, 250, 500 pg/mL

* A549 hiicrelerinde P. endlicherianum butanol ekstresi 125, 250, 500 pg/mL

Deney Gruplar 2. Calisma:

A549 IL-1B (-) ve A549 IL-1B (+) hiicrelerinde sadece besiyeri uygulanmis grup
(Kontrol grubu)

* A549 IL-1B (-) ve A549 IL-1B (+) hiicrelerinde P. endlicherianum %11°lik etanol
ekstresi 50, 100, 200 pg/mL

* A549 IL-1B (-) ve A549 IL-1B (+) hiicrelerinde P. endlicherianum %70’lik metanol
ekstresi 50, 100, 200 pg/mL

* AB49 IL-1pB (-) ve A549 IL-1pB (+) hiicrelerinde P. endlicherianum etil asetat ekstresi
50, 100, 200 pg/mL

* A549 IL-1B (-) ve A549 IL-1p (+) hiicrelerinde P. endlicherianum butanol ekstresi 50,
100, 200 png/mL

A549 hiicrelerinin 5. pasajinda oncelikle GZHA kullanilarak profilleme deneyi yapildi.
Hiicrelerin istenilen sayida cogaltilmasindan sonra, sayilmalari i¢in tripan mavisi
metodu ile ¢alisan Innovatis Cedex Xs cihazi kullanildi. Elde edilen hiicre sayisi/mL
verilerine dayanarak hiicreler 6250 hiicre sayilarinda e-plakanin her bir kuyucuguna 100
uL hacminde ekildi. Ik ¢alismada yaklasik 23. saatte %11°lik etanol, %70’lik metanol,
etil asetat ve butanol ekstreleri kuyucuktaki son konsantrasyonlar1 125, 250, 500 pg/mL
olacak sekilde hazirlanarak plaga 10 pL. hacminde uygulandi. Kontrol grubuna sadece
besiyeri uygulandi. Ekstreler uygulandiktan sonra ekstrelerin hiicreler iizerindeki etkisi

48 saat boyunca izlendi.

SRB genel doz tarama ve ICsy deneylerinde elde edilen veriler molekiiller {izerinde bir
on fikir sahibi olunmasini sagladi. Bu verilere dayanarak molekiillerin etkilerinin gercek

zamanli olarak goriilebilmesi amaciyla 2. ¢calisma uygulandi.

Ikinci ¢aligmada hiicreler 6250 hiicre sayilarinda e-plakanin her bir kuyucuguna 100 pL

hacminde ekildi. Hiicre endeksi 1°e ulastiktan sonra plagin dikey olarak ilk yarisina 10



uL % 2 FBS igeren besiyeri diger yarismma 10 pL 1 ng/mL konsantrasyonda IL-1p
eklendi, IL-1B(-) ve IL-1B(+) deney gruplar1 olusturuldu. 6 saat sonra IL-1p (-) grubuna
10 uL % 2 FBS igeren besiyeri diger yarisina 10 pL 5Sng/ mL konsantrasyonda IL-18
eklenerek IL-1B(+) grupta enflamasyon olusturuldu. 3 saat inkiibasyondan sonra
%11°lik etanol, %70’lik metanol, etil asetat ve butanol ekstreleri kuyucuktaki son
konsantrasyonlar1 50, 100, 200 pg/mL olacak sekilde hazirlanarak plaga 10 pL
hacminde wuygulandi. Kontrol grubuna sadece besiyeri uygulandi. Ekstreler

uygulandiktan sonra ekstrelerin hiicreler tizerindeki etkisi 48 saat boyunca izlendi.

1 ‘ 2 3 4 ‘ 5 & 7 8 9 10 11 12
AS49 (6250) A549 (6250) AS49 (6250) AS49 (6250) A549 (6250) ASA9 (6250)  3549IL1beta 6250354911 1beta 6250354911 1 beta 6250354911 1beta A25035491L 1beta 6250354911 1 beta 6250
E11 (200.00ug/mlPEtas 50.000g/m doides 100.00ug/nlikasit 200,00ugfPERUE S0.000g/m| E11 (200.00ug{rlPEtas 50,00ugim| doides 100.000g/mlikasit 200.00ug/PEbUE 50, 00U
a
AS49 (6250) A549 (6250) AS49 (6250) AS49 (6250) AS549 (6250) ASA9 (6250)  35491L1beta 6250354911 1beta 6250354911 1 beta 6250354911 1beta 625035491 1beta 6250354911 1beta 6250
E11 (200.00ug/mlPEtas 50.000g/m doides 100.00ug/nlikasit 200,00ugfPERUE S0.000g/m| E11 (200.00ug{rlPEtas 50,00ugim| doides 100.000g/mlikasit 200.00ug/PEbUE 50, 00U
B
AS49 (6250) A549 (6250) AS49 (6250) A549 (6250) A549 {6250) ASA9 (6250)  35491L1beta 6250354911 1beta 6250354911 1 beta 6250354911 1beta 625035491 1beta 6250354911 1beta 6250
Kar 2E701 {50.000g/ml?Etas 100.00ug/m daides 200,000g/Hlakatesin 50.00rEROE 100.00ug/rm Kor SE70{50,00ug/ml?Etas 100.00ugmdaides 200.000g/rleetasin 50.00ugPEbUE 100.00Ug/r
C Gallokatesin
AS49 (6250) A549 (6250) AS49 (6250) A549 (6250) A549 {6250) ASA9 (6250)  35491L1beta 6250354911 1beta 6250354911 1 beta 6250354911 1beta 625035491 1beta 6250354911 1beta 6250
Kar 2E701 {50.000g/ml?Etas 100.00ug/m daides 200,000g/Hlakatesin 50.00rEROE 100.00ug/rm Kor SE70{50,00ug/ml?Etas 100.00ugmdaides 200.000g/rleetasin 50.00ugPEbUE 100.00Ug/r
D Gallokatesin
AS49 (6250) AS549 (6250) AS49 (6250) AS49 (6250) A549 (6250) ASA9 (6250)  35991L1beta 6250354911 1beta 6250354911 1 beta 6250354911 1beta A2535491L 1beta 6250354911 1beta 6250
E11 (50.00ugimlE70 {100, 000g/mPEtas 200.00ug/m slikasit 50.00ugfrlakatesin 100.00rEBUE 200,00ug/m2E 11 (50.000g/mETD {100.00ug{mPEtas 200.00ug/malikast 50,00ug/rostasin 100.00uPEbUE 200, 00Ug/m
E Gallokatesin
AS49 (6250) AS549 (6250) AS49 (6250) AS49 (6250) A549 (6250) ASA9 (6250)  35991L1beta 6250354911 1beta 6250354911 1 beta 6250354911 1beta A2535491L 1beta 6250354911 1beta 6250
E11 (50.00ugimlE70 {100, 000g/mPEtas 200.00ug/m slikasit 50.00ugfrlakatesin 100.00rEBUE 200,00ug/m2E 11 (50.000g/mETD {100.00ug{mPEtas 200.00ug/malikast 50,00ug/rostasin 100.00uPEbUE 200, 00Ug/m
F Gallokatesin
AS49 (6250) AS549 (6250) AS49 (6250) AS49 (6250) A549 (6250) ASA9 (6250)  3549IL1beta 6250354911 1beta 6250354911 1beta 6250354911 1beta A25035491L 1beta 6250354911 1beta 6250
E11 {100, 00ug/rl E70 (200, 000g/mbidsidss 50.00ug/milikasit 100.00ugfilakatesin 200,00n E11 (100.00ug/rlE70 (200.00ug mlidsidss 50.00ug/rmlikssit 100, 00ugflastasin 200.00ug
G Gallokatesin
AS49 (6250) AS549 (6250) AS49 (6250) AS49 (6250) A549 (6250) ASA9 (6250)  3549IL1beta 6250354911 1beta 6250354911 1beta 6250354911 1beta A25035491L 1beta 6250354911 1beta 6250
E11 {100, 00ug/rl E70 (200, 000g/mbidsidss 50.00ug/milikasit 100.00ugfilakatesin 200,00n E11 (100.00ug/rlE70 (200.00ug mlidsidss 50.00ug/rmlikssit 100, 00ugflastasin 200.00ug
H Gallokatesin

Sekil 3.3. GZHA e-plaka ekim semasi
3.2.4. Antioksidan Aktivite Calismalari
3.2.4.1. Indirgenme Giiciiniin Belirlenmesi

Ekstrelerin demir(IIl)’ii indirgeme kapasiteleri Oyaizu 1986 yontemine gore yapildi
(141). 1 mL ekstre ¢ozeltisi 2.5 mL 0.2 M fosfat tamponu (pH 6.6) ve 2.5 mL %1°lik
potasyum hekzasiyanoferrat ¢ozeltisi ile karistirildi. 50 °C’de 30 dakika inkiibe
edildikten sonra 2.5 mL % 10’luk trikloro asetik asit (TCA) ilave edildi ve karisim 10
dakika santrifiij edildi. Son olarak, 2,5 mL {ist kisim, 2,5 mL su ve 0.5 mL %]1’lik FeCl3
ilave edilip karistirilarak 700 nm’de absorbanslar1 okundu. Ekstrelerin ve ekstrelerin
bilesiminde bulunan aposinin ve vanilik asitin indirgenme giicleri askorbik asite esdeger

olarak (AscAE) mmol askorbik asit/g 6rnek olarak verildi (142). Pozitif kontrol olarak
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BHT, BHA, rozmarinik asit, askorbik asit ve gallik asit kullanildi. Biiyiik AscAE degeri
zengin indirgenme kapasitesini gostermektedir. Tiim analizler 4 paralel olarak ¢alisildi

ve ortalama degerler olarak verildi.
3.2.4.2. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini

Ekstrelerin DPPH® radikalini siipiiriicii etkileri Gyamfi ve ark.’nin metoduna gore
yapildi (143). Tris-HCI tamponu (50 nM, pH 7,4) ve 1mL 0,1 mM metanolde
hazirlanmis 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil ¢ozeltisi (DPPH®) ile karistirildi. Kontrol olarak
ekstre icermeyen reaktif karisimi ve pozitif kontrol olarak BHT, BHA, rozmarinik asit,
askorbik asit ve gallik asit kullanildi. Ekstrelerin bilesiminde bulunan aposinin ve
vanilik asit de aktiviteleri bakimindan incelendi. Oda sicakliginda ve karanlikta 30
dakika inkiibe edildikten sonra absorbanslar 517 nm’de okundu. Inhibisyon yiizdesi
asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi. ICsq degerleri nonlineer regregasyon egrileri
kullanilarak (Sigma Plot 2001 versiyon 7.0, SPSS Inc., Chicago IL) hesaplandi.

Analizler 4 paralel olarak tekrarlandi ve ortalama degerler kullanildu.
% inhibisyon= [(AbSkontroi- ADS smek) / ADS kontrot] X 100
3.2.4.3. p-karoten / linoleik asit Birlikte Oksidasyonunu inhibe Edici Etki Tayini

Ekstrelerin antioksidan aktivitesi f-karoten soldurma deneyine gore yapildi (144,145).
Tween 20 (120 mg) ve linoleik asit (120 mg) tartilip kloroformla yikanarak bir kaba
alind1 daha sonra bu kaba 1,2 mL f-karoten (1mg/mL kloroform igerisinde) eklendi ve
karisimdaki kloroform rotavoporda ugurularak uzaklastirildi. 300 mL distile su
eklenerek yavasca karistirildi. Kontrol, standart ve 6rnekler konulmadan ayni prosediirle
hazirlandi. Kontrol ve 6rneklerin sahitleri ise aymi sekilde f-karotensiz olarak ayrica
hazirlandi. Ekstreler, standartlar ve kontroller hazirlanan emiilsiyonlarla beraber tiiplere
aktarildi ve 470 nm’de spektrofotometrede Ol¢iimleri alindi. Daha sonra tiiplerdeki bu
ornekler otooksidasyon i¢in 50 °C’de 120 dakika su banyosunda bekletildi ve her 15
dakikada bir Ol¢ltim yapilarak solma derecesi izlendi. Deneyler ii¢ paralel olarak

tekrarland1 ve ortalama degerleri hesaplandi.

AAY%= [1-(AbS® smei- AbS™ simeid) / (AbSY kontroi-AbS™ ontror) 1X100
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3.2.4.4. 2,2’-azino-bis (3- etilbenzathiazolin-6- sulfonik asit) (ABTS ™*) Radikalini
Siipiiriicii Etki Tayini

Ekstrelerin ABTS"™ radikalini siipiiriicii etkilerine bakild1 (146). ABTS™ radikali (7
mM) ABTS’in sulu ¢ozeltisi ile K;S,0g (2,45 mM, son konsantrasyon)’ un karanlikta
12-16 saat bekletilmesiyle meydana getirildi ve absorbansi oda sicakliginda 734 nm’de
0,700 (£ 0,030) olacak sekilde ayarlandi. Bu sekilde hazirlanan radikal ¢ozeltisi (990
uLl) ile ekstre ¢ozeltileri (10 pL) karistirildt ve 734 nm’de 1 dakikalik araliklarla 30
dakika siiresince reaksiyon kinetigi 6l¢iildii. Konsantrasyona karsi Olcililen inhibisyon
yiizdeleri Troloks’a esdeger olarak (TEAC) hesaplandi. Deneyler ti¢ paralel olarak

tekrarland1 ve ortalama degerleri hesaplandi.
3.2.4.5. Askorbat —Fe (111)-Katalizli Fosfolipit Peroksidasyonunun Inhibisyonu

Ekstrelerin hidroksil radikalini siipiiriicii etkileri Aruoma ve ark. yontemine (1997) gore
yapilmistir (147). Sigir beyin ekstresi (Folch type VII) 10 mM PBS (pH 7,4) ile
karistirtlip buz banyosu igerisinde seffaf bir silispansiyon olana kadar (5 mg/mL
fosfolipid lipozomu) ultrasonik banyoda bekletildi. 0,2 mL lipozom, 0,5 mL PBS
tamponu, 0,1 mL 1 mM FeCl; ve 0,1 mL ekstre ¢ozeltileri karistirild1 ve peroksidasyon
reaksiyonu 0.1 ml 1 mM askorbat ilavesiyle hizlandirildi. Karigim 37 °C’de 60 dakika
inkiibe edilerek inkiibasyondan sonra oncelikle 50 uL %?2’lik (a/h) butillenmis hidroksi
toluen (etanol igerisinde) daha sonra da 1 mL %2,8 (a/h) trikloroasetik asit ve 1 mL %1
(a/h) 2-tiyobarbitiirik asit (TBA, 0,05 M NaOH igerisinde) ilave edildi. Karisim 100
°C’de su banyosunda 20 dakika 1sitildi. Reaksiyon sonucunda olusan (TBA),-MDA
kromojenleri 2 mL n-butanol ile ekstre edilerek butanol fazlarinin absorbansi 532 nm’de
okundu.  Standart olarak  1,1,3,3-tetrametoksipropan  kullanildi. 50 uL
Tetrametoksipropan 100 mL deiyonize su ile tamamlanarak 10, 20, 40, 80, 160, 320 uL
stoktan ¢ekildi ve her bir dilisyon 10 mL’ ye tamamlandi. Hazirlanan diliisyonlar 3,05;
6,09; 12,18; 24,36, 48,72; 97,44 nmol/L konsantrasyonda calisildi. Elde edilen
sonuglarla standart grafigi ¢izildi ve bu grafikten yararlanarak MDA miktari nmol /mL
olarak belirlendi. inhibisyon yiizdesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi ve ICsg
degerleri nonlineer regresyon egrileri kullanilarak (Sigma Plot 2001 version 7.0, SPSS

Inc., Chicago, IL) hesaplandi. Degerler ii¢ paralel deneyin ortalamasi olarak verildi.

% IﬂhlblsyOﬂ: [(Abskontro| = .Abs&mek) /Abskontr0|] X 100
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3.2.4.6. Demir(ll) Selat (Kelat) Aktivite

Demir(II) iyonlarmin ekstrelerle kelasyonu Carter (1971)’e gore yapild1 (148). Iki yiiz
mikrolitre ekstre ¢6zeltisi 100 uL 2,0 mM sulu FeCl, ve 900 uL metanol karistirildi.
Reaksiyon karisiminin 5 dakikalik inkiibasyonundan sonra reaksiyon 400 puL 5,0 mM
ferrozin ¢ozeltisi ile hizlandirildi ve 10 dakikalik bekleme siiresinden sonra absorbans
562 nm’ de okundu. Demir kelasyon aktivitesi kontroliin absorbansi (Ag) ve Ornek
absorbansi (As) kullanilarak asagidaki esitlige gore hesaplandi ve Na,EDTAya esdeger

(Mgna2epTAa/Qsmek) Verildi. Sonuglar ti¢ paralel deneyin ortalamasi olarak verildi.

[(A— As) / A x 100

3.2.4.7. Spesifik Olmayan Hidroksil Radikali ile Yonlendirilmis 2-Deoksiriboz

Bozulmasi

Reaksiyon karigimi 100 pL ekstre ¢ozeltisi, 500 pl 5,6 mM 2-deoksiriboz (50 mM
KH,;PO4-NaOH tamponu, pH 7.4 igerisinde), 200 pL onceden karistirtlmis 100 pL
FeCl; ve 104 mM EDTA (1:1, h/h) ¢ozeltisi, 100 uL 1,0 mM H,0, ve 100 uL 1.0 mM
sulu askorbik asit ¢ozeltisinden olusmaktadir. Karisim vorteksle karistirilip 50 °C’de 30
dakika inkiibe edilmis daha sonra 1 mL % 2,8 trikloroasetik asit ve 1 mL %1,0
tiyobarbitiirik asit ilave edilerek karisim tekrar 50 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Olusan
oksidasyon 532 nm’de 6l¢iildii. Inhibisyon yiizdesi kontroliin absorbans1 (Ag) ve 6rnek
absorbansi (A;) kullanilarak asagidaki esitlige gore hesaplandi ve sonuglar ii¢ paralel

deneyin ortalamasi olarak verildi (149).
[(Ax—As) I Al x 100
3.2.4.8. Spesifik Hidroksil Radikali ile Yénlendirilmis 2-deoksiriboz Bozulmasi

Ekstrelerin spesifik hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasini
engelleme giicleri yukarida spesifik olmayan hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-
deoksiriboz bozulmasi boliimiindeki gibi yapilip prosediirde EDTA yerine tampon

¢oOzelti kullanildi. Hesaplamalar da ayni prosediire gore uygulandi (149).
3.2.4.9. A549 ve RAW 264.7 Hiicrelerinde Antioksidan Aktivite Tayini

A549 hiicrelerinin 7. pasaji stoktan alinarak su banyosunda (37 °C’de) ¢ozdiiriildii.

Hiicreler santrifiij ile ¢oktiiriilmiis ve DMSO igeren besiyeri uzaklastirildi. 1 mL taze
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besiyerinde siispande ediltikten sonra 75 cm?lik flaska alinarak 10 mL besiyeri ilave
edildi. Hiicreler flask i¢inde % 80-90 doluluga ulastiktan sonra iki ayr1 flaska boliinerek
hiicrelerin istenilen sayida ¢ogaltilmasindan sonra, sayilmalar1 i¢in Innovatis Cedex Xs
cihazi kullanildi. Hiicreler 48 kuyucuklu iki plaga her kuyucukta 1x10° olacak sekilde
ekildi ve 24 saat inkiibe edildi. Plaklardan birine 1 ng/ mL konsantrasyonda 10 pL IL-
1B, digerine ise 10 pL besiyeri uygulandi. 3 saat inkiibasyondan sonra %11’lik etanol,
%70’1lik metanol, etil asetat ve butanol ekstreleri SRB canlilik testi ve GZHA biiyiime
profili  deneylerinde  karar  verilen  konsantrasyonlarda  kuyucuktaki  son
konsantrasyonlart1 50, 100, 200 pg/mL olacak sekilde hazirlanarak kuyucuklara
uygulandi. Kontrol grubuna sadece besiyeri uygulandi. Ekstreler eklendikten sonra 3
saat inkiibe edildi. Sitozolik siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi i¢in her kuyucuktaki
siipernatan 10 000 g’de 15 dakika 4 °C’de santrifiij edilip siipernatan kismi alindi.
Pellet, soguk 50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 5 mM EDTA ve 1 mM DTT igeren tampon ile
homojenize edildi. Homojenizasyondan sonra 4 °C’de 10.000 g’de 15 dakika santrifiij

edildi. Stipernatan kismi1 alinarak deney ¢alismasina kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

RAW 264.7 hiicreleri stoktan alinarak su banyosunda (37 °C’de) ¢ozdiiriildii. Hiicreler
santrifiij ile c¢oktiiriilerek DMSO iceren besiyeri uzaklastirildi. 1 mL taze besiyerinde
siispande ediltikten sonra 75 cm® lik flaska alnarak 10 mL besiyeri ilave edildi.
Hiicreler flask iginde % 80-90 doluluga ulastiktan sonra iki ayr1 flaska bdliinerek
hiicrelerin istenilen sayida ¢ogaltilmasindan sonra, sayilmalari i¢in Innovatis Cedex Xs
cihazi kullanildi. Hiicreler 12 kuyucuklu plaga 1x10° olacak sekilde ekildi ve 24 saat
inkiibe edildi. Ekstreler 25 pg/mL konsantrasyonda kuyucuklara ilave edildi ve tekrar
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilarak 6
kuyucuga taze besiyeri, 6 kuyucuga ise 1 pg/mL konsantrasyonda LPS iceren besiyeri
eklendi. 6 saat inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki siipernatanlar alinarak 10.000
g’de 10 dakika santrifiij edildi, santrifiij sonunda siipernatan alinarak analiz anina kadar
-80 °C’de muhafaza edildi. Kuyucuklardan besiyeri uzaklagtirildiktan sonra hiicreler
soguk PBS ile yikandi ve hiicre kaziyici ile plaka yiizeyinden kazinarak alindi. 10.000
g’de 10 dakika santrifiij edildi. PBS uzaklastirildiktan sonra 50 mM TrisHCI pH 7,5,
150 mM NacCl, 0.5 % Triton x-100, 1 mM DTT ve 1 X Proteaz inhibitoru ile hazirlanan
karisimin 100 pL’si icerisinde hiicreler pipetajla dagitildi. Hiicreler ultrasonikator

yardimi ile sonike edildi ve +4 °C’de 10.000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Stipernatan
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kism1 dipte kalan pelletten uzaklastirilarak analiz anina kadar -80 °C’de muhafaza
edildi.

3.2.4.10.1. A549 ve RAW 264.7 Hiicrelerinde Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Aktivitesi:

A549 ve RAW 264.7 hiicrelerinde siliperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi siiperoksit
dismutaz o6l¢iim kiti (Cayman) ile olgiildii. 96 kuyucuklu plakta SOD standart
kuyucuklarmma 200 pL seyreltilmis radikal dedektor ve 10 pL standart, 6rnek
kuyucuklarma 200 pL seyreltilmis radikal dedektdr ve 10 pL ekstre ¢ozeltileri ilave
edildi. Biitiin kuyucuklara 20 pL diliie ksantin oksidaz ilave edilip plak kapatilarak 20
dakika oda sicakliginda calkalayici iizerinde inkiibe edildi. Absorbans 460 nm’de
Mikroplaka okuyucu (Biotek Synergy HT)’da okundu. Sonuclar asagidaki formiile gore
hesaplandi. Biitiin standart ve Orneklerin ortalama absorbansi standart A’nin

absorbansina boliinerek linearize oran (LR) elde edildi.

SOD (U/mL) = [ Omek LR-Y ekseninde degisim «x 0,23mL
Egim 0,01 mL
Ksantin
202 Formazon bova
X0OD (mavi renk)
H20; +iirik asit 202" Tetrazolvum tuzu
U S0D
0:+H:20:

Sekil 3.4. Siiperoksit dismutaz aktivitesi

Bu yontemde ksantin-ksantin oksidaz (XOD) sistemiyle siiperoksit radikali iiretilmekte
ve olusan siiperoksit radikali, I.N.T. (Io-donitrotetrazolium) ile reaksiyon vererek viyole
renkli formazon boyasi olusturmakta ve bu renk siddeti 460 nm dalga boyunda

Olctilmektedir.

62



3.24.10.2. A549 ve RAW 264.7 Hiicrelerinde Glutatyon Peroksidaz (Gpx)
Aktivitesi

GPx aktivite tayininde, H,O, varliginda indirgenmis glutatyon (GSH), GPx tarafindan
okside glutatyona (GSSG) oksitlenir ve oksitlenen GSSG’nin glutatyon rediiktaz enzimi
araciligiyla tekrar GSH’a dOniistiiriilmesi esnasinda ortamda bulunan indirgenmis
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) kullanilir. Kullanilan NADPH miktar1
absorbansdaki azalis seklinde 340 nm dalga boyunda izlenir.

A549 ve RAW 264.7 hiicrelerinde glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi, glutatyon
peroksidaz Olgiim kiti (Biovision) ile 6lgiildii. Ornek kuyucuklarina 8 uL 6rnek, 42 L
tampon, 40 pL reaksiyon karisimi eklendi. Coziicii kontrol kuyucuguna 50 pL tampon,
40 pL reaksiyon karisimi eklendi. Plak 15 dakika inkiibe edildi. Her kuyucuga 10 pL.
kiimen H,0; eklenerek reaksiyon baslatildi, plak dikkatlice birkag¢ saniye ¢alkalandiktan
sonra 340 nm’de her dakika &l¢iim almarak toplam 5 okuma yapildi. Ilk okuma A;, son

okuma A olarak degerlendirilmistir.

NADPH standart egrisini olusturmak i¢cin 1mM NADPH standardindan 0, 20, 40, 60,
80, 100 pL kuyucuklara eklenerek son hacim 100 puL’ye tampon sistemi ile tamamlandi.
340 nm ‘de absorbans Olgiilerek standart egri olusturuldu. GPx aktivitesini hesaplamak

i¢cin asagidaki formiil kullanilda.
AA 340nm= [ (Ornek A; — Ornek A,) — ( Coziicii Kontrol A; - Céziicii Kontrol A;)]

AA 340nm degeri NADPH standart egrisine uygulanarak B degeri bulundu. Aktivite

asagidaki formiile gore hesaplandi.

GPx aktivite = B x Ornek diliisyonu = nmol/dak/mL = mU/ mL
(T2-T1)x V
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Olesitlenmiy Glutatyon

Sekil 3.5. Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi

3.2.5 A549 ve RAW 264.7 Hiicrelerinde Bikinkonik Asit (BCA) Yontemi ile
Protein Miktarimin Tayini
Bu yontem, alkali ¢o6zeltideki proteinlerin Bilire reaktifi ile Cu? den Cu*e

+1,

indirgenmesi ve daha sonra Cu™" in BCA ile verdigi renkli kompleksin (renk yesilden

koyu mora doniisiir) 562 nm’deki spektrofotometrik 6lgiimiine dayanir.

Reaktif A:10 g BCA, 20 g Na,COs. H,0, 1,6 g Na,C4H40s. H,O, 4 g NaOH, 9,5 g
NaHCO; tartilarak 1 L distile su igerisinde c¢oziildii. Cozeltinin pH’ s1 11,25 ‘e
ayarlandi.

Reaktif B: 2 g CuSQy,. 5 H,0 distile suyla 50 ml ye tamamlandi.

50 hacim Reaktif A ve 1 hacim Reaktif B karistirildi.

Standart olarak sigir serum albumin ile 15 pg/mL, 10 ng/mL,5 pg/mL, 2,5 pg/mL, 1,25

png/mL konsantrasyonlarda ¢alisildi.

96 kuyucuklu plaga 6rnekler, standart ve kor 10 pL, hazirlanan ¢alisma reaftifi 200 pL
olarak eklendi ve oda sicaklifinda 2 saat bekletildi. 562 nm’de absorbans olgiildii.
Protein standartlarindan elde edilen dogru denklemi kullanilarak 6rneklerdeki protein

miktari belirlendi (150).
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3.2.6. Antimikrobiyal Aktivite
3.2.6.1. Deneylerde Kullamlan Mikroorganizmalar

Proteus vulgaris TSA
Bacillus cereus ATCC 7064

Bacillus cereus ATCC 11778
Staphylococcus epidermidis ATCC 3699

Staphylococcus aureus ATCC 29213
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Salmonella typhimurim CCM 5445
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Streptoccus pyogenes ATCC 19615
Escherichia coli ATCC 11230
Escherichia coli ATCC 25922

Candida albicans ATCC 90028

Candida tropicalis (IZOLAT)
Candida glabrata RSKK 0419

3.2.6.2. Deneylerde Kullanilan Mikroorganizmalarin Standardizasyonu

Deneylerde kullanilan mikroorganizmalarin standardizasyonu, Klinik Laboratuar
Standartlar1 Ulusal Komitesi’ne goére disk diflizyon metodu izlenerek yapildi (151).
Disk difiizyon yontemi kullanmadan 6nce, bakteri 6rnekleri 0,5 McFarland standard: ile
karsilastirilarak standardize edildi. Bakteri kiiltiirleri oncelikle izole koloniler elde
etmek amaciyla agar ortamina ekildi, 37 °C’de 24 saat inkiibasyondan sonra 4-5 tane iyi
izole olmus koloni, 6ze yardimiyla %0,9’luk serum fizyolojik i¢ine alindi. Hazirlanan
bakteri siispansiyonu, daha once hazirlanmis olan 0,5 McFarland standardi ile

karsilastirilarak siispansiyonun bulanikligi ayarland.
3.2.6.3. Disk Difiizyon Yontemi ile Antimikrobiyal Etkinin Test Edilmesi

Bitki ekstrelerinin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri Klinik Laboratuar
Standartlar1 Ulusal Komitesi’ne gore disk diflizyon metodu ile test edildi (151).

Denemeler sonrasi ¢ikan sonuglar referans diskleri ile karsilastirildi.
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3.2.6.4. Besi Yerlerinin Inokiilasyonu

Besi yerine mikroorganizma inokiilasyonu i¢in mikroorganizma siispansiyonuna steril
ekiivyon batirildiktan sonra, besi yerinin her yerine ekiivyonla siispansiyon yayildi.
Mikroorganizma siispansiyonu yayilan petriler, diskler uygulanmadan once 5 dakika

kurumaya birakildiktan sonra, diskler besi yerinin iizerine 10 dakika i¢inde uygulandi.
3.2.6.5. Ekstrelerin Disklere Emdirilmesi

Farkli hacimlerde (10, 20, 30, 40 uL) ekstreler 6 mm’lik bos, steril disklere emdirilmeye
calisildi. Disklerin 30 pL ve iizerindeki 6rnegi ememedigi, 6rneklerin bir kisminin
disklerin disina tastig1 ve burada kurudugu gozlendi. Diskler, 30 pL {izerinde ekstreyi
uygun bir sekilde ememedigi i¢in bu miktarin kullanilmasi uygun bulunmadi. Ayrica
yapilan karsilastirmada 30 pL emdirilmeye ¢alisilan diskler ile 20 pL. emdirilmis diskler
arasinda etki bakimindan ¢ok fazla bir fark olmadig1 gozlendigi i¢in disklere 20 pL

ekstre emdirilmesine karar verildi.
3.2.6.6. Disklerin Yerlestirilmesi

Ekstreleri emdirmek amaciyla, Oxoid marka bog steril diskler kullanildi.Ekstreleri
iceren diskler, besi yerinin tlizerine yerlestirildi. Disklerin tamaminin agar {izerine
dokunmus olmasima dikkat edildi. Calismada 120 mm’lik steril plastik petri kaplar
kullanild1 ve bu petri kaplarina toplam 6 adet antibiyotik diski yerlestirildi.

3.2.6.7. Inkiibasyon

Disklerin uygulandigi petri kaplari, inokiilasyonu takip eden 15. dakikada inkiibe
edilmeye baglandi. Bakteriler 37 °C’de 24 saat siire ile mayalar ise 30 °C’de 48 saat
inkiibe edildi.

3.2.6.8. Inhibisyon Zonlarmin Ol¢iimii

Inkiibasyon siiresi sonucunda olusan inhibisyon zonlar1 cetvel yardimiyla dlgiilerek zon
caplart mm (milimetre) olarak kaydedildi. Petri kaplarinin fotograflar1 ¢ekildikten sonra

+ 4 °C’de sakland.
3.2.6.9. Negatif Kontrol

Negatif kontrol olarak metil alkol, etil alkol ve distile su emdirilmis diskler kullanildu.
Coziiclilere ek olarak bos antibiyotik diskleri de negatif kontrol i¢in kullanildi. Bu

disklerin biitiin bakteriler Uizerine etkisi incelendi.
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3.2.6.10. Pozitif Kontrol

Pozitif kontrol olarak standart antimikrobiyotik diskler olan bakteriler i¢in Eritromisin

ve mayalar i¢in nistatin kullanildi.
3.2.6.11. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK)

Disk difiizyon testi sonucunda sadece aktivite gdzlenen &rnekler icin MIK belirlendi
(151). MIK testi yapildiktan sonra iiremenin olmadi1 tiiplerden drnek alinarak kati besi

yerine ekildi, iiremenin olmadig1 konsantrasyon bulunarak MBC degeri ifade edildi.

Caligmada kullanilan test mikroorganizmalart 5 mL’lik Nutrient sivi besiyerinde
aktiflestirildikten sonra 8; 4; 2; 1; 0,75; 0,5; 0,25 pg/mL bitki ekstresi i¢eren 0,2 mL
nutrient sivi besiyerine % 1 oraninda bakteri ekilip, 24 saat 37 °C’de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda bulanikligin bittigi konsantrasyon bakteri canliliginin
bittigi nokta olarak kabul edileren MIK olarak belirlendi. Tiim analizler iki paralelli

olacak sekilde gergeklestirildi.

Sekil 3.6. P.endlicherianum ekstrelerinin disk difiizyon ¢aligsmasina ait resim
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3.2.7. immiin Sistem Uzerine Etki

1x10° sayida kuyucuklara dagitilan RAW 264.7 hiicreleri 25 pg/ml konsantrasyonda
ekstrelerle 24 saat inkiibe edildikten ve deney gruplarinin yarisinda LPS ile
enflamasyon olusturulduktan sonra kuyucuklardan toplanan silipernatan kismi ile
Prostaglandin E, (PGE,), interferon-y (IFN-y),Tiimér Nekroz Faktor alfa (TNF-a),
Interlokin-10 (IL-10), Interlokin-6 (IL-6) ve Interlokin-1B (IL-1B) sitokin seviyeleri
olgtldi.

Deney gruplari:
LPS(-): KONTROL, Pe 11, Pe 70, Pe etas, Pe but, Aposinin
LPS(+): KONTROL, Pe 11, Pe 70, Pe etas, Pe but, Aposinin

3.2.7.1. Prostaglandin E, (PGE,) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii

Cayman PGE; Express EIA kit (500141) prosediiriine gére dl¢iim yapildi.

Tablo 3.3. Cayman PGE, Express EIA kit (500141) prosediirii

Reaktif Kor Total Spesifik B, (Maksimum Standart/Ornek
Aktivite Olmayan Baglanma)
Baglanma
EIA Tampon - - 100 uL 50 uL
Standart/6rnek - - - - 50 uL
Tracer - - 50 uL 50 uL 50 uL
Antibody - - - 50 uL 50 uL

* Plak kapatilarak oda sicakliginda orbital ¢alkalayicida 1 saat inkiibe edildi.

* Plak yikama tamponu ile 5 kez yikandu.

Tracer - 5uL
Ellman’s Reaktifi 200 puL 200 pL 200 puL 200 pL 200 puL

* Plak kapatilarak oda sicakliginda orbital ¢alkalayicida 1 saat inkiibe edildi.

*Plak 420 nm’de okundu.

PGE; standard: 2000 pg/mL, 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5
pg/mL, 31,3 pg/mL, 15,6 pg/mL konsantrasyonlarda caligildi.

Spesifik olmayan baglanmanin 6lgiildiigli kuyucuklarin ortalama absorbansi ve Bpg
kuyucuklarmin ortalama absorbansi hesaplandi. Dogrulanmis maksimum baglanma igin

Bo kuyucuklarinin ortalama absorbansindan, spesifik olmayan baglanmanin 6l¢iildiigii
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kuyucuklarin ortalama absorbanst ¢ikarildi. Biitlin 6rneklerin  ve standartlarin

absorbansindan spesifik olmayan baglanmanin o6lgiildiigli kuyucuklarin ortalama
absorbansi ¢ikarildi ve dogrulanmis By degerine boliindii. Bu deger 100 ile carpilarak
%B/ By degeri elde edildi. Standart egri lineer y degerine karsilik logaritmik x degerine
gore olusturuldu. Orneklerdeki PGE; konsantrasyonu standart egriden elde edilen

denkleme gore hesaplandi.

3.2.7.2. interferon —y (IFN-y) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii

Sigma- Aldrich RAB 0224 kit prosediiriine gore 6l¢iim yapildi.
*Calismadan Once biitiin reaktifler ve drnekler oda sicakligina getirildi.

* Standartlar ve 6rnekler kuyucuklara 100 pL eklenerek plak kapatilmis 2,5 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi.

*Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 4 kez yikandi.

*100 pL biotinylated detection antibody eklenerek oda sicakliginda orbital ¢alkalayicida
1 saat inkiibe edildi.

*Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 4 kez yikandi.

*Biitiin kuyucuklara 100 pL HRP-Streptavidin eklenerek 45 dakika inkiibe edildi.
*Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 4 kez yikandi.

*100 pL Elisa kolorimetrik TMB Reaktifi eklenerek 30 dakika karanlikta inkiibe edildi.

*Siire sonunda reaksiyon durdurucu soliisyon ile reaksiyon durduruldu ve 450 nm’de

absorbans 6lciildii.

IFN-y standardi 2000 pg/mL, 666,7 pg/mL, 222,2 pg/mL, 74,07 pg/mL, 24,69 pg/mL,
8,23 pg/mL, 2,74 pg/mL konsantrasyonlarda calisilarak standart egri ¢izdirildi ve dogru
denkleminden 6rneklerdeki IFN-y miktar1 hesaplandi.

3.2.7.3. Tiimér Nekroz Faktor Alfa (TNF-a) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii
eBioscience Mouse TNF-a (BMS607/3) kit prosediiriine gore 6l¢iim yapildi.
*Kuyucuklar yikama tamponu ile iki kez yikandi.

*Biitiin kuyucuklara 50 pL 6rnek diliisyon ¢ozeltisi eklendi.
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*Standart kuyucuklarina 50 pL  farkli  konsantrasyondaki standartlar, &rnek

kuyucuklarina 50 pL 6rnek eklendi.

*Kuyucuklara 50 pL Biotin- Konjugat eklenerek oda sicakliginda orbital ¢alkalayicida
2 saat inkiibe edildi.

*Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 6 kez yikandi.

*100 pL diliie edilmis Streptavidin- HRP eklenerek, plak orbital calkalayicida 1 saat
inkiibe edildi.

*Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 6 kez yikandi.

*100 uL. TMB Substrat ¢ozeltisi eklenerek plak orbital ¢alkalayicida 30 dakika inkiibe
edildi.

*100 pL stop ¢ozeltisi eklenerek 450 nm’de absorbans okundu.

TNF-a standard1 2000 pg/mL, 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5
pag/mL, 31,3 pg/mL konsantrasyonlarda g¢aligilarak standart egri ¢izdirildi ve dogru

denkleminden 6rneklerdeki TNF-a miktart hesaplandi.

3.2.7.4. Interlokin-10 (IL-10) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii

eBioscience Mouse IL-10 (BMS614/2) kit prosediiriine gore dl¢tim yapildi.
*Kuyucuklar yikama tamponu ile iki kez yikand.

*Biitiin kuyucuklara 50 pL 6rnek diliisyon ¢ozeltisi eklendi.

*Standart kuyucuklarina 50 pL  farkli  konsantrasyondaki standartlar, Ornek
kuyucuklarina 50 pL 6rnek eklendi.

*Plak kapatilarak oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.
*Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 4 kez yikand.

*Kuyucuklara 100 pL Biotin- Konjugat eklenerek oda sicakliginda orbital ¢alkalayicida
1 saat inkiibe edildi.

*Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 4 kez yikandi.

*100 pL diliie edilmis Streptavidin- HRP eklenerek, plak orbital calkalayicida 1 saat
inkiibe edildi.

*Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 4 kez yikandi.



*100 uL. TMB Substrat ¢ozeltisi eklenerek plak orbital ¢alkalayicida 10 dakika inkiibe
edildi.

*100 puL stop ¢ozeltisi eklenerek 450 nm’de absorbans okundu.

IL-10 standard1 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,3 pg/
mL, 15,6 pg/mL konsantrasyonlarda calisilarak standart egri cizdirildi ve dogru
denkleminden 6rneklerdeki IL-10 miktar: hesaplandi.

3.2.7.5. Interlékin-6 (IL-6) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii
Sigma- Aldrich RAB 0308 kit prosediiriine gore 6l¢iim yapildi.
*Caligmadan Once biitiin reaktifler ve drnekler oda sicakligina getirildi.

*Standartlar ve ornekler kuyucuklara 100 uL eklenerek plak kapatildi 2,5 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi.

*Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 4 kez yikandi.

*100 pL biotinylated detection antibody eklenerek oda sicakliginda orbital ¢alkalayicida
1 saat inkiibe edildi.

*Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 4 kez yikand.

*Biitiin kuyucuklara 100 pL HRP-Streptavidin eklenerek 45 dakika inkiibe edildi.

* Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 4 kez yikandx.

*100 uL Elisa kolorimetrik TMB Reaktifi eklenerek 30 dakika karanlikta inkiibe edildi.

*Siire sonunda stop soliisyonu ile reaksiyon durduruldu ve 450 nm’de absorbans

olgtldii.

IL-6 standardi 600 pg/mL, 200 pg/mL, 66,7 pg/mL, 22,2 pg/mL, 7,4 pg/mL, 2,5 pg/mL,
0,82 pg/mL konsantrasyonlarda ¢alisilarak standart egri ¢izdirildi ve dogru

denkleminden 6rneklerdeki IL-6 miktar1 hesaplandi.

3.2.7.6. Interlokin-1p (IL-1B) Sitokin Seviyesinin Olciimii

eBioscience Mouse IL-1 (BMS6002) kit prosediiriine gore 6l¢iim yapildi.
*Kuyucuklar yikama tamponu ile iki kez yikand.

*Biitiin kuyucuklara 50 pL 6rnek diliisyon ¢ozeltisi eklendi.
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*Standart kuyucuklarina 50 pL  farkli  konsantrasyondaki standartlar, &rnek
kuyucuklarina 50 pL 6rnek eklendi.

*Kuyucuklara 50 pL Biotin- Konjugat eklenerek oda sicakliginda orbital calkalayicida
2 saat inkiibe edildi.

*Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 4 kez yikandi.

*100 pL diliie edildi, Streptavidin- HRP eklenerek, plak orbital ¢alkalayicida 1 saat
inkiibe edildi.

*Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 4 kez yikandi.

*100 uL. TMB Substrat ¢ozeltisi eklenerek plak orbital ¢alkalayicida 10 dakika inkiibe
edildi.

*100 pL stop ¢ozeltisi eklenerek 450 nm’de absorbans okundu.

IL-1B standardi 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,3 pg/ mL, 15,6

pg/mL, 7,8 pg/mL konsantrasyonlarda calisilarak standart egri ¢izdirildi ve dogru

denkleminden 6rneklerdeki TNF-a miktart hesaplandi.
3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Biitiin istatistiksel analizler SPSS 12 istatistik programi ile yapildi. Varyanslarin analizi
ANOVA prosediiriine gore uygulandi. Ortalamalar arasindaki belirgin farkliliklar

Tukey's pairwise kiyaslama testine gore p< 0,05 seviyesinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. EKSTRELERIN HAZIRLANISI, SPEKTROFOTOMETRIK VE
KROMATOGRAFIK BIiLESIM ANALIZLERI

4.1.1. Ekstrelerin Hazirlamis1

Bitkisel materyallerin kurutulmus toprak alti kisimlar1 kabaca toz edilerek %11°lik
etanol ve %70’lik metanol ile ¢alkalamali su banyosunda 37 °C’de 8’er saat siireyle ii¢
kez ekstre edildi. Elde edilen ekstreler birlestirilip vakum altinda rotavaporda (37-38 °C)
yogunlastirildi. Tiim ekstreler liyofilize edildi ve analiz anma kadar +4 °C’de
sakland1.%70’lik metanol ekstresi, etil asetat ve n-butanol ile fraksiyonlanarak vakum
altinda rotavaporda (37-38 °C) yogunlastirilip liyofilize edildi. FElde edilen ekstre
verimleri Tablo 4.1°de verilmistir. Tablo 4.1’de gortldiigii gibi bitki ekstrelerinde en
yiksek verim %70’lik metanol ekstresinden, en disiik verim %11’lik etanol

ekstresinden elde edildi.
4.1.2. Toplam Fenol, Flavonoit ve Flavonol Miktar Tayini

Ekstrelerin toplam fenol, toplam flavonoit ve toplam flavonol miktarlari deneysel
kisimda verilen yontemler kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlendi. Toplam
fenol miktarlar1 gallik aside, toplam flavonoit miktar1 katesine ve toplam flavonol
miktari ise rutine esdeger olarak hesaplandi. Sonuclar Tablo 4.1°de verilmistir. Bitkinin
etil asetat ekstresinin diger ekstrelere gore fenolik bilesikler bakimindan zengin oldugu
bulundu. Toplam fenol miktarlari bakimindan ekstreler etil asetat> %70’lik metanol >

%11°1ik etanol> butanol seklinde siralanmigtir. Toplam flavonoit miktar1 bakimindan
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en zengin ekstre ise %70’lik metanol ekstresidir. Toplam flavonol miktari

karsilastirildiginda ise etil asetat ekstresinin flavonol miktar1 agisindan zengin oldugu
goriilmektedir. %70’lik metanol ekstresi ise etil asetat ekstresinden sonra yiiksek

flavonol miktaria sahip diger ekstredir.

Tablo 4.1. Ekstre verimleri, toplam fenol, toplam flavonoit ve toplam flavonol miktarlar

Verim Toplam Fenolik Toplam Flavonoit Toplam Flavonol
Ekstreler o
[A)] [mgGAE/gekstre] [mgCA/gekstre] [ngE/gekstre]
(Pe 11) %7,57 173,93+7,72 36,03+ 0,76 16,26+1,47
(Pe 70) %21,37 201,85+6,44 41,70+ 0,46 34,75+1,61
(Pe etas) %16,6 305,91+10,52 82,16+ 0,68 26,64+1,68
(Pe but) %20,5 139,61+1,14 27,50+ 0,52 9,25+1,80

Ortalama + SD; (Pe 11),%11’lik etanol; (Pe 70), %70’lik metanol; (Pe etas), etil asetat ; (Pe but),
butanol ekstreleri

4.1.3. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi Kiitle-Spektrometresi (YBSK-KS/KS)

ile Fenolik Bilesiklerin Analizi

Ekstreler YBSK sistemi ile kromatografik olarak ayrildiktan sonra KS dedektori
kullanilarak molekiiler iyon pikleri ve temel pikler {izerinden degerlendirilmeleri

yapildi. Ekstrelerde tanimlanan bilesikler Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. YBSK-KS/KS analizi sonucu tanimlanan bilesikler

No Adi Rt Ma (M-  Parcalanmalar Ekstreler Kaynak
H)
gg %é (Chen, Zhang,
1 Gallik asit 4,50 169 125, 97 Pe eta{s Wang, Yang, &
Pe but Wang, 2011)(152)
Dihidroksibenzoik Pe etas (Yangetal.,
2 it / 153 109 Pe1l  2013)(153)
Kafeik asit 11,40 179 135 Pe etas
e Pe etas (Xiao et al.,
4 Homovanilik asit 10,90 181 166, 138, 109 Pe 70 2014)(154)
(Wojciech, Anna,
Pe 70 Magdalena, &
5  Aposinin 15,50 165 150, 122 Pe etas Maciej; Xiao et
Pe 11 al.,
, 2014)(154,155)
. 469 (M-2H)* 617,  Pe 11, .
1,2,3,4,6-Pentagalloil (Lietal.,
6 glukoz 15,04 939 769, 393, 317, 241, Pe 70, 2009)(156)

211,169, 125 Pe etas

YBSK ayirimi sonucu 4,5 dakikada kolonu terk eden m/z 169 [M-H] molekiiler iyon
pikine sahip bilesik gallik asit olarak tanimlandi.
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W EPI (168.97) Charge (+0) FT (250): Exp 3, 4.486 min from Sample 1 (pelargonium gokce %11EtOH 20mgmi Spiit 2) of pelargonium gokce %11EL.. Max. 2.465 cps.
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Sekil 4.1. Gallik asite ait kiitle spektrumu ve par¢alanmasi

YBSK ayirimi sonucu 7 dakikada kolonu terk eden m/z 153 [M-H] molekiiler iyon
pikine sahip bilesik dihidroksibenzoik asit olarak tanimland1 (153).

W EPI (152.98) Charge (+0) FT (250): Exp 3, 6.953 min from Sample 1 (pelargonium gokce ETOAC 17mgmi Spift 2) of pelargonium gokce ETOAC 17. Max. 3.465 cps.
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Sekil 4.2. Dihidroksi benzoik asite ait kiitle spektrumu ve pargalanmasi.

YBSK ayirimi sonucu 11,4. dakikada kolonu terk eden m/z 179 [M-H] molekiiler iyon
pikine sahip bilesik kafeik asit olarak tanimlanda.



W _EPI (178.99) Charge (+0) FT (250): Exp 3, 11.410 min from Sample 1 (pelargonium gokce ETOAC 17mgmi spiit 2) of pelargonium gokce ETOAC 1...
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Sekil 4.3. Kafeik asite ait kiitle spektrumu ve pargalanmasi

YBSK ayirimi sonucu 15,5 dakikada kolonu terk eden m/z 165 [M-H] molekiiler iyon

pikine sahip bilesik asetofenon tiirevi olan aposinin olarak tanimlandi.
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W EPI (165.01) Charge (+0) FT (250): Exp 3, 15.473 min from Sample 1 (pelargonium gokce %11EtOH 20mgml Spiit 2) of pelargoni
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Sekil 4.4. Aposinine ait kiitle spektrumu ve pargalanmalari

Ana pikle beraber gelen [M—2H]*m/z 469 pikidir. Bu pikin ger¢ekte molekiil agirligi
940 M-H piki ise 939°dur. iki kere parcalanmis hali ise (z=2) m/z 469 dur. 617 ve 769

pikleri de molekiili dogrulamaktadir. Literatiir bilgilerine gére molekiil pentagalloil

glukozdur (154, 156, 157). Xio et all 2014 yayininda da asetofenon tiirevi ile beraber

gelmesi sonuglarimizi desteklemektedir. Pentagalloilglukoz daha 6nce Pelargonium

tiirlerinden izole edilmis ve antioksidan aktivitesi incelenmistir (50).

7
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Sekil 4.5. 1,2,3.4,6 pentagalloil glukoza ait kiitle spektrumu ve pargalanmasi

Butanol ekstresinin m/z 343 molekiil agirlikli maddesi ekstrenin ana piki olup m/z

505’in pargalanmalar1 165, 150 ve 122'dir. %11°lik etanol ekstresinin ana bileseni olan

ve 15. dakikada gelen aposinin ile benzerlik gostermektedir. Bu molekiilin de

asetofenon tiirevi bir madde oldugu diisiiniilmektedir.

W -EPT (343.00) Charge (+0) FT (250) Exp 3, 6.736 min from Sample 1 (pelargonium gokce BUOH 1amgmi) of pelargonium gokce BUOH 1amgmiwir
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Sekil 4.6. Butanol ekstresinin ana pikine ait kiitle spektrumu ve pargalanmasi

4.1.4. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi Analizi

Ekstrelerin  Yiikksek Basingli Sivi Kromatografisi (YBSK) sistemi ile yapilan

analizlerinde PDA dedektor kullanildi ve miktar tayinleri benzoik asit tiirevleri igin 280

nm’de, hidroksisinnamik asit tiirevleri i¢cin 320 nm’de ve flavonoitler i¢in ise 360 nm’de

yapildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4.3°de verilmistir. P.endlicherianum ekstrelerine ait



YBSK kromatogramlar1 Sekil 4.7 a, b’de, aydinlatilmis bilesiklere ait kimyasal yapilar

ise Sekil 4.9’da verilmistir.

Ekstreler igerisinde gallik asit, 3,5-dihidroksi benzoik asit, vanilik asit, kersetin,
aposinin, 1,2,3,4,6-pentagalloil glukoz, ferulik asit ve kafeik asit kalitatif ve kantitatif
olarak belirlendi. Gallik asit, aposinin, 3,5-dihidroksi benzoik asit, 1,2,3,4,6-pentagalloil
glukoz, vanilik asit, ferulik asit ve katesin 280 nm’de kafeik asit 320 nm’de, kersetin
360 nm’de analiz edildi. Ekstrelerin icerisindeki tanimlanan bu bilesiklerin miktarlar
standart maddelerden hazirlanan kalibrasyon egrileri (Tablo 4.4) kullanilarak
hesaplanmis ve sonuglar Tablo 4.3’de verilmistir. Maddelerin tanimlanmasinda hem

tutunma zamanlar1 hem de UV spektrumlart kullanilmistir.
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Sekil 4.7a. P. endlicherianum ekstrelerine ait YBSK kromatogramlari.
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Sekil 4.7b. P. endlicherianum ekstrelerine ait YBSK kromatogramlari.




Tablo 4.3. P. endlicherianum ekstrelerinin YBSK sonuglari
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a

Maddeler Ekstreler
(Pe 11) (Pe 70) (Pe etas) (Pe but)

Gallik asit 1,070 + 0,004b 0,458 + 0,008 0,968 + 0,004 0,150 = 0,000
3.5 dihidroksi benzoik de. de. 3199 + 0052 de
asit
Kafeik asit d.e d.e 0,072+0,003 d.e
Homovanilik asit e.m e.m e.m d.e
Vanilik asit e.m e.m e.m d.e.
Aposinin 2,486 £ 0,002 3,509 + 0,016 17,378 £ 0,053 0,592 + 0,000
1,2,3,4,6-Pentagalloil de de 0,541 + 0,001 de
glukoz
Ferulik asit d.e d.e 0,084 + 0,000 d.e
Kersetin d.e 0,554 + 0,008 0,547 + 0,001 d.e

(Pe 11), %11’lik etanol; (Pe 70), %70’lik metanol; (Pe etas), etil asetat; (Pe but), butanol; ® %
ekstre, Ort+ SD; d.e., dedekte edilemedi, e.m; eser miktar

Tablo 4.4. Standartlara ait kalibrasyon denklemleri ve korelasyon katsayilari

Kalibrasyon Denklemi

2

Kod Madde [y=ax+b] Korelasyon Katsayisi [r“]
A Gallik asit y = 12571 x +16,78 0.998
B gé?tdlhldmkSI benzoik y = 1179 X + 1,956 0.998
C Kafeik asit y= 25376 x + 20,29 0.999
D Vanilik asit y = 7654 x + 37,34 0.996
E Aposinin y = 31807 x -148,8 0.999
E 1,2,3,4,6-Pentagalloil y = 2236 X - 72,75 0.999

glukoz

G Ferulik asit y =25649 x + 55,79 0.999
H Kersetin y =17519 x - 29,49 0.999




Aposinin (17.38 dk) BUOH ekstresi (8.08 dk)

Absorbans
Absorbans

5

0 0
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
Dalga Boyu (nm) Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.8. Aposinine ve butanol ekstresinin ana pikine ait UV spektrumu

Butanol ekstresinde ana pikin alikonma zamani 8,08’dir ve YBSK-KS/KS spektrumlari
ve YBSK/UV spektrumlar1 incelendiginde ve literatiirle karsilastirildiginda bu
maddenin aposinin veya paeonol tiirevi oldugu disiiniilmektedir. Bu pikin mass
spektrumu incelendiginde pargalanma iyonlarinin 165, 150 ve 122 m/z degerlerini
verdigi ve bu yarilmalarin aposinine benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica YBSK
sisteminden alinan UV spektrumu da aposinine birebir benzerdir (Sekil 4.8). Bu nedenle
bu pikin de aposinin tiirevi bir madde olabilecegi diisiiniilmektedir. Aposinin
tiirevlerinin ticari olarak temini miimkiin olmadigindan maddenin kalitatif ve kantitatif

tayini yapilamamustir.
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Sekil 4.9. Pelargonium endlicherianum bilesimindeki maddelerin kimyasal formiilleri

4.2. HUCRE KULTURU CALISMALARI

4.2.1. A549 Hiicrelerinde Sitotoksik Etkinin Sulforhodamin B (SRB) Kolorimetrik

Gelisme inhibisyonu Testi ile Belirlenmesi

Sulforhodamin B (SRB) testi in vitro sitotoksisite taramasinda siklikla kullanilan

yontemlerden biridir. Deneyin esasi, TCA ile hiicre kiiltiir plagina fikse edilen hiicrenin




protein bilesiklerine SRB’nin baglanmasidir. SRB parlak pembe renkte, iki siilfonik
grup iceren, asidik sartlarda temel aminoasit yapilarina baglanan ve bazik sartlarda
ayrilabilen, aminoksanten yapida bir boyadir. SRB’nin hiicresel proteinlerin temel
aminoasitlerine baglanmasiyla yapilan kolorimetrik degerlendirme hiicre sayisiyla

iligkili olan total protein kiitlesi hakkinda fikir verir.

P. endlicherianum’dan elde edilen ekstrelerin toksisitesi A549 (insan akciger kanser
hiicre serisi) hiicreleri ile SRB deneyi kullanilarak 6lciildii. Sonuglar % hiicre canlilig
olarak Sekil 4.10°da verilmistir. Ekstreler 0,125; 0,25; 0,5 mg/mL konsantrasyonlarda
test edildi. Tiim ekstreler yiiksek konsantrasyonlarda hiicre canliligini inhibe etmistir.
%70’lik metanol ekstresi 0,5 mg/mL konsantrasyonda hiicre canliligini %50’in tizerinde
inhibe etmistir. Etil asetat ekstresi ise 0,25 ve 0,5 mg/mL konsantrasyonlarda hiicre

canliligin1 %50°nin altina diistirmiistiir.
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Sekil 4.10. P. endlicherianum ekstrelerinin A549 hiicrelerinin canliligina olan etkisi.




4.2.2. RAW 264.7 Hiicrelerinde Sitotoksik Etkinin Sulforhodamin B (SRB)

Kolorimetrik Gelisme inhibisyonu Testi ile Belirlenmesi
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Sekil 4.11. P. endlicherianum ekstrelerinin RAW 264.7 hiicrelerinin canliligina olan etkisi

P. endlicherianum ekstrelerinin RAW 264.7 hiicrelerinin canliligina olan etkisi Sekil
4.11'de verilmistir. %11’lik etanol ekstresi calisilan konsantrasyonlarda canliligi
%50’nin altina digirmemistir. En yiliksek canlilik yiizdesi 25 pg/mL konsantrasyonda
bulunmustur. Canlilik 25-50 pg/mL konsantrasyon araliginda konsantrasyon artigina

ters olarak azalmustir.

% 70’lik metanol ve etil asetat ekstreleri i¢in en yiiksek canlilik 5 pg/ mL
konsantrasyonda bulunmustur. 25 pg/mL konsantrasyonda canlilik %103 ve %100’ diir.
Canlilik, 25-50 pg/mL konsantrasyon araliginda konsantrasyon artigina ters olarak
azalmistir. Butanol ekstresinde 25 pg/mL  konsantrasyonda canlilik 9%88,75°dir.
Canlilik, 25-50 pg/mL konsantrasyon araliginda konsantrasyon artisi ile dogru orantili
olarak artmugtir. Aposininin 0,01 mM, 0,03 mM, 0,05 mM, 0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM
konsantrasyonlarda canliliga olan etkisi incelendiginde en yiiksek canlilik yiizdesi 0,01
mM ve 0,03 mM konsantrasyonlarda bulunmustur. 0,1 mM konsantrasyonda canlilik %

95,62’dir.
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4.2.3. GZHA Canhilik Deneyi

Ab549 hiicrelerinde %11°lik etanol ekstresi
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Sekil 4.12. P. endlicherianum %211’lik etanol ekstresinin uygulanmasindan sonraki ilk 12
saatlik hiicre endeksi verileri

%11°1lik etanol ekstresi 125, 250 ve 500 pg/mL konsantrasyonda Sekil 4.12'de
gorildiigii iizere kontrole gore hiicre canliligini azaltmamistir. Bu sonuglar SRB canlilik

testi ile de dogrulanmaktadir.

A549 hiicrelerinde %70’lik metanol ekstresi
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Sekil 4.13. P. endlicherianum %70’lik metanol ekstresinin uygulanmasindan sonraki ilk 12
saatlik hiicre endeksi verileri



125, 250 ve 500 ug/mL konsantrasyonlarda uygulanan %70’lik metanol ekstresi Sekil
4.13'de goriildigi iizere akut etki gostererek canliligl azaltmiglardir. 125 ve 250 pg/mL
konsantrasyonda ekstre uygulanan kuyucuklarda canlilik kontrole gore iki saat i¢inde
artisa gegmistir. 500 pg/mL konsantrasyonda ekstre uygulanan kuyucukda kontrole gore

canlilikta azalma devam ederek hiicre endeksi 0,5’e diismiistiir.

A549 hiicrelerinde etil asetat ekstresi
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Sekil 4.14. P. endlicherianum etil asetat ekstresinin uygulanmasindan sonraki ilk 12 saatlik
hiicre endeksi verileri

Sekil 4.14'de etil asetat ekstresinin A549 hiicrelerine uygulanmasindan sonraki ilk 12
saatlik hiicre endeksi verileri mevcuttur. Etil asetat ekstresi %70’lik metanol ekstresi ile
benzer etki gostermistir. 125 pg/mL konsantrasyonda hiicre endeksi metanol ekstresine
gore daha diistiktiir. 500 pg/mL konsantrasyonda ekstre uygulanan kuyucuk da kontrole
gore canlilikta azalma devam ederek hiicre endeksi 0,5’e diismiistiir. Her iki ekstre

GZHA canlilik testi ve SRB testi benzer sonuglar vererek birbirini dogrulamistir.




A549 hiicrelerinde butanol ekstresi
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Sekil 4.15. P. endlicherianum butanol ekstresinin uygulanmasindan sonraki ilk 12 saatlik hiicre
endeksi verileri

%I11°lik etanol ekstresi 125, 250 ve 500 pg/mL konsantrasyonda Sekil 4.15'de
goriildiigii lizere kontrole gore hiicre canliligini azaltmamistir. Bu sonuglar SRB canlilik

testi ile de dogrulanmaktadir.

A549 IL-1 (-) ve IL-1B (+) hiicrelerinde %11°lik etanol ekstresi
A549 IL-1B (-) Pe 11

D Da 11 (30 pz/ml) :
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Sekil 4.16. IL-1B (-) grupta P. endlicherianum %11’lik etanol ekstresinin uygulanmasindan
sonraki ilk 12 saatlik hiicre endeksi verileri.

Sekil 4.16°da goriildiigii iizere 6250 hiicre uygulanan kuyucuklarda hiicre endeksi
yaklagik 14 saat sonra 1’e ulagmistir. Hiicre endeksi 1'e ulastiktan sonra 10 pL %2 FBS

89



iceren besiyeri eklenmis ve 6 saat sonra tekrar 10 puL %2 FBS igeren besiyeri
eklenmigtir. 22. saatte ekstre farkli konsantrasyonlarda (50, 100, 200 pg/mL) 10uL
hacminde uygulanmistir. Ekstre uygulamasindan sonra 12 saat A549 IL-1B (-)
hiicrelerinin biiylime profili incelenmistir. 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonda uygulanan

ekstreler kontrole gore hiicre endeksinde artisa neden olurken 200 pg/mL

konsantrasyondaki ekstre kontrole gore hiicre endeksini azaltmstir.

A549 IL-1B (+) Pe 11
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Sekil 4.17. IL-1B (+) grupta, P. endlicherianum %211’lik etanol ekstresinin uygulanmasindan

sonraki ilk 12 saatlik hiicre endeksi verileri.

IL-1B, 14. saatte 1 ng/mL ve 20. saatte 5 ng/mL konsantrayonda 10 pL hacminde
uygulanarak enflamasyon olusturulmustur. Sekil 4.17'de goriildiigii gibi 50 ve 100

pg/mL konsantrasyonda uygulanan ekstreler 200 pg/mL konsantrasyonda uygulanan

ekstreye gore hiicre endeksini kontrole gére daha fazla artirmiglardir.
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A549 IL-1 (-) ve IL-1B (+) hiicrelerinde %70’lik metanol ekstresi

Hiicre endeksi
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Sekil 4.18. IL-1pB (-) grupta, P. endlicherianum %70’lik metanol ekstresinin uygulanmasindan
sonraki ilk 12 saatlik hiicre endeksi verileri.

P. endlicherianum %70’lik metanol ekstresi 50,100 ve 200 pg/mL konsantrasyonda 22.
saatte uygulanmistir. Konsantrasyona bagli olarak ekstreler hiicre endeksini kontrole
gore artirmiglardir. Sekil 4.18°de de goriildiigii gibi 200 pg/mL konsantrasyonda hiicre
endeksi 3,4’e yaklasmisken 50 ve 100 pg/mL uygulanan kuyularda endeks 3, kontrolde

ise
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Sekil 4.19. IL-1B (+) grupta, P. endlicherianum %70’1lik metanol ekstresinin uygulanmasindan
sonraki ilk 12 saatlik hiicre endeksi verileri

IL-1B ile 14. ve 20. saatte olusturulan enflamasyon sonrasinda 50, 100 ve 200 pg/mL
konsantrasyonda uygulanan % 70’lik metanol ekstresinin A 549 hiicrelerinin biiylime

profiline etkisi 12 saat boyunca incelenmistir. Sekil 4.19°da goriildiigii gibi 100 ve 200
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pg/mL konsantrasyonda uygulanan ekstreler hiicre endeksini kontrole gore artirirken, 50

pug/mL konsantrasyonda uygulanan ekstre kontrole gore endekste anlamli bir farklilik

gostermemistir.

A549 IL-1p (-) ve IL1p (+) hiicrelerinde etil asetat ekstresi
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Sekil 4.20. IL-1p (-) grupta, P. endlicherianum etil asetat ekstresinin uygulanmasindan sonraki
ilk 12 saatlik hiicre endeksi verileri

IL-1B uygulanmayan kuyucuklarda etil asetat ekstresinin 100 ve 200 upg/mL
konsantrasyonlar1 kontrole gore hiicre endeksini artirmis ve endeksi yaklasik 3 civarina
getirmistir. Sekil 4.20°de goriildiigii tizere 50 pg/mL konsantrasyonda uygulanan ekstre

ise kontrole gore bir farklilik géstermemistir ve endeks 12. saatin sonunda 2,5°dir.
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Sekil 4.21. IL-1P (+) grupta, P. endlicherianum etil asetat ekstresinin uygulanmasindan sonraki
ilk 12 saatlik hiicre endeksi verileri

IL-1B uygulanan A549 hiicrelerinde etil asetat ekstresinin uygulanmasindan sonraki
hiicre endeksi verileri Sekil 4.21°de verilmistir. Etil asetat ekstresi 50, 100 ve 200
pg/mL  konsantrasyonlarda kontrole gore hiicre endeksini artirmistir. 200 pg/mL
konsantrasyonda hiicre endeksi diger konsantrasyonlara gore daha fazla artis

gostermistir.

A549 IL-1B (-) ve IL-1B (+) hiicrelerinde butanol ekstresi

A549 1L1B (-) Pe but

T T T T T T T T T T T
= . Kot ASISILIPE) O S S POREPOU SO PP P PP PP P PRSP

E— [ Petutancl (50 ug/ml)

Hiicre endeksi
= = X ra a
= in = in =
[

=
tn

B P botanol (100 pgiml)

E B Pebutanol (200 pe'ml)

| 104 besye | | | |
[ R R ST RS T B

0o et
0.0 5.0

20.0
Zaman (saat)

Sekil 4.22. IL-1p (-) grupta, P. endlicherianum butanol ekstresinin uygulanmasindan sonraki ilk
12 saatlik hiicre endeksi verileri
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Sekil 4.22'de gorildigi tizere butanol ekstresi IL-1p (-) grupta 100 ve 200 pg/mL

konsantrasyonda kontrole gore hiicre endeksini artirmig, 50 pug/mL konsantrasyonda

kontrole gore azaltmistir.
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Sekil 4.23. IL-1p (+) grupta, P. endlicherianum butanol ekstresinin uygulanmasindan sonraki
ilk 12 saatlik hiicre endeksi verileri

Sekil 4.23'de goriildiigi iizere IL-1P (+) grupta butanol ekstresinin diisiik konsantrayonu
kontrole gore hiicre endeksini artirirken, 100 ve 200 pg/mL uygulanan ekstreler hiicre

endeksinde kontrole gére anlamli bir farklilik gostermemislerdir.

Tablo 4.5. IL-1p (-) grupta A549 hiicrelerinde ekstrelere ve kontrole ait hiicre endeksi verileri
Kontrol: 2,52855

Ekstreler 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL
Pe 11 2,7707 2,6914 2,4244
Pe 70 2,8794 2,9351 3,3015
Pe etas 2,3759 2,9310 2,7858
Pe but 2,2624 2,6345 3,0275

Tablo 4.6. IL-1B (+) grupta A549 hiicrelerinde ekstrelere ve kontrole ait hiicre endeksi verileri
Kontrol: 2,72588

Ekstreler 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL
Pe 11 3,4804 3,3382 2,7441
Pe 70 2,4184 3,4060 3,0060
Pe etas 2,7291 2,6210 2,8363

Pe but 2,8600 2,3949 2,5758




Tablo 4.5 ve Tablo 4.6'da goriildiigi gibi her iki grupta da ekstreler kontrole gore hiicre
endeksinde diisiise neden olmamistir. %11°lik etanol ekstresi hari¢ diger ekstrelerde
hiicre endeksinde doza gore artis varken, %11°lik etanol ekstresinde artan dozlarda

hiicre endeksi azalmistir.

4.3. A549 VE RAW 264.7 HUCRELERINDE BiKINKONiIiKASIT YONTEMI iLE
PROTEIN MiKTAR TAYIiNi

Bikinkonikasit yOntemine gore her Ornek i¢in protein miktarlar1 hesaplanmistir.

Sonuglar Tablo 4.7 ve 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.7. A549 hiicre lizatlarinda protein miktarlari

Ornek Protein miktar1 Ornek Protein miktar1
IL-1B () (ug/mL) IL-1B (+) (ng/mL)
Kontrol 12,04 Kontrol 17.42
Pe 11 50 pg/mL 18,50 Pe 11 50 pg/mL 20,03
Pe 11 100 pg/mL 14,86 Pe 11 100 pg/mL 15,03
Pe 11 200 pg/mL 17.79 Pe 11 200 pg/mL 12,04
Pe 70 50 pg/mL 14.91 Pe 70 50 pg/mL 1546
Pe 70 100 pg/mL 20,03 Pe 70 100 pg/mL 1611
Pe 70 200 pg/mL 20,95 Pe 70 200 pg/mL 1421
Pe etas 50 pg/mL 13,67 Pe etas 50 pg/mL 14.16
Pe etas 100 pg/mL 15.35 Pe etas 100 pg/mL 15.13
Pe etas 200 pg/mL 1611 Pe etas 200 pg/mL 16,17
Pe 11 50 pg/mL 12,58 Pe 11 50 pg/mL 16,93
Pe 11 100 pg/mL 12,15 Pe 11 100 pg/mL 16,38
Pe 11 200 pg/mL 12.47 Pe 11 200 pg/mL 1529
Tablo 4.8. RAW 264.7 hiicre lizatlarinda protein miktarlar

Ornek Protein miktar1 Ornek Protein miktari
LPS (-) (ug/mL) LPS (+) (png/mL)
Kontrol 9,32 Kontrol 12,04
Pe 11 12,25 Pe 11 27,64
Pe 70 27,47 Pe 70 11,55
Pe etas 12,85 Pe etas 17,8
Pe but 10,68 Pe but 13,07

Aposinin 10,62 Aposinin 7,58
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4.4. ANTIOKSIDAN AKTIiVITE CALISMALARI
4.4.1. indirgeme Giiciiniin Belirlenmesi

Maddelerin indirgeme giigleri ile antioksidan aktivite arasinda genellikle dogrusal bir
baglant1 vardir. Bu nedenle indirgeme kapasitesinin belirlenmesi o maddenin
antioksidan aktivitesi hakkinda bilgi verebilir. Bu amagla P. endlicherianum tiiriinden
elde edilen ekstrelerin ve standartlarin demiri indirgeme kapasiteleri incelenmis ve
sonuglar Sekil 4.24’de verilmistir. Burada verilen sonuglar askorbik asite esdeger olarak
hesaplanmistir. Yiiksek deger yiiksek aktiviteyi gosterir. P. endlicherianum’un
koklerinden elde edilen ekstrelerin higbirisinin demir(Ill) i indirgeme giicii pozitif
kontrol olarak kullanilan askorbik asit, BHT, BHA ve gallik asit kadar yiiksek
bulunamamistir (Sekil 4.24). Etil asetat ve % 11’lik etanol ekstrelerinin demir(III)’i
demir(Il)’ye indirgeme giicleri en yiiksek olarak bulunmustur. Vanilik asit ekstrelerden
daha diisiik bir aktiviteye sahipken aposininin aktivitesi 10 mg/mL’den biiyiik oldugu

icin askorbik asite esdeger aktivitesi hesaplanmamustir.
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Sekil 4.24. P. endlicherianum ekstrelerinin ve standartlarin demir(IIl)’i demir(II)’ye indirgeme
kapasiteleri. (Ortalama olarak verilen degerler + %95 giiven araliginda belirtilmistir. (a-h) arasi
ayni harflerle belirtilmis barlar p>0,05' den farkli degildir.)
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4.4.2. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini

Viicuttan zararli ve hastalik yapici radikallerin uzaklastirilmas: olduk¢a énemlidir. Bu
amagla orneklerin antiradikal etkilerinin Olgiilmesinde azot merkezli stabil bir radikal
olan DPPH® radikali kullanilmistir. Biitiin ekstreler DPPH® radikalini fizyolojik pH’da
konsantrasyona bagli olarak siliplirmiislerdir. ICso degerleri, radikalin %50’sini
stiptirebilecek gerekli konsantrasyon olarak tanimlanir. Kiiciik deger yiiksek aktiviteyi
gosterir. Ekstrelerin ICso degerleri hazirlanan dogrusal olmayan egriler kullanilarak

hesaplanmis ve sonuclar Sekil 4.25°de verilmistir.
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Sekil 4.25. P. endlicherianum ekstrelerinin ve standartlarin DPPH® radikali siipiiriicii etkileri.
(Ortalama olarak verilen degerler + %95 giiven araliginda belirtilmistir. (a-h) arasi aym
harflerle belirtilmig barlar p>0,05' den farkli degildir.)

P. endlicherianum ekstreleri ile yapilan galismalar sonucunda ekstrelerin fizyolojik
pH’da siipliriici  etki  gosterdikleri  belirlenmistir.  Sekil 4.30’a  gore P.
endlicherianum’un %70’lik metanol ve etil asetat ekstreleri digerlerinden daha aktif
bulunmustur. Ancak bitkiden elde edilen higbir ekstrenin kullanilan pozitif kontroller
kadar etkili siipiiriicii etkiye sahip olmadig1 tespit edilmistir. Ekstrelerinin DPPH®

radikal siipiiriicti aktiviteleri sdyle siralanabilir: %70’lik metanol = etil asetat > % 11°lik
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etanol > butanol. Ekstrelerin bilesiminde bulunan vanilik asitin ICso degeri (0.199
mg/mL) ekstrelerden daha diisiik bulunurken, aposininin aktivitesi 10 mg/mL’den

bliyiik oldugu i¢in ICsp degeri hesaplananmistir.
4.4.3. p-Karoten/Linoleik Asit Birlikte Oksidasyonu inhibe Edici Etki Tayini

Gida lipitleri ve hiicre membranlar1 oksidatif ajanlarla kolaylikla okside olabilen
doymamig yag asitleri, linoleik ve arasidonik asitleri icerirler. Bu nedenle doymamis
yag asitleri iizerinden yapilan oksidasyon deneyleri Onem tasimaktadir. £ -
karoten/linoleik asit soldurma deneyi Ozellikle hiicre duvarindaki ve gidalardaki
doymamis yag asitlerinin oksidasyonunun tanimlanmasinda siklikla kullanilir. P.
endlicherianum ekstrelerinin ~ S-karoten/linoleik asit oksidasyonunu engelleme
dereceleri Sekil 4.26’da verilmistir. Sekil 4.31°de goriilebilecegi gibi elde edilen
ekstreler belli oranlarda inhibitor aktivite gostermistir. %70’lik metanol, butanol ve etil
asetat ekstreleri BHT, BHA ve gallik asit standartlarina yakin etkili olarak aktivite
gosterirken %]11°lik etanol ekstresi daha diisikk aktivite gostermistir. Ekstrelerin
aktivitesi zamana bagli olarak degisim gdstermemistir. Aposinin ve vanilik asit

ekstrelerden daha diisiik aktivite gostermislerdir.
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Sekil 4.26. P. endlicherianum ekstre ve standartlarin fS-karoten-linoleik asit peroksidasyonuna
etkileri. (Ortalama olarak verilen degerler + %95 giiven araliginda belirtilmistir.(a-d), (1-3) arasi
ayni harflerle ve rakamlarla belirtilmis barlar p>0,05' den farkli degildir.)
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Sekil 4.27. P. endlicherianum ekstre ve standartlarin S-karoten-linoleik asit peroksidasyonuna
etkileri

4.4.4. 2,2’- azino-bis (3- etilbenztiazolin-6- sulfonik asit) (ABTS"™®) Radikalini
Siipiiriicii Etki Tayini

Bu yontem mavi/yesil renkli bir bilesik olan ABTS'® radikali katyonu tarafindan
antioksidatif maddelerin miktarinin  spektroskopik olarak Olgiilmesi esasina
dayanmaktadir. Bu yontem ile flavonoitler, hidroksisinnamik asitler, karotenoitler gibi

hidrofilik ve lipofilik antioksidanlar dl¢iilebilmektedir.

Tiim ekstrelerin ABTS ™ radikalini siipiiriicii etkileri degerlendirilmis ve sonuglar Sekil
4.28de verilmistir. En yliksek aktivite etil asetat ekstresinde gozlenirken, en diisiik
aktivitenin butanol ekstresinde oldugu tespit edilmistir. Ekstrelerin pozitif kontrollerin
higbiri kadar yiiksek aktivite gosteremedigi belirlenmistir. Ekstrelerle ayni
konsantrasyonda vanilik asit daha diisiik aktivite gosterirken, aposinin ekstrelerden daha

yiiksek konsantrasyonda ekstrelere gore daha az aktivite gdstermistir.
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Sekil 4.28. P. endlicherianum ekstrelerinin ve standartlarim ABTS ™ radikalini siipiiriicii etkileri.

4.4.5. Askorbat —Fe (111)-Katalizli Fosfolipit Peroksidasyonunun Inhibisyonu

Coklu doymamis yag asitlerince zengin fosfolipitler biyolojik olarak ©nemli
molekiillerdir ve hidroksil radikali kaynakli bozulmaya agiktirlar. Ayrica lipitlerin
oksidatif bozulmas1 yaglarca zengin iiriinlerin acilagsmasinin da temelini olusturur. Bu
nedenle bu oksidatif hasari engelleyici yeni dogal maddelerin bulunmasi 6nem
kazanmistir. Sigir beyini kaynakli fosfolipit lipozomlarinin askorbat-Fe(lll)-katalizli
hidroksil radikalli bozunmasinda hidroksil radikalini siipiiriicii etki esasina gore
fizyolojik pH da TBA-reaktif bilesiklerin formasyonunun inhibisyonu ol¢iiliir. Sekil
4.29’da goriildiigii gibi etil asetat ekstresi standart olarak kullanilan rozmarinik asit ve
gallik asitten daha fazla aktivite gostermistir. %70’lik metanol ekstresi ise gallik asitten
daha aktif bulunmustur. Ekstrelerin bilesiminde bulunan aposinin diger standartlar ve
ekstreler kadar aktif bulunmazken vanilik asit azalan konsantrasyonlarda
peroksidasyonu tetiklemistir. Butanol ekstresinin diger ekstrelere gore daha az aktif
oldugu bulunmustur (ICsp 0,73 mg/mL). Aposininin 1Csy degeri 3,68 mg/mL’dir.
Vanilik asitin aktivitesi Smg/mL’den biiyiik oldugu i¢in ICsg degeri hesaplanmamugtir.
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Sekil 4.29. P. endlicherianum ekstrelerinin ve standartlarin fosfolipit peroksidasyonunu
inhibisyonu. (Ortalama olarak verilen degerler + %95 giiven araliginda belirtilmistir. (a-f) arasi

ayni harflerle belirtilmis barlar p>0,05' den farkli degildir.)
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Sekil 4.30. 1,1,3,3 tetrametoksipropan’a ait standart egri.
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Sekil 4.31. P. endlicherianum ekstrelerinin ve standartlarin Askorbat —Fe (I11)-katalizli
fosfolipit peroksidasyonunun inhibisyonu deneyinde MDA miktarina olan etkisi.

Sekil 4.31'de goriildiigii iizere biitiin ekstreler doza bagli olarak MDA miktarini kontrole
gore diistirmislerdir. En aktif ekstreler olan etil asetat ve %70’lik metanol ekstreleri
ayn1 konsantrasyonlarda rozmarinik asitle benzer aktivite gosterirken, gallik asitten
daha aktif, BHT ve BHA 'ya gore ise daha az aktiftirler. %11’lik etanol ve butanol

ekstreleri ayn1 konsantrasyonlarda aposinin ve vanilik asitten daha aktiftirler.

4.4.6. Spesifik Olmayan Hidroksil Radikali ile Yonlendirilmis 2-deoksiriboz

Bozulmasi

Deneyin esast Fenton reaksiyonu ile iiretilen hidroksil radikalinin deoksiriboza atak
etmesi ve parg¢alamasi soncu olusan bozunma iiriinlerinin diisiik pH ve sicaklik etkisiyle
TBA ile reaksiyona girerek pembe renk olusturmasma dayanir. Ekstrelerin DNA
hasarin1 koruma giici Sekil 4.32°de goriildiigii gibi askorbik asitten daha fazla

bulunmustur. Vanilik asit ve aposininin aktivitesi 5 mg/mL ‘den biiyiik bulunmustur.
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Sekil 4.32. P. endlicherianum ekstrelerinin ve askorbik asitin spesifik olmayan hidroksil
radikali ile yoOnlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasi inhibisyonu. (Ortalama olarak verilen
degerler = %95 giiven araliginda belirtilmistir. (a-b) arasi ayni harflerle belirtilmis barlar
p>0,05" den farkli degildir.)

4.4.7. Spesifik Hidroksil Radikali ile Yoénlendirilmis 2-deoksiriboz Bozulmasi

Ekstrelerin spesifik hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasin
engelleme giigleri spesifik olmayan hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz
bozulmas1 boliimiindeki gibi yapilmis olup, prosediirde EDTA yerine tampon ¢6zelti
kullanilmistir. EDTA ile selat yapmayan hidroksil radikali deoksiriboza daha hizli atak
ederek bozunma {irlinlerininin olusumuna sebep olup TBA ile reaksiyona girerek
kromojen olusturur. Ekstreler, aposinin ve vanilik asit spesik olmayan hidroksil radikali
bozunmasi deneyinde kullanilan konsantrasyonlarda calisilmis fakat spesifik hidroksil

radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasini engelleyememislerdir.
4.4.8. Demir(Il) Selat Aktivite

Iki degerlikli gecis metal iyonlar1 oksidatif prosesin Kkatalizlenmesi, hidroksil
radikallerinin formasyonu ve Fenton kimyasi gibi hidroperoksit dekompozisyon
reaksiyonlar1 gibi 6nemli rol oynarlar (158). Bu prosesler demirin selasyonu ve

deaktivasyonu ile sonlandirilabilir. Bu nedenle, ekstrelerin demir(Il) iyonlarinin
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selasyonuna etkileri incelendi. Ekstrelerin aktivitesi 10 mg/mL’ den biiylik

bulunmustur.
4.4.9. A549 ve RAW 264.7 Hiicrelerinde Antioksidan Aktivite Tayini
4.4.9.1. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesi:

GPx aktivite tayininde, H,O, varliginda indirgenmis glutatyon (GSH) GPx tarafindan
okside glutatyona (GSSG) oksitlenir ve oksitlenen GSSG’nin glutatyon rediiktaz enzimi
araciligiyla tekrar GSH’a doniistiiriilmesi esnasinda ortamda bulunan indirgenmis
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) kullanilir. Kullanilan NADPH miktari
absorbansdaki azalig seklinde 340 nm dalga boyunda izlendi.

IL-1(B) uygulanmayan biitiin gruplarda Sekil 4.33'de goriildiigii tizere GPx aktivitesi
konsantrasyon artisina bagli olarak artmistir. En diisiik aktiviteye sahip ekstre %11°lik

etanol ekstresi iken etil asetat ve butanol ekstresi benzer aktivite gdstermistir.

12

B 50 pg/mL

@100 pg/mL

@200 pg/mL
Kontrol(-)

GSH-Px Aktivite [nmol/mL/dak.]

Pe 11(-) Pe 70(-) Pe etas(-) Pe but(-) Kontrol(-)
Ornekler

Sekil 4.33. P. endlicherianum ekstrelerinin IL1-B uygulanmayan A549 hiicrelerinde glutatyon
peroksidaz aktivitesi. (Ortalama olarak verilen degerler + %95 giiven araliginda belirtilmistir,
p<0,05)
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Sekil 4.34. P. endlicherianum ekstrelerinin IL-1 uygulanan A549 hiicrelerinde glutatyon
peroksidaz aktivitesi. (Ortalama olarak verilen degerler + %95 giiven araliginda belirtilmistir,
p<0,05)

IL-1(B) uygulanan kontrol grubunda Sekil 4.34'de goriildiigii tizere GPx’de belirgin bir
artis olmustur. Butanol ve etil asetat ekstrelerinin diigiik dozlar1 IL-1(B) uygulanan
hiicrelerde GPx aktivitesini belirgin oranda artirirken, %11°lik etanol ekstresinin yiiksek
konsantrasyonlar1 GPx’i kontroliin altina diislirmiis, etil asetat ekstresinin yliksek
konsantrasyonlar1 kontroliin altina diisiirmemistir. %70’lik metanol ekstresinin GPx
aktivitesi 50 ve 100 mg/mL konsantrasyonlarda kontrole yakinken, 200 mg/mL
konsantrasyonda kontrole gore belirgin bir diisiis gdstermistir. Butanol ekstresinin biitlin
konsantrasyonlar1 GPx aktivitesinde kontrole gore istatiksel olarak anlamli sekilde

artirmistir.
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Sekil 4.35. P. endlicherianum ekstrelerinin LPS(-) ve LPS(+) RAW 264.7 hiicrelerinde
Glutatyon peroksidaz aktivitesi. (Ortalama olarak verilen degerler + %95 giiven araliginda
belirtilmistir. (a-b), (1-4), (*,**) aras1 ayni harflerle, rakamlarla ve isaretlerle belirtilmis barlar
p>0,05' den farkli degildir.)

LPS uygulanmayan kuyucuklarda biitiin ekstreler 25ug/mL konsantrasyonda Sekil
4.35'de goriildiigi tizere GPx aktivitesini kontrole gore artirmislardir. LPS uygulanan
kontrol kuyucugunda da uygulanmayan kuyucuga gére GPx’de anlamli artig vardir. LPS
uygulamasi yapilan biitiin kuyucuklarda ekstreler kontrole gore GPx aktivitesinde artis

gostermislerdir. En aktif ekstre etil asetat ekstresidir.
4.4.9.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi:

Bu yontemde ksantin-ksantin oksidaz (XOD) sistemiyle siiperoksit radikali tiretilmekte
ve olusan siiperoksit radikali, LN.T. (lo-donitrotetrazolyum) ile reaksiyon vererek
viyole renkli formazon boyasi olusturmakta ve bu renk siddeti 505 nm dalga boyunda
Ol¢iilmektedir. Ortamdaki CuZn-SOD aktivitesine bagli olarak bu reaksiyon dnlenmekte
ve % inhibisyon hesaplanmaktadir. SOD aktivitesi A549 hiicrelerinin siipernatan ve

lizatlarinda, RAW 264.7 hiicresi siipernatanlarinda incelendi.
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Sekil 4.36. P. endlicherianum ekstrelerinin IL-1p uygulanmayan A549 hiicre siipernatantlarinda
SOD aktivitesi. (Ortalama olarak verilen degerler + %95 giiven araliginda belirtilmistir, p<0,05)

IL-1B uygulanmayan A549 hiicre siipernatanlarinda sitozolik SOD aktivitesinde Sekil
4.36'da goruldugl tizere %11°1lik etanol ve %70’lik metanol ekstresi kontrole gore
konsantrasyon arttikca SOD aktivitesini anlamli sekilde artirmislardir. Etil asetat
ekstresi ise konsantrasyon artttkca SOD aktivitesini azaltmig, 200 pg/mL
konsantrasyonda SOD miktar1 kontrolle yaklasik ayn1 seviyelerde bulunmustur. Butanol

ekstresi kontrole gore SOD miktarinda diisiise neden olmustur.
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Sekil 4.37. P. endlicherianum ekstrelerinin IL-1p uygulanan A549 hiicre siipernatantlarinda
SOD aktivitesi. (Ortalama olarak verilen degerler = %95 giiven araliginda belirtilmistir, p<0,05)

IL-1B uygulanan A549 hiicre siipernatanlarinda sitozolik SOD aktivitesinde Sekil
4.37'de goriildiigl lizere biitlin ekstreler konsantrasyon artisina orantili olarak SOD
miktarin1 kontrole gore anlamli sekilde artirmiglardir. %11°1lik etanol ve butanol
ekstreleri benzer aktivite gosterirken etil asetat ekstresi kontrole gore SOD enzimini en

cok artiran ekstre olmustur.
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Sekil 4.38. P. endlicherianum ekstrelerinin IL-1p uygulanmayan A549 hiicre lizatlarinda SOD
aktivitesi. (Ortalama olarak verilen degerler + %95 giiven araliginda belirtilmistir, p<0,05)

IL-1B uygulanmayan A549 hiicre lizatlarinda mitokondriyal SOD aktivitesinde Sekil
4.38'de goriildigii {lizere butanol ekstresi kontrole gore anlamlhi bir farklilik
gostermezken %11°lik etanol, %70’lik metanol ve etil asetat ekstreleri doza bagli SOD
miktarint artirrmiglardir. %70’lik metanol ekstresi 200 pg/mL konsantrasyonda SOD

miktarini en ¢ok arttiran ekstre olarak bulunmustur.
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Sekil 4.39. P. endlicherianum ekstrelerinin IL-1p uygulanan A549 hiicre lizatlarinda SOD
aktivitesi. (Ortalama olarak verilen degerler + %95 giiven araliginda belirtilmistir, p<0,05)

IL-1PB uygulanan A549 hiicrelizatlarinda mitokondriyal SOD aktivitesinde Sekil 4.39'da

goruldiigli tlizere

%11°lik etanol, %70’lik metanol ekstreleri konsantrasyon arttik¢a

SOD aktivitesini azaltmiglardir. Etil asetat ekstresinin 100 pg/mL konsantrasyonda

SOD miktarimi kontrole gore azaltmis, 200 pg/mL konsantrasyonda artirmistir. Butanol

ekstresi biitlin konsantrasyonlarda kontrole gére anlamli bir farklilik gostermemistir.
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Sekil 4.40. P. endlicherianum ekstrelerinin LPS(-) ve LPS(+) RAW 264.7 hiicrelerinde SOD
aktivitesi. (Ortalama olarak verilen degerler + %95 giiven araliginda belirtilmistir. (a-d), arasi

ayni harflerle, belirtilmis barlar p>0,05' den farkli degildir.)

RAW 264.7 hiicrelerinde LPS uygulanan ve uygulanmayan hiicrelerin kontrol
gruplarmin SOD seviyesinde Sekil 4.40'da gorildiigi iizere anlamli bir farklilik
bulunmamustir. %11°lik etanol ekstesi LPS(-) grupta kontrole gére SOD seviyesinde
diigiis gosterirken, %70°lik metanol ekstresi artis gostermistir. LPS(+) grupta biitiin

ekstreler kontrole gore anlamli artis gostermistir.
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4.5. ANTIMIKROBIYAL AKTIiVITE

4.5.1. Disk Difiizyon

Tablo 4.9. P. endlicherianum ekstrelerinin disk difiizyon degerleri

Patojenler Pe 11 Pe 70 Pe etas Pe but Eritromisin  Nistatin
P. vulgaris TSA 9 13 11 D.E 15 -
B. cereus ATCC 7064 10 11 16 13 15 -
S. epidermidis ATCC 3699 10 D.E 20 D.E 28 -
S. pyogenes ATCC 19615 D.E D.E 14 D.E 14 -
S. typhiminium CCM 5445 10 D.E 12 D.E 14 -
P. aeruginosa ATCC 27853 10 14 12 10 23 -
B. cereus ATCC 11778 12 D.E 12 10 14 -
E. coli ATCC 11230 D.E 13 19 10 16 -
E. coli ATCC 25922 D.E 12 14 D.E 15 -
S. aureus ATCC 29213 9 10 18 D.E 29 -
C. albicans ATCC 90028 DE DE 11 DE - 24
C. tropicalis (IZOLAT) D.E D.E ° D.E ) 18
C. glabrata RSKK 0419 D.E 11 16 D.E - 21

Tablo 4.9'da belirtilen mikroorganizmalara karsi 1 mg/mL konsantrasyonda en aktif

ekstre etil asetat ekstresi iken en diisiik aktiviteyi butanol ekstresi gostermistir.

4.5.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Degerleri (ug/mL)

Tablo 4.10. P.endlicherianum ekstrelerinin MIK degerleri (ug/mL)
MIK (ug. mL™)

SUSLAR

Pe etas Pe 70 Pe 11 Pe but
P. vulgaris TSA 1000 2000 2000 2000
B. cereus ATCC 7064 1000 2000 4000 2000
S. pyogenes ATCC 19615 1000 2000 4000 2000
S. typhiminium CCM 5445 500 1000 1000 1000
S. epidermidis ATCC 3699 250 1000 1000 1000
P. aeruginosa ATCC 27853 2000 4000 4000 4000
B. cereus ATCC 11778 250 1000 2000 4000
E. coli ATCC 11230 1000 1000 2000 2000
E. coli ATCC 25922 1000 2000 4000 4000
S. aureus ATCC 29213 750 750 1000 1000
C. glabrata RSKK 0419 500 1000 2000 4000
C. albicans ATCC 90028 1000 4000 8000 8000

C. tropicalis (IZOLAT) 2000 4000 8000 8000




Yapilan minimum inhibisyon konsantrasyonu ¢alismasinda en diisiik MiK degeri Tablo
4.10'da goriildiig tizere etil asetat ekstresine aittir. Aktivite etil asetat > % 70’lik

metanol> % 11’lik etanol > butanol ekstreleri seklindedir.
4.6. IMMUN SISTEM UZERINE AKTIVITE
4.6.1. Prostaglandin E; Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii

Reaksiyon sinirli miktarda PGE; monoklonal antibody i¢in PGE, ve PGE;-
asetilkolinesteraz konjugati (PGE; Tracer) arasindaki kompetisyona dayalidir. PGE;
tracerin konsantrasyonu sabitken PGE; nin konsantrasyonu degiskenlik gosterir. PGE2
monoklonal antibodiye baglanabilme kapasitesi olan PGE; tracerin miktari, kuyucuktaki
PGE; miktari ile ters orantilidir. Antibody- PGE; kompleksi daha 6nceden kuyucuklara
kaplanmis olan goat poliklonal antimouse IgG’ye baglanir. Plak baglanmayan
ajanlardan uzaklastirnlmak icin yikanir ve asetilkolinesteraz igin substrat igeren
Ellmann’s reaktifi eklenir. Bu reaksiyonun iiriinii 412 nm’de absorbans veren sar1 renk
olusturur ve boylece kuyucuga baglanan PGE, tracer’in miktari spektrofotometrik
olarak Ol¢iiliir ve ters orantili miktara sahip olan PGE;’nin konsantrasyonu bulunmus

olur.
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Protein blokasyonu
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Sekil 4.41. PGE; kit dl¢lim prensibi
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Sekil 4.42. P. endlicherianum ekstrelerinin LPS uygulanan ve uygulanmayan RAW 264.7
hiicrelerinde PGE, miktarina olan etkisi. (Ortalama olarak verilen degerler = %95 giliven
araliginda belirtilmistir. (a-c), (*,**) aras1 ayni harflerle ve isaretlerle belirtilmis barlar p>0,05'
den farkli degildir.)

LPS uygulanan kontrol kuyucugunda uygulanmayan kuyucuga gore Sekil 4.42'de
goriildiigl tizere PGE,’de artig olmustur. LPS ve ekstrelerin uygulandigi kuyucuklarda
LPS uygulanmayan kuyucuklara gore PGE; miktari artarken, kontrol kuyucuguna gore
artis olmamustir. Ekstreler arasinda etil asetat ekstresi PGE; miktarin1 diger ekstrelere
gore daha fazla azaltmigtir. Aposinin ise %70’lik metanol ve butanol ekstreleriyle

benzer aktivite gostermistir.
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4.6.2. interferon —y Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii
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Sekil 4.43. P. endlicherianum ekstrelerinin LPS uygulanan ve uygulanmayan RAW 264.7
hiicrelerinde Interferon —y miktarma olan etkisi. (Ortalama degerler oarak verilen degerler +
%95 gliven araliginda belirtilmistir, p<0,05)

LPS uygulanan kontrol kuyucugunda uygulanmayan kuyucuga gore Sekil 4.43'de
goriildiigii tizere IFN- y’da artis olmustur. LPS ve ekstrelerin uygulandig: kuyucuklarda
LPS uygulanmayan kuyucuklara gore IFN- y miktar1 artarken, kontrol kuyucuguna gore
artis olmamustir. Biitlin ekstreler LPS uygulanan kontrol kuyucuguna gore IFN-7y
miktarin1 anlamli sekilde artirmamis veya azaltmamigslardir. Aposinin ise ekstrelerle

benzer aktivite gostermistir.

4.6.3. TNF-a Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii

Ekstrelerin hiicrelere uygulandiktan sonra TNF-a sitokin diizeyi tizerindeki etkileri kit
prosediiriine gore analiz edildi. Kit prosediirinde uygulanan basamaklar ve bu

basamaklarda gerceklesen islemler Sekil 4.44°de gosterilmistir.
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Omek veva standart iginde bulman TNF-q
laayuculklardaki antibody ile baglamir.

Biotin-konjugat antimouse TNF-o antibody eklenerek
lonyuculktaki antibody tarafindan tutulan

TNF-o'va baglanir.

Inkiibasyon sonunda baglanmavan biotin-konjugat anti-mouse
TNF-o vyikama ile uzaklastiilir Streptavidin-HRP eklenerek
biotin-konjugat anti-mouse TNF-o 1le baglanir.

Inkithasvaon somunda bajlanmavan Streptavidin-HRP
vikama ile uzaklastirilir Kuvucuklara eklenen substrat
ile HRP reaksiyona

Sekil 4.44. TNF- o kit 6l¢iim prensibi
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Sekil 4.45. P. endlicherianum ekstrelerinin LPS uygulanan ve uygulanmayan RAW 264.7
hiicrelerinde TNF-o. miktarina olan etkisi. (Ortalama olarak verilen degerler £ %95 giiven

araliginda belirtilmistir. (a-c), (*,**) aras1 ayni harflerle ve isaretlerle belirtilmis barlar p>0,05'
den farkli degildir.)

LPS uygulanan kontrol kuyucugunda uygulanmayan kuyucuga gore Sekil 4.45'de
goriildiigli tizere TNF-a’da artis olmustur. LPS uygulanan ve uygulanmayan biitiin
kuyucuklarda ekstreler ve aposinin TNF-o miktarin1 anlamh sekilde artirmistir. %
70’lik metanol, butanol ekstreleri ve aposinin diger ekstrelere gore TNF-oo miktarini

daha ¢ok artirmiglardir.
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4.6.4. Interlokin-10 (IL-10) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii
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Sekil 4.46. P. endlicherianum ekstrelerinin LPS uygulanan ve uygulanmayan RAW 264.7
hiicrelerinde IL-10 miktarina olan etkisi. (Ortalama olarak verilen degerler + %95 giiven
araliginda belirtilmistir. (a-c), (*,**) aras1 ayni harflerle ve isaretlerle belirtilmis barlar p>0,05'
den farkli degildir.)

LPS uygulanmayan kontrol kuyucugunda ve ekstre i¢eren kuyucuklarda Sekil 4.46'da
goriildiigii tizere 1L-10 seviyesi anlamli miktarda olglilememistir. LPS uygulanan ekstre
iceren kuyucuklarda IL-10 seviyesi kontrole gore anlamli artis gostermistir. IL-10
miktarini en ¢ok artiran etil asetat ekstresi olmustur. %11°lik etanol, %70’lik metanol,

butanol ekstreleri ve aposinin benzer aktivite gostermislerdir.
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4.6.5. Interlokin-6 (I1L-6) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii
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Sekil 4.47. P. endlicherianum ekstrelerinin LPS uygulanan ve uygulanmayan RAW 264.7
hiicrelerinde IL-6 miktarina olan etkisi.(Ortalama oarak verilen degerler + %95 giiven araliginda
belirtilmistir. (a-C), (*,**) arasi ayn1 harflerle ve isaretlerle belirtilmis barlar p>0,05' den farkli
degildir.)

LPS uygulanan kontrol kuyucugunda uygulanmayan kuyucuga gore sekil 4.47'de
goriildiigli gibi IL-6 seviyesinde artis olmustur. LPS uygulanmayan ekstre igeren
kuyucuklarda IL-6 seviyesinde kontrole gore belirgin bir farklilik yok iken LPS
uygulanan ve ekstre iceren kuyucuklar IL-6 seviyesinde belirgin artis gostermislerdir.

En anlamlh artist %70’lik metanol ekstresi gosterirken, %11°lik etanol, etil asetat,

butanol ekstreleri ve aposinin benzer aktivite gostermislerdir.
4.6.6. interlokin-1p (IL-1p) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii

Kit prosediiriine gore yapilan ¢alisma sonucu anlamli sonuglar bulunamamastir.



5. TARTISMA SONUC

Bu tez kapsaminda arastirma konumuz olan P. endlicherianum Fenzl. tiiriiniin in vitro
antioksidan, immiinmodiilator ve antimikrobiyal etkileri ile bu etkiden sorumlu

bilesikleri kantitatif ve kalitatif olarak incelenmistir.

Geleneksel olarak Afrika kitasinda kullanilan ve daha sonra koklerinden hazirlanmis
standardize ekstresi tentiir formunda ila¢ haline getirilen P. sidoides tiim diinyada
oldugu gibi iilkemizde de Saglik Bakanlig: izinli bir ilactir. Ulkemizde Pelargonium
tirlerinden P. endlicherianum ve P. quercetorum yetismektedir. Bu tezin amaci ise P.
sidoides’den gelistirilmis ilag benzeri bir potansiyel ilacin iilkemizde yetisen
Pelargonium tiirlerinin koklerinden elde edilip edilmemesinin arastirilmasi olmustur.
Saglik Bakanligi’nin izniyle UMCA® ticari adi ile Abdi ibrahim ilag Sanayi tarafindan
ithal edilen ilacin igeriginde P. sidoides % 11’lik etanol ekstresi bulunmaktadir. Bu
nedenle ¢alismada P. endlicherianum’un % 11°lik etanol ekstresi kullanilmistir. Ayrica
genel bir ektraksiyon ¢oziiciisii olarak da % 70’lik metanol ekstresi kullanilmistir.
Caligmamizda etken maddelerin fraksiyonlanmasi amaciyla % 70’lik metanol ekstresi
etil asetat ve butanol ile apolar ve polar fraksiyonlara ayrilmistir. Calismada iki ana
ekstrenin ve iki fraksiyonun antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri ile immiin sistem

tizerine etkileri aydinlatilmaya ¢alisilmistir.

P. endlicherianum’un toprak alt1 kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin verimleri % 11’lik

etanol ekstresi i¢in % 7,57 ve % 70’lik metanol ekstresi igin % 21,37 olup etil asetat ve



butanol fraksiyonlarinin verimleri ise sirasiyla % 16,60 ve % 20,50°dir. Bitkinin toplam
fenol ve toplam flavonoit miktari spektrofotometrik yontemle hesaplanmis ve en yiiksek
miktar etil asetat ekstresinde (sirasiyla, 305,91 + 10,52 mQcae/Uekstre, 82,16 + 0,68
MORe/Jekstre) bulunmustur. Toplam flavonol miktar1 en yiiksek olan ekstre ise % 70’lik

metanol (34,75 + 1,61mgca/Jekstre) €kstresidir (Tablo 4.1).

Ekstrelerin kimyasal bilesimleri YBSK/KS/KS ve YBSK analizleri ile belirlenmistir.
Kiitle analizleri sonucu tespit edilen maddelerin standartlar1 temin edilerek kantitatif
analizleri ters faz kromatografisi ile yapilmistir. Bu analizler sonucunda etil asetat, %
70’lik metanol ve % 11’lik etanol ekstrelerinde tanimlanan aposinin (1-(4-Hidroksi-3-
metoksifenil) ethanon) ana madde olarak tespit edilmistir. Ayrica ekstrelerde benzoik
asit tirevlerinden; gallik asit, 3,5-dihidroksi benzoik asit ve vanilik asit,
hidroksisinnamik asit tlirevlerinden; ferulik asit ve kafeik asit, flavonoit tiirevlerinden
kersetin, tanen tiirevlerinden ise 1,2,3,4,6-pentagalloil glukozun varligi tespit edilmistir
(Tablo 4.3). Literatiirde P. sidoides ve P. reniforme’nin ¢esitli fenolik ve polifenolik
bilesikler tasidigi, koklerinin ise 6,7,8-trihidroksikumarin ve 8-hidroksi-5,6,7-
trimetoksikumarin igerdigi belirtilmistir. Yapisal olarak kumarinle iliskilendirilen
umkalin ana bilesik olarak tespit edilmistir. Skopoletin,  7-hidroksi-5,6-
dimetoksikumarin ve 7-hidroksi-5,6-dimetoksikumarinin 7-metil eter ve 7-glukozit
tiirevi, P. reniforme de dahil olmak tizere P. betulinum, P.capitatum, P. cucullatum, P.
hirtum, P. luridum, P. moreanum, P. myrrifolium, P. radula, P. salmoneum, P.
sidaefolium, P. triste ve P. zonale tiirlerinde tanimlanmistir (38). P. inquinans tiiriinde
aktif bilesik 1,2,3,4,6-penta-O-galloil-$-D-glukoz olarak belirlenmistir (50). Literatiirde
P. endlicherianum ile yapilmis kimyasal bilesim analizi yoktur. Bu tez kapsaminda
yapilan kompozisyon analizleri sonucunda bitkinin koklerinde kumarin tiirevi bilesikler

belirlenmemistir.

Asetovanillon olarak da bilinen aposinin, vanilin ve vanilinin oksitlenmis formu olan
vanilik asit tlirevi bir bilesiktir. Aposinin ilk olarak Apocynum cannabinum koéklerinden
izole edilmistir (159). Aposinin bitkilerdeki muhtemel sentez yolagi 4-hidroksibenzoik
asit tlirevi olan vanilin ve vanilik asit iizerinden gergeklesmektedir. 4-hidroksibenzoik
asit tiirevleri sikimik asit yolaginda dogrudan veya sinnamik asit tiirevlerinin cifte

baglarinin ayrilmasi ve yan zincirden iki karbon eksilmesi ile de olusurlar. Sekil 5.1°de
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goriildiigii lizere p-kumarik asit, vanilik asitin olusumunda 4-hidroksibenzoik asit ve

ferulik asitin prekiirsoriidiir (160).

COSCoA COSCoA COSCoA

CO,H
HSCoA
ATP H 0 N AD*
R

OH
R=H, p-kumank asit R=H, p—kumanl -CoA
R=0Me, ferylik asit R = OMe, feruloil-CoA
H'!O HSCOA reverse
b Claisen
CH5COSCoA
CO-H
COH COSCoA
reverse
aIdDI NAD*’
-
R R
OH OH
R =H, 4-hidroksi R=H. 4-hidroksi benzoik
benzaldehit asit
R = OMe, vanilin R = OMe, vanilik asit

Sekil 5.1. Vanilin ve vanilik asit biyosentez yolagi (160).
Ekstrelerin bilesiminde benzoik asit tiirevlerinin ve ferulik asitin bulunmas1 aposininin

prekiirsorleri oldugunu diistindiirmektedir.

YBSK analizinde aposininle birlikte gelen 1,2,3,4,6-pentagalloil glukoz (PGG), glukoz
ve gallik asit i¢erir. Paeonia tiirlerinde PGG’nin bir asetofenon tiirevi olan paeonol (1-
(2-hidroksi-4-metoksifenil) ethanon) ile birlikte tespit edilmesi bizim sonuglarimizi da
dogrulamaktadir (157). Paeonol ve aposinin birbirlerinin sinonimi olan maddelerdir.
Bizim analizlerimizde de hem aposinin hem de PGG ekstrelerimizde tespit edilmistir.
Ayrica Picrorhiza kurrooa kokleri ile yapilan bir ¢alismada aposinin ve tiirevleri,
vanilik asit, ferulik asit ve PGG birlikte teshis edilmislerdir (161). Bu da bu bilesiklerin
biyosentetik yolaklarmin ortak oldugunu diisiindiirmektedir. Tez kapsaminda ¢alisilan

P. endlicherianum koklerinde de bu bilesikler birlikte teshis edilmistir.

Ekstrelerin demir(III)’ti demir(Il)’ye indirgeme kapasitesi hidrojen verme kapasiteleri
olarak degerlendirilir. Indirgeme kapasitesi radikal zincir reaksiyonlarinin baslangig
sathasinda olduk¢a Onemlidir (142). Literatiirde, sulu ekstrelerin  demir(IIl)’i

demir(Il)’ye indirgeme kapasiteleri ile antioksidan aktiviteleri arasinda yiiksek
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korelasyon bulunmasina ragmen, bunun her zaman dogru olmadigi kayithidir (143, 162,
163). Bu yontem hidrofilik ve lipofilik antioksidanlarin tayini i¢in uygundur (164).
Ayrica yapilan ¢alismalarda bitki ekstrelerinde indirgeme giicii ile antioksidan aktivite
arasinda dogrudan korelasyon oldugunu gosterilmistir (165). Calismamizda ekstrelerin
demir(ITI)’ti demir(Il)’ye indirgeme giicii spektrofotometrik yontemle test edilmistir.
Sonuglar askorbik asite esdeger olarak hesaplanmis (AscAE) ve bu degerler
kullanilmistir. AscAE degeri biiylidiikge aktivite de artmaktadir. P. endlicherianum
ekstrelerinin indirgeme kapasiteleri 0,41-0,81 mmol/g AscAE arasindadir ve en aktif
ekstre olarak etil asetat ekstresi (0.81 mmol/g AscAE) bulunmustur (Sekil 4.24).
Fenolik asitler ve flavonoitler dogal antioksidanlar olarak bilinirler. Fenolik asitler,
ozellikle hidroksisinnamatlar, antioksidan aktivitelerini hidrojen vererek gosterirler
(163, 166). Bu tez kapsaminda incelenen ekstrelerin igerisinde tanenler ve fenolik asitler
tanimlanmistir. En yiiksek elektron verici ekstre olarak tespit edilen etil asetat
ekstresinin kimyasal bilesiminin fenolik maddelerce de zengin oldugu belirlenmistir.
Tanenlerin artan konsantrasyonlarda demir(IIl)’ic indirgeme gliglerinin arttigi

gosterilmistir (167).

Fenolik asitler ve flavonoitler polar ¢oziiciilerde ¢oziiniirler ve polar sistemlerde giiglii
aktivite gosterirler. Demir(IIl)’ii indirgeme reaksiyonu ve DPPH® radikal siipiiriicii etki
testleri polar ortamlarda yapilmaktadir. Bu nedenle bu bilesiklerce zengin fraksiyonlar
bu deney sistemlerinde etkili olarak bulunmuslardir. Etil asetat ekstresinin bilesiminde
diger ekstrelere gore daha fazla miktarda bulunan 1,2,3,4,6-penta-O-galloil-f-D-glukoz
(PGG)’un yapilan ¢alismalarda demir indirgeyici aktivitesi ICsy 4.6+0.2 pM degeriyle
askorbik asite ( 1Cso 48+0.5 uM) gore daha gii¢lii bulunmustur (168).

Tez kapsaminda incelenen sonuglarda indirgeme kapasitesi ile ABTS®" radikalini
stiptiriicii etkileri arasinda korelasyon bulunmustur (y=2,697x-0,487; R? = 0,723).
Yapilan bir ¢alismada P. endlicherianum koklerinden hazirlanan % 70’lik metanol
ekstresinin indirgeyici giicliniin % 11°’lik etanol ekstresinden daha fazla oldugu
gosterilmistir (67). Baska bir ¢aligmada P. reniforme’nin kok ve yaprak kisimlari ile
hazirlanan metanol ve su ekstrelerinin indirgeyici giicli konsantrayona bagli artis
gosterirken standart olarak kullanilan BHT kadar etkili bulunmamistir (55). P.
purpureum’un ise plazma, kalp ve akciger doku homojenatlarinda demir indirgeme

kapasitesi 0l¢iilmiis ve ekstrenin etkili oldugu belirtilmistir (57).
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1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikali, 517 nm’de maksimum absorbans veren
stabil bir radikaldir. Antioksidan 6zellikli maddeler tarafindan elektron ve hidrojen atom
transferi ile DPPH® radikalinin hidrazin tiirevlerine indirgendiginde absorbans diiser
(Sekil 5.2.) (99).

DPPH* (antioksidant, . fenolik) (DPPH-H) (antioksidant serbest radikali)

Sekil 5.2. DPPH?* radikali ile antioksidan arasindaki reaksiyon
Ekstrelerin azot merkezli stabil bir radikal olan DPPH?® radikalini siipiirme kapasiteleri
fizyolojik pH da incelenmis ve sonuglar ICso degerleri olarak (mg/mL) verilmistir. ICsg
degeri azaldikga aktivite artmaktadir. P. endlicherianum ekstrelerinin 1Csy degerleri
0,23-0,84 mg/mL arasinda degismektedir (Sekil 4.25). P. endlicherianum bitkisinden
elde edilen %70°1lik metanol ve etil asetat ekstrelerinin DPPH® radikalini siipiiriicii etkisi
(ICs0 0,23 mg/mL) diger ekstrelere gore daha yiiksek olarak bulunmustur. Ekstrelerin
ana bileseni olan aposininin DPPH® radikalini siipiiriicii etkisi 10 mg/mL’den biiyiik
bulunmustur ve ekstrelerdeki aktivitenin aposininden kaynaklanmadigi anlasilmistir.
Ekstrelerin bilesiminde bulunan diger bir bilesik olan vanilik asitin ise ICsp degeri 0,199
mg/mL olup etil asetat ve %70'lik metanol ekstresinden daha aktiftir. Standart olarak
kullanilan ve ayni1 zamanda ekstrelerin bilesiminde de bulunan gallik asitin ICso degeri
ise 0,023 mg/mL olarak belirlenmis olup radikal siipiiriicii etkisi BHA, BHT ve
askorbik asitten daha yiiksek bulunmustur. En yiiksek aktivite gosteren %70’lik metanol
ve etil asetat ekstrelerinin bilesimlerinin tanen tiirevleri bakimindan zengin olmasi
nedeniyle etkiden sorumlu olarak bu bilesikler belirlenmistir. Ekstrelerin DPPH®
radikalini stiptiriicii etkisi ile lipit peroksidasyonunu engelleyici etkisi arasinda yliksek
korelasyon bulunmustur (y=0,260x-0,064; R?=0,91). Etil asetat ekstresinin bilesiminde
bulunan 1,2,3,4,6-penta-O-galloil-5-D-glukoz (PGG), glukozun pentahidroksi gallik asit



esteri olup gallotanenlerin ve elajitanenlerin genel prekiirsoriidiir. Yapisal olarak etkili
bir radikal siipiiricii de orto-dihidroksi grup (katesol yapisi) elektron verici olarak
radikallerin hedefi haline gelmektedir. PGG’de orto-dihidroksi gruplari igeren katesol
yapisinin ve bes galloil grubun varli§i antioksidan aktivitesinin yiiksek olmasini
kesinlestirmektedir. Etil asetat ekstresinde PGG miktarinin diger ekstrelere gore daha
fazla olmasi bu ekstrelerin DPPH® radikalini siipiiriicii etkisinin yiiksek olmasini
kamitlamaktadir. Yapilan ¢alismalarda PGG’> un DPPH® radikalini siipiiriicii aktivite
tayininde 1Csp degerinin 1,14 pg/mL olmasi bilesigin potent bir antioksidan oldugunu
gostermektedir (50).

P. endlicherianum ile daha once yapilan yiiksek lisans tez ¢alismasinda da % 70’lik
metanol ekstresinin 1Csy degeri % 11°lik etanol ekstresinden daha diisiik bulunmustur
(67). Farkli bir ¢alismada ise P. endlicherianum tiiriiniin toprak tstii kisimlarinin
metanol ekstresinin DPPH radikalini siipiiriicii etkisi 7,43 + 0,47 pg/mL, standart olarak
kullanilan askorbik asit ise 3,80 £ 0,17 ug/mL bulunmustur. Bu sonuglara gore bitkinin
toprak alt1 ve toprak istii kisimlarinin radikal siipiiriicli aktivitesinin oldugu
goriilmektedir (66). P. inquinans tiiriiniin yapraklari ile hazirlanan metanol, etil asetat,
butanol, n-hekzan ve su ekstreleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikalini gii¢lii stipiiriicii
etki gostermislerdir. Etil asetat ekstresi ve bu ekstreden izole edilen 1,2,3,4,6-penta-O-
galloil-p-D-glukoz (PGG) daha aktif bulunmustur (50). Bu bizim sonuglarimizla da
uyum gostermektedir. P. betulinum ve P. crispum tiirlerinin (yaprak, yaprak sapi ve
govde) aseton ekstrelesiyle yapilmis olan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikali
stiptiriicti etki tayini deneyinde, ICso degeri 4,72 + 0,14 pg/mL olan askorbik asit pozitif
kontrol olarak kullanilmig ve ekstrelerin 1Csy degerleri sirasiyla 4,13 + 0,14 pg/mL ve
4,49 + 0,18 pg/mL seklinde bulunmustur. Bu iki tiirde askorbik asit kadar antioksidan
aktivite gostermistir (28).

Hiicre membranlarinda bulunan lipitler, linoleik asit ve arasidonik asit gibi oksidasyona
oldukg¢a miisait doymamis yag asitleri bakimindan zengindirler (169, 170). Bu nedenle,
bu tez kapsaminda incelenen ekstrelerin antioksidan etkileri taranirken lipitlerin
oksidasyonuna ait deney ortamlarinin kullanilmasi 6nemlidir. Bu amagla en ¢ok
kullanilan deney modellerinden birisi S-karoten-linoleik asit soldurma testidir. Linoleik
asitin diallilik metilen gruplarindan hidrojen eksilmesiyle peroksil serbest radikalleri

olusarak doymamis f-karoteni oksitler. Ekstrelerin bilesiminde bulunan antioksidan
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yapilar p-karotenin hidroperoksit tarafindan oksidasyonunu minimize ederler. -
karotenin degredasyon hizi ekstrelerin antioksidan kapasitesine baglidir (171). P.
endlicherianum ekstrelerinde oksidasyonu engelleyici etki zamana bagli olarak
incelenmis ve zamana bagli bir degisim gozlenmistir. % 70’lik metanol ve butanol
ekstreleri hemen hemen benzer aktivite gostermis olup, etil asetat ve % 11°lik etanol
ekstrelerinden daha aktiftirler (Sekil 4.26 ve Sekil 4.27). P. endlicherianum ile yapilan
farkli bir tez caligmasinda ise kloroform ekstresi ve % 11’°lik etanol ekstresi diger
ekstrelerden daha aktif bulunmustur (67). P. endlicherianum toprak tstii kisimilarinin
metanol ekstresinin p-karoten-linoleik asit beyazlama testinde % inhibisyonu
72,6 £2,96 iken BHT 96,6 £1,29 % inhibisyon gostermistir (66). P. radula’nin
yapraklarindan farkli yontemlerle hazirlanan su ve etanol ekstreleri standart olarak

kullanilan BHA ile benzer aktivite gostermistir (52).

En ¢ok kullanilan antioksidan yontemlerinden biri olan ABTS®" / TEAC yéntemi 660,
734 ve 820 nm’de maksimum olan karakteristik uzun dalga boylu absorpsiyon
spektrumu gosteren ABTS®" radikal katyonunun absorbansinin antioksidan tarafindan
inhibisyonuna dayanmaktadir (172). Yontemde hidrojen peroksit ile metmiyoglobinin
aktivasyonu sonucu ferrilmiyoglobin olusur. Bu bilesik daha sonra 2,2-azinobis(3-
etilbenzothiazollin-6-sulfonik asit) (ABTS) ABTS®" radikal katyonunun olusmasina
neden olmaktadir. Ekstre, ABTS®" radikalleri olusumundan 6nce eklenir ve antioksidan
Kapasitesine gére ABTS®" radikallerinin olusumunu azaltir (146, 173). Bu ¢alismada ise
ekstrelerin ve vanilik asitin ABTS®" radikalini siipiiriicii etkileri 0,50 ve 1 mg/mL
dozlarda incelenmistir. Standartlar 0,25 ve 0,5 mg/mL, aposinin ise 1 ve 5 mg/mL
konsantrasyonlarda caligilmistir. Biitlin ekstreler 1 mg/mL dozda en yiiksek aktiviteyi
gostermistir. Hicbir ekstre pozitif standart olarak kullanilan BHT, BHA, gallik asit,
rozmarinik asit kadar aktivite gosterememistir (Sekil 4.28). Bu deneyde de fenolik
asitler ve tanen icerigi yiiksek olan ekstreler yiiksek aktivite gostermis olup literatiirle
de uyum gostermektedir. Vanilik asit 0,5 mg/mL konsantrasyonda % 11°lik etanol, %
70’lik metanol ve etil asetat ekstreleriyle benzer aktivite gosterirken, 1 mg/mL
konsantrasyonda aktivitede diisiis olmustur. Aposinin ekstrelerden daha yiiksek
konsantrasyonda calisilmig, vanilik asit ve ekstrelerden daha az aktif bulunmustur.
Vanilin ve analoglarinin antioksidan aktivitesinin incelendigi bir ¢alismada vanilik
asitin DPPH radikalini siipiiriicii etkisi bulunurken aposininin aktivitesinin olmadigi

belirtilmistir, ayn1 calismada ABTS®" radikalini stiptiriicli etkide vanilil alkol ve vanilik
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asitin antioksidan aktivite gosterdigini, aposinin ve vanilinin 120 dakika boyunca
reaksiyon hizinin yavas oldugu belirtilmistir. 1 mol aposinin 2,5 mol ABTS®" radikalini
stiplirmiistiir. Aposininin oksitlenebilir bir hidroksil grubunun bir ekivalen radikalden
daha fazlasim siipiirebilmesi radikal ile katim reaksiyonuna baglidir ve oksitlenebilir
dimer yapisi protokatesik esterlerin toplam radikal siipiiriicii etkisinin devam etmesini
saglar (174). Bu literatiirde bulunan sonuclarin, tez kapsaminda yapilan aposinin ve
vanilik asitin DPPH®*" ve ABTS®" radikalini siipiiriicii etkileri ile uyumlu oldugu
goriilmektedir. Ekstrelerin ABTS®" radikalini siipiiriicii etkileri ile toplam fenol igerigi
arasinda yiiksek korelasyon bulunmustur (y=0,007x-0,359; R?=0,94). Farkli bir
caligmada P. reniforme koklerinin ABTS®" radikalini siipiiriicii etkisi yoniinden aktif
bulundugu belirtilmistir (175). P. reniforme’nin yaprak ve koklerinden hazirlanan
metanol ekstreleri  0,025-0,5 mg/mL konsantrasyonlarda BHT’den daha aktif
bulunurken su ekstrelerinin aktivitesi BHT den daha diisiik bulunmustur (55).

Lipit peroksidasyonu reaktif oksijen tiirlerinin birikmis etkisi olup biyolojik sistemlerin
bozulmasina yol agan zincir bir reaksiyondur. Reaktif serbest radikaller, doymamis yag
asitinin metilen grubundan allilik hidrojen atomu ¢ikarilmasi ile reaksiyonu baslatirlar.
Baglarin yeniden diizenlenmesi ile devam eden reaksiyon sonucu stabil dien konjugatlar
olusur (176). Bu calismada demir(Ill) ve askorbik asit varliginda fosfolipit esash
lipozomlar, hizla hidroksil radikal kaynakli peroksidasyona tabi tutulmus ve
malondialdehit ve benzer aldehitlerin tesekkiilii saglanmistir. Olusan bu reaktif
aldehitler 2-tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona sokularak olugan pembe renk 532 nm’de
spektrofotometrik olarak olcililmiistiir. Olusan renk siddeti reaktif aldehit miktar1 ile
dogru orantili olmasi nedeniyle lipit peroksidasyon miktar1 ve dolayisiyla test

maddelerinin antioksidan etkileri de bu sekilde tayin edilmistir.

P. endlicherianum’dan elde edilen ekstreler 2-tiyobarbitiirik asit reaktif tiirlerinin
(TBARS) olusumunu engelleyerek gii¢lii antioksidan etki gostermislerdir. Ekstrelerden
etil asetat ekstresi, en aktif (ICsp 0,05 mg/mL) ekstre olarak tespit edilmistir. Butanol
ekstresi ise en yliksek ICsp degerine sahiptir. Etil asetat ektresinin bilesiminde tanenler
ve fenolik asitler yiiksek oranda bulunmaktadirlar. Aposinin ve vanilik asitin 1Cs degeri
ekstrelere gore oldukga yiiksek bulunmustur (Sekil 4.29). Pentagalloil glukozun lipit
peroksidasyonuna olan etkisinin, fare g6z lensinde ksantin-ksantin oksidazla olusturulan

hasar sonrasi katarakt olusumunu engellemesi iizerinden degerlendirildigi bir ¢alismada
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katarakt olusumunu giiglii bir sekilde inhibe edildigi gosterilmistir (177). 1,2,3,4,6-
penta-O-galloil-$-D-glukoz H,0; ile indiiklenen hamster akciger fibroblast hiicrelerinde
sadece H,0; ile indiiklenen gruba gore belirgin aktivite gostermistir (178). Bu sonuglara
gore, etil asetat ve % 70’lik metanol ekstresinin yiiksek aktivite gostermesi 1,2,3,4,6-
penta-O-galloil-f-D-glukoz ile iliskilendirilmistir. Ekstreler fosfolipitleri oksidasyona
kars1 hidroksil radikallerini lipit matriksinin igerisinde reaksiyona girmeden oOnce
tutarak korumuslardir. Bu nedenle ekstreler lipitce zengin matriksi bulunan biyolojik

membranlarda ve gida iirlinlerinde koruyucu olabilirler.

Ekstrelerin demir(Il) selat aktivitesi 10 mg/mL’den biiyiikk bulunmustur. Ekstrelerin
demir(Il) selat aktivitesini serbest radikal siipiiriicii aktivitelerin sonuglar1 ile
kiyasladigimizda korelasyon bulunmamaktadir. Bu c¢eliski antioksidan aktivite
deneylerinin mekanizmalarinin farkliligina baglanabilir (179). Ayrica 3-hidroksi-4-keto
veya 5-hidroksi-4-keto grup igeren flavonollerin kuvvetli metal selasyonu aktivitelerinin
oldugu ve metallerle stabil kompleksler olusturduklar literatiirlerde kayitlidir (180).
Ekstrelerin flavonol yoniinden zengin olmayis1 metal selatlayict 6zelliklerinin olmamasi
ile iligkilendirilebilir. Ayrica buldugumuz sonuglar 1,2,3,4,6-penta-O-galloil-4-D-glukoz
igeren Rhus typhina L. yaprak ekstresinin (181), Chua et al. (182) ve Tung et al (183)

sonuglar1 ile uyumludur.

Ekstreler spesifik olmayan hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz
bozunmasini askorbik asitten daha giiglii bir sekilde engellemislerdir. % 70’lik metanol
ve etil asetat ekstreleri (ICsp 0,002 mg/mL) en aktif ekstreler olarak bulunmustur. Biitiin
ekstreler standart olarak kullanilan askorbik asitten daha aktif bulunmustur (Sekil 4.36.).
Ayrica ekstrelerin lipit peroksidasyonunu engelleyici kapasiteleri ile spesifik olmayan
hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozunmasini engelleyici etkileri
arasinda yiiksek korelasyon bulunmustur (y=3,73x+0,43; R? = 0,975). Spesifik hidroksil
radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozunmasi deneyinde ekstreler ayni
konsantrasyonlarda aktivite gosterememislerdir. Hidroksil radikali canlilarda biyolojik
molekiillere hasar veren en reaktif serbest radikallerden biridir. in vitro Fenton
reaksiyon sisteminde spesifik olmayan (Fe’*+H,0,+EDTA) ve spesifik olan
(Fe2++H202) hidroksil radikalinin yonlendirilmesiyle OH® radikali deoksiriboza atak
eder ve reaktif tiyobarbitiirik asit iiriinlerine doniistiiriir. Ekstrelerin bilesiminde bulunan

fenolik gruplar, spesifik olmayan hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz
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bozunmas1 deneyinde OH® radikalini siipiiriicii etkiden sorumludurlar. Ekstrelerin
spesifik hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozunmasinda aktivite
gosterememeleri metal selatlama kapasitelerinin olmamasi ile iligkilendirilmistir. Deney
ortaminda EDTA bulunmamasi sebebiyle serbest kalan Fe™? ekstreler tarafindan
selatlanamamistir. Smith ve arkadaslarina gore deoksiriboz degredasyonunu engelleyen
molekiiller demir iyonlarin1 da selatlayarak daha zayif ve inaktif hale doniistiirebilirler.

Bu da bizim sonuglarimizi dogrulamaktadir (184).

A549 ve RAW 264.7 hiicreleri ile yapilan sitotoksisite ¢alismalarinda toksik olmayan
doz belirlenerek her iki hiicrede de ekstrelerin glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
stiperoksit dismutaz (SOD) enzimleri iizerine aktivitesi incelenmistir (Sekil 4.10. ve
Sekil 4.11.). A549 hiicreleri proenflamatuvar sitokin olan IL1-f ile indiiklenerek
ekstrelerin enflamasyon olusumu ile artan reaktif oksijen tiirlerine olan etkisi
incelenmistir (185). Literatiirde IL-1B’nin A549 hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerini
indiikledigi belirtilmistir (186). Ayrica yapilan farkli bir ¢alismada proenflamatuvar
sitokinler olan TNF-a, IFN-y ve IL-1B’ nin insan retina pigment epitel hiicrelerinde
zamana ve doza bagl olarak reaktif oksijen tiirlerini intraseliiler ve ekstraseliiler

tiretimini artirdiklart gosterilmistir (187).

Yaptigimiz calismada RAW 264.7 ve A549 hiicreleri LPS ve IL-1f ile indiiklenerek
enflamasyon olusturulmus ve ROS tiirlerinin iiretiminin artmasi hedeflenmistir. RAW
264.7 hiicrelerinin LPS ile 6 saat inkiibasyonu GSH-Px ve SOD iiretiminde LPS
uygulanmayan kontrole goére belirgin artis gostermemistir. Yapilan caligmalar
makrofajlarin LPS ile indiiksiyonu ile oksidatif stresin TNF-a veya NO salimi ile
arttigini gostermistir. LPS ile 2 saat inkiibasyonun oksidatif sinyali artiramadigini, LPS
ile uzun siireli maruziyetin NF-kB aktivasyonu ile ROS dretimini tetikledigini
gostermistir (188). Sonuglarimiza gore LPS ile RAW 264.7 hiicrelerinin 6 saat
inkiibasyonu oksidatif sinyalin tam olarak tetiklenmedigini diisiindlirmiistiir. Ayrica
farkli bir ¢alismada ise LPS ile indiiklenen insan monosit hiicrelerinde LPS sitozolik
Cu/Zn SOD seviyesinde degisiklige neden olmazken mitokondriyal Mn-SOD seviyesini
artirmigtir. Calismamizda her iki kontrol grubunda SOD seviyesinde farklilik olmamasi
bu literatiirde bulunan sonuglarla uyumlu bulunmustur (189). LPS’nin mitokondriyal
Mn-SOD seviyesini artirmast TNF-a ve IL-1B’nin artmasi gibi hiicrelerin enflamasyon

mekanizmasina verdigi cevabin sonucu olarak degerlendirilmistir.
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LPS uygulanmayan grupta % 70°’lik metanol ekstresi SOD'u belirgin olarak artirirken %
11’lik etanol ekstresi kontrole gére SOD'u azaltmistir. LPS uygulanan grupta ise en
belirgin artis1 % 11°lik etanol ekstresi gostermistir (Sekil 4.40.). Enflamasyon olusmus
grupta ekstrelerin SOD seviyesini artirmasi hiicrelerin enflamasyona karst verdigi
cevabi giliclendirdigini dogrulamistir. Nitekim ekstreler TNF-a seviyesini de artirarak
sonuglarimizt dogrulamistir. GSH-Px aktivite deneyinde LPS uygulanan kontrol
grubunda uygulanmayan gruba gére GSH-Px miktarinda artis varken, ekstreler her iki
grupta da kontrole gore GSH-Px miktarini artirmislardir. En belirgin artisi LPS
uygulanan grupta etil asetat ekstresi gostermistir (Sekil 4.35.). Enflamasyon olusmus
grupta hiicrelerin GSH-Px miktarin1 artirmasi enflamasyona karsi cevabin olustugunu
ve ekstrelerin de bu cevabi tetikledigini gdstermektedir. Ekstrelerin sitokin dl¢iimleri
sonucuna dayanarak ve antioksidan aktivite deneylerinde enflamasyon olusturulmusg
RAW 264.7 hiicrelerinin enflamasyona olan cevabini GSH-Px’i ve SOD’u artirarak
tetiklemeleri ekstrelerin bu hiicre hattinda immiinmodulator aktiviteye sahip oldugunu
diisiindiirmiistiir. Ekstrelerin bilesiminde bulunan aposinin ile yapilan bir ¢aligmada
aposininin fare glia hiicrelerinde ve diger hiicre tiplerinde ekstraseliiler ortamda
nitrikoksitin stabil tiirevi nitrit birikimini, hiicre lizatlarinda ise nitrik oksit sentazi
artirdigi belirtilmistir. Bu etkilerin H,O;' nin artan iiretimine eslik ettigini ve LPS ile
inkiibasyona benzetilerek aposininin LPS gibi ROS tiirevlerini artirarak NO sentezini
indiikledikleri rapor edilmistir (190). Aposininin bu literatiirde proenflamatuvar NO’yu

artirmasi sonuglarimizla uyumlu bulunmustur.

IL-1’nin yapilan bir ¢alismada Mn-SOD ve GSH-Px’i zaman ve doza bagli olarak
artirdig1 gosterilmistir (191). A549 Hiicrelerinin IL-1p ile inkiibasyonu sonucu GSH-PXx
miktar1 IL-1p uygulanmayan kontrole gore artmistir. Ekstreler ise IL-1p uygulanmayan
grupta doza bagli olarak GSH-Px’i artirarak antioksidan aktivite gostermislerdir. IL-1
uygulanan grupta ise etil asetat, % 11’lik etanol ekstresi ve butanol ekstresi 50 pg/mL
konsantrasyonda GSH-Px’i kontrole gore daha da ¢ok artirarak hiicrenin enflamasyona
verdigi cevabi artirmiglardir. % 70°lik metanol ekstresi ve % 11°lik etanol ekstresi 200
ng/mL konsantrasyonda GSH-Px miktarin1 kontrole gore belirgin sekilde diistirerek
immiin cevabi baskilamiglardir. Butanol ekstresi biitiin dozlarda GSH-PX miktarini
kontrole gore azaltmazken anlamli bir farklilik da gostermemistir (Sekil 4.33. ve Sekil

4.34.).
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A549 hiicrelerinde SOD aktivitesi sitozolik Cu/Zn SOD seviyesinin ve mitokondriyal
Mn-SOD seviyesinin Olgiilmesi ile degerlendirilmigtir. A549 hiicre lizatlarinda
mitokondriyal Mn-SOD, IL-1p uygulanmayan kontrol kuyucugunda oldukga diisiik
miktarlarda iken butanol ekstresi hari¢ diger ekstreleri igeren kuyucuklarda doza bagh
artis gostermistir. Butanol ekstresinde kontrole gére anlamli sonu¢ bulunamamistir. Bu
durum bize enflamasyonun olusmadigi durumda ekstrelerin antioksidan aktivite
gosterdigini diistindiirmiistiir. IL-1P uygulanan grupta kontrol kuyucugunda Mn-SOD
miktarinda artis gozlenmesi hiicrenin enflamasyona karsi cevap olusturdugunun bir
gostergesidir. % 11°1ik etanol , % 70°lik metanol ekstreleri 200 pg/mL konsantrasyonda
ve etil asetat ekstresi 100 pg/mL konsantrasyonda kontrole gére Mn-SOD miktarini
diislirerek hiicrenin olusturdugu cevabi baskilamiglardir (Sekil 4.38. ve Sekil 4.39.).
Diger konsantrasyonlarda kontrole gére anlamli bir diisiis veya artis gézlenmemistir ve

ekstreler hiicrenin olusturdugu cevapta anlamli bir degisiklige neden olmamislardir.

IL-1B uygulanan grupta kontroldeki sitozolik Cu/Zn SOD miktar1 IL-1p uygulanmayan
kontrole gore daha diisiik bulunmustur. Enflamasyon olusan grupta Cu/Zn SOD’un
diisiik bulunmasi literatiirle uyumlu bulunmustur. Literatiirde enflamasyonla birlikte
artan TNF-o’nin ve IL-18’nin Mn-SOD’un artmasint daha hizli tetikledigini Cu/Zn
SOD’a ise etki etmediklerini belirtmislerdir (192). IL-1B uygulanan grupta ekstreler
kontrole gore artan konsantrasyonlarda Cu/Zn SOD miktarini artirarak hiicrenin
enflamasyona olusturdugu cevabi artirmistir. IL-1B uygulanmayan grupta butanol
ekstresi hari¢ diger ekstreler Cu/Zn SOD miktarint kontrole goére artirirken butanol
ekstresi kontrole gore diistirmiistiir (Sekil 4.36. ve Sekil 4.37.). Ekstrelerin enflamasyon
olusturulmamis hiicrede SOD miktarin1 artirmasi antioksidan ozellikleri ile
iliskilendirilmistir.

Gergek zamanl hiicre analizi deneyinde enflamasyon olusturulmus A549 hiicrelerinde
hiicre endeksi, enflamasyon olusturulmamis gruba gore daha hizli artis gOstermistir.
Enflamasyon olusan grupta hiicrelerin ylizeye tutunma yeteniginin artmasi hiicre
endeksinin de artmasina sebep olmus ve ekstrelerin uygulandigi her iki grupta da
endeksde artis gozlenmesi ekstrelerin  proeflamatuvar o6zelliklerinin  oldugunu

diistindiirmiistiir.

Immiin sistem ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) birgok farkli yolla birbiri ile iliski

icindedir. ROS tiirleri enflamasyonu ii¢ sekilde etkiler. Birincisi metabolik ROS tiirleri
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ve notrofillerden salinan ROS enflamasyonu tetiklenir, ikincisi ROS aktivitesine bagli
olarak T lenfositler baskilanir ve ii¢ilinciisii ise ROS kaynakli NOX2 ile T hiicrelerinin
baskilanmasidir. Enflamasyonda antioksidan aliminin proenflamatuvar ROS {izerine
olan etkisi genis Ol¢ekli olarak arastirilmistir. Ancak deneysel kanitlar ROS eksikliginin
influenza viriisiiniin  olusturdugu enflamasyona yol ag¢masina neden oldugunu
gostermistir. SOD, katalaz, vitamin E ve flavonoit tiirevi olan rutin aliminin hayvan
modellerinde olusturulan artritte bag hasarin1 ve enflamasyonu baskiladig: belirtilmistir.
Fare ve ratlarda enflamasyon modeli olusturularak almman deneysel veriler
antioksidanlarin antienflamatuvarlar olduklar1 hipotezini savunmaktadirlar. Oysaki bu
sonuclar antioksidanlarla yapilan birgok ¢alismanin antioksidanlarin enflamasyonu
baskilamadigi sonuclar1 ile kesin olarak c¢elismektedir. Biitlin bunlar goz Oniine
alindiginda ROS lokal enflamasyonu tetikleyerek otoimmiinitenin gelismesine yardimei
olurken, antioksidanlar sistemik olarak alindiginda otoimmiin enflamasyonu azaltmada
basarisiz olduklar1 bir ¢ok caligmada gosterilmistir (193). Yaptigimiz g¢alismada
antioksidan 6zellikleri bulunan P. endlicherianum ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri
ile antienflamatuvar 6zellikleri birgok literatiirde de belirtildigi gibi antioksidanlarin

enflamasyonu baskilamadigi sonucu ile uyumlu bulunmustur.

Tez kapsaminda yapilan antimikrobiyal deneylerde insanlarda hastalik etmeni olan
bakteriler ve mantarlara kars1 P. endlicherianum ekstrelerinin aktivitesi incelenmistir.
Calisilan bu bakterilere ve mantarlara karsi antimikrobiyal 6zelligi en fazla olan etil
asetat ekstresi olarak bulundu (Tablo 4.9. ve Tablo 4.10.). Ekstrelerin MiK degerlerinin
antioksidan aktivitelerde bulunan sonuglarla uyumlu olmast fenolik igerigin
antimikrobiyal aktivitede etkili oldugu sonucunu diisiindiirmiistiir. Bu ¢alismada elde

edilen antibakteriyal sonuclar asagidaki Tablo 5.1°de 6zetlenmistir.

S. epidermidis iizerinde etil asetat ekstresinin giiclii etki gdstermesi igerdigi tanen tiirevi
1,2,3,4,6-penta-O-galloil-5-D-glukoz bilesiginden dolayr oldugu diistiniilmektedir. S.
aureus, S. epidermidis ve P. aeruginosa genellikle enfeksiyon bélgesinde bulunan giiglii
patojenlerdir. Flavonoit ve tanenlerin de bulundugu fenolik yapidaki bilesiklerin

antibakteriyel etkilerinin oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (198).

P.sidoides ve P. reniforme kok ekstrelerinin, Gram pozitif bakterilerden S. aureus, S.
pneumoniae ve f-hemolitik Streptococcus 1451, Gram negatif bakterilerden E. coli, K.

pneumoniae, P. mirabilis, P. aeruginosa, H. influenzae {izerinde agar diliisyon
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metoduyla yapilan bir antimikrobiyal ¢aligmada metanol ekstrelerinin (MIK 5000-7500
ug/mL) orta derecede antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilirken, etil asetat, n-butanol
ve su fraksiyonlarinin daha yiiksek aktivite (MIK 600—1200 pg/mL) gosterdigi ve ayrica
P. sidoides ve P. reniforme’nin aktiviteleri arasinda belirgin bir fark olmadigi
vurgulanmistir. Ayni ¢alismada EPs® 7630’un S.aureus’un direngli suslarma 3300
pg/mL minimum inhibisyon konsantrasyonunda etkili oldugu ancak antibiyotiklerle

kiyaslandiginda etkinin zayif oldugu yorumlanmistir (42).

Tablo 5.1. P. endlicherianum’un antibakteriyal etkileri

Bakteri Neden olduklari rahatsizliklar Etkili ekstre,
MIK degeri
P. vulgaris Uriner sistem enfeksiyonlari, yara infeksiyonlari, menenjit, Etil asetat ekstresi,
organ apseleri, 6zellikle yenidoganlarda gébek kordonu 1000 pg/mL

enfeksiyonlari ve bu enfeksiyonlardan kaynaklanan epidemiler
halinde goriilebilen sepsis ve menenjit (194)

B. cereus Gida kaynakli zehirlenmeler (45) Etil asetat ekstresi,
1000 pg/mL
S. typhimurium  Gastroenterit ile sonuglanan gida zehirlenmeleri (196) Etil asetat ekstresi,
500 pg/mL
S. pyogenes Bogaz agrisi, farenjit, seliilit gibi piyojenik hastaliklar, kizil ve ~ Etil asetat ekstresi,
toksik sok sendromu gibi toksijenik hastaliklar, atesli 1000 pg/mL
romatizma ve akut glomeriilonefrit gibi immiinolojik hastaliklar
(68)
P. aeruginosa Endokardit, solunum sistemi enfeksiyonlari, bakteriyemi, Etil asetat ekstresi,

merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari, kulak enfeksiyonlari, goz 2000 pg/mL
enfeksiyonlari, kemik ve eklem enfeksiyonlari, iriner

enfeksiyonlar, gastrointestinal enfeksiyonlar ile deri ve

yumusak doku enfeksiyonlari gibi ¢ok ¢esitli enfeksiyonlar (68)

S. aureus Nozokomiyal enfeksiyonlar (197) Etil asetat ekstresi,
750 pg/mL
S. epidermidis Kalp kapag protezi, kalga protezi, kateter veya sant gibi Etil asetat ekstresi,
viicuda takilan yabanci materyaller iizerine yerleserek sepsis, 250 pg/mL
menenjit ve endokardit gibi ciddi enfeksiyonlara sebep olur
(68)
E. coli Diyare, {iriner sistem enfeksiyonu, sepsis ve menenjit (199) Etil asetat ekstresi,
1000 pg/mL
C. albicans Oral ve vajinal bosluklarin mukozal alanlarinda ve sindirim Etil asetat ekstresi,
sistemine yerlesebilen ve birgok enfeksiyon (200) 1000 pg/mL
C. glabrata Immiin sistemi baskilanmus kisilerde yiizeyel ve yaygin Etil asetat ekstresi,
hastaliklar (201) 1000 pg/mL
C. tropicalis Kandidoz etmeni oarak 6liimciil enfeksiyonlar (202) Etil asetat ekstresi,

500 pg/mL
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Tez kapsaminda bulunan sonuglar daha 6nce P. endlicherianum koklerinden hazirlanan
% 11’lik etanol ve % 70’lik metanol ekstresi ile yapilan bir yiiksek lisans tezi ile
kiyaslandiginda ayn1 mikroorganizmalara karsi farkli MIK degerleri bulunmustur. Bu
mikroorganizmalar S. pyogenes, P. aeruginosa, E. coli ATCC25922, C. albicans, C.
tropicalis’dir. Yapilan bu ¢alismada mayalarda ekstrelerin inhibisyon olusturmadigi
gdzlenmis ve bakteriler icin de bizim sonuglarrmizdan daha yiiksek MIK degerleri
bulunmustur (68). Yiiksek MIK degerlerinin bulunmas1 ¢dziiniirliik probleminden
kaynaklandigini diisiindiirmektedir. P. sidoides ve P. endlicherianum’ un antibakteriyal
etkinliginin karsilastirildigr farkli bir tez ¢alismasinda P. endlicherianum’un % 70
Metanol kok ekstresi, % 11°lik etanol ekstresinden ve P. sidoides’in % 11’lik etanolik
kok ekstresinden daha etkili bulundugu belirtilirken bulunan MIK degerleri
sonuclarimiza yakin degerlerdir (67). Tez ¢alismamizda bulunan aktivite siralamasi da
etil asetat >%70’lik metanol >%11’lik etanol >butanol ekstreleri seklinde olup fenolik
igerikle dogru orantili olarak farkli tezlerde bulunan sonuglar ile de uyumludur (Tablo

4.9. ve Tablo 4.10.).

P. endlicherianum ekstrelerinin immiin sistem {izerine olan aktivitesi LPS ile
indiiklenmis RAW 264.7 fare makrofaj hiicrelerinin saldig1 antienflamatuvar ve
proenflamatuvar sitokinlerinin miktar tayini ile incelenmistir. Makrofaj hiicreleri konak
savunmasinda birgok gorevi olan ve aktive oldugunda TNF-a, IL-1p, ROS, nitrik oksit
ve PGE; gibi enflamatuar ve oksidatif faktorlerin {iretimini artiran hiicrelerdir (203,
204). LPS gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda bol miktarda bulunan bir
komponenttir. Patojenlere karsi gelistirilen akut enflamasyonla birgok hiicre tipinde IL-
8, diger enflamatuar sitokinlerin salimini stimiile eder. Bu stimiilasyon TLR yolaginin
aktivasyonu ile baslar ve gen ekpresyonunu NF-kB ve AP-1 sinyal yolaklar1 aracigiyla
artirir. Bakteriyal LPS’nin enflamasyon modeli olarak yaygin kullanilmasinin nedeni
TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi enflamatuar sitokinleri taklit edebilmesindendir. LPS’nin
TLR4 reseptoriine baglanmast MyD88 aktivasyonu vasitasiyla NF-kB, IL-1R kinaz
(IRAK) ve NADPH oksidazi aktive eder (205). LPS ile RAW 264.7 hiicresinde
enflamasyon olusturularak immiinmodulatér veya antienflamatuvar aktivitelerin

incelendigi bir¢ok ¢alisma vardir (84, 206).

Tez kapsaminda incelenen sitokinlerden biri olan PGE, enflamasyon durumunu ve

farkli immiin hiicrelerinin birgok gorevini diizenleyen biyolojik olarak aktif bir
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faktordiir. Genel olarak aktif enflamasyon aracisi, lokal vazodilatasyon tetikleyicisi,
noétrofil, makrofaj ve mast hiicrelerinin enflamasyonun ilk agamalarinda aktive edicisi
olarak bilinse de asil olarak IL-10 iiretimini tetikler (207). PGE; miktarin1 6l¢tiigiimiiz
calismada LPS wuygulanan kontrol grubunda PGE,’de artis olmustur. LPS
uygulanmamis ekstre igeren Ornekler LPS uygulanmayan kontrol grubu ile ayni
seviyelerde iken LPS uygulanan gruplarda ekstreler ve aposinin, PGE2 miktarinda
anlamli bir diisiis gosterememislerdir (Sekil 4.42). Bu durumda ekstrelerin ve hatta
antienflamatuvar olarak bilinen aposininin PGE; iizerine antienflamatuvar etki
gosteremedigi tespit edilmistir. Calismada ekstrelerin ve aposininin doza bagimli
caligilamamasi etkinin doza bagimli degisip degismedigi yoniinde fikir sahibi olmamizi
engellemistir. PGEz’nin  enflamasyon durumunda {retimini artirdign  IL-10,
proenflamatuvar sitokinlerin negatif diizenleyicisi olan antienflamatuvar bir sitokindir.
in vitro calismalarda IL-1B, IL-6, TNF-a ve IL-12’yi baskiladig1 gdsterilmistir (208).
Ancak son zamanlarda yapilan calismalar IL-10’un immiinstimulan 6zelliklerinin de
oldugu belirtilmistir. Bu stimiilasyon CD41, CD81, T hiicreleri ve dogal dldiiriicii
hiicreler iizerine olup IFN-y’nin artmasi ile sonug¢lanmaktadir (209). Calismalarimizda
buldugumuz sonuglara goére LPS’nin uygulanmadigi kontrol, ekstre ve aposinin
gruplarinda IL-10 miktar1 0-10 pg/mL civarinda iken LPS’ nin uygulandigi biitiin
gruplarda IL-10, 35-60 pg/mL konsantrasyon araliginda tayin edilmistir (Sekil 4.46).
Aposinin ise ekstrelerle benzer aktivite sergilemistir. Ekstrelerin antienflamatuvar

sitokin olan IL-10’un salinmasi {izerine etkileri oldukga diisiiktiir.

IFN-y intraseliiler patojenlere ve tiimor olusumuna karst immiinite i¢in 6nemli bir
sitokindir (210). IFN-y’nin deney sonuglarimiza gére miktarinin az dl¢iilmesinin sebebi
baskin olarak dogal oldiiriicii hiicreler ve dogal oldiiriici T hiicreleri tarafindan
tiretilmeleri oldugunu diisindiirmiistiir. Ayrica IL-10’un IFN-y iiretimini artirict etkisi
g0z Oniine alindiginda LPS uygulanan ve uygulanmayan gruplar arasindaki farklilik IL-
10 miktar1 ile de dogru orantili bulunmustur. LPS uygulanan kontrol grubu IFN-y’y1
artirirken  ekstreler ve aposinin  kontrol grubuna gore anlamli inhibisyon
gostermemiglerdir (Sekil 4.43). IL-10’un diisiik miktarlarda sadece LPS uygulanan
gruplarda oOlgiilebilmesi ve IFN-y’nin da ayni1 profili sergilemesi sonuglarin uyumlu

oldugunu gostermektedir.
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TNF-0 immiin diizende yaygin olarak bulunan pleitropik bir sitokindir. Genellikle
aktive olmus makrofajlardan salinan ozellikle intraseliiler bakterilere karsi savunma
mekanizmasinda énemli rol oynayan, dogal ve kazanilmis immiinitede proenflamatuvar
Ozellikleri ile bilinen bir sitokin olan TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 salinimin1 artirir (211).
Calismamizda LPS uygulanan kontrol kuyucugunda TNF-o” da artis olmasi
enflamasyonun olustugunu gosterirken, LPS uygulanmayan ve uygulanan biitiin
kuyucuklarda ekstreler ve aposinin TNF-a’y1 kontrol gruplarina gore artirmislardir
(Sekil 4.45.). Proenflamatuvar TNF-o’nin artmasi ekstrelerin  immiinmodiilatér
ozelliklerinin olabilecegini  diislindliirmiistiir. Ekstrelerin  antienflamatuvar 1L-10
miktarin1 artiramamast proenflamatuvar TNF-o’ nin miktarinda artisa neden olmustur

¢linkii IL-10, TNF-a’nin inhibitoridiir (212).

Konak savunma mekanizmasinda merkezi rol oynayan IL-6 kazanilmis immiin cevabi
diizenleyen bir sitokindir (213). IL-6 enflamatuvar hiicreleri tetikleyerek B hiicrelerinin
farklilasmasini1 ve akut faz reaktanlarini hepatositler araciligiyla indiikler (214). Deney
sonuglarina gore sadece LPS uygulanan kontrol kuyucugunda IL-6 seviyesinde artis
olmustur. LPS uygulanmayan ekstre iceren kuyucuklarda IL-6 seviyesi kontrolle ayni
iken aposinin kontrole gore IL-6 seviyesini arttirmistir. LPS’nin uygulandig1 biitiin
kuyucuklarda ekstreler 1L-6’y1 kontroliin de tizerine ¢ikarmustir (Sekil 4.47.).
Proenflamatuvar bir sitokin olan IL-6’nin da TNF-a gibi ekstre uygulanan kuyucuklarda

kontrole gore artmis olmasi ekstrelerin proenflamatuvar 6zelliklerini desteklemistir.

Proenflamatuvar sitokin olan IL-1p enfeksiyon ve hasara yanit veren gii¢lii bir aracidir
(215). Genellikle monosit, makrofaj ve dendritik hiicreler araciligiyla iiretilen IL-1B,
enflamatuvar eikozanoitlerin stimiilasyonunu artirarak nétrofilleri indiikler (216).
Calismamizda ticari kitle IL-1B 6l¢limii yapilamamigstir. Bunun sebebi olarak da RAW
264.7 hiicrelerinin IL-1B’ nin prekiirsorii olan sitoplazmik pro-1L-1p’y1 olgun IL-1B’ ya
kaspaz-1 araciligiyla doniisterememis olmasidir (217, 218, 219, 220). RAW 264.7
hiicreleri ile IL-1B° nin Olgiilemedigi farkli bir calismada IL-1B’nin makrofajlar

tarafindan erken salindigina ve yar1 dmriiniin kisa olmasina baglanmistir (221).

Genel olarak ekstrelerin 25 pg/mL konsantrasyonda enflamasyon durumunda sitokin
seviyelerine olan etkisine bakildiginda proenflamatuvar etki  gosterdikleri
diistiniilmektedir, IL-1B’nin 6l¢iilememesi ve doza bagimhi etkinin incelenememesi net

bir gorliste bulunmamiz1 engellemektedir. Literatiirlerde antienflamatuvar olarak kayith
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olmasmma ragmen bu c¢alisma kapsaminda yapilan deneylerde aposininin
antienflamatuvar etkinligi goriilememistir. Aposininin farkli hiicrelerde NADPH
oksidazi1 inhibe ederek antienflamatuvar aktivite gosterdigi yapilan bir¢ok calismada
belirtilmesine ragmen aposininin LPS ile enflamasyon olusturulmus RAW 264.7

hiicresinden salinan sitokinler iizerine olan etkisinin ¢alisildig1 literatiir bulunamamistir

(222, 223).

Literatiirde aposininin non fagositik hiicreler iizerine olan etkisinin incelendigi
caligmalarin sonuclarinda tezat oldugu ancak fagositik hiicrelerle yapilan ¢alismalarda
sonuglarin tutarli oldugu belirtilmistir. Bu da hiicrelerde myeloperoksidaz enziminin
varligina baglanmistir. Bu enzim aposinini katalize ederek aktiviteden sorumlu bilesik
olan dimerize aposinine donistiiriir. Di-aposininin sentezlenerek aposininle birlikte
denendigi periferal kan mononiikleer hiicrelerinde aposininin TNF-a iizerine belirgin
antienflamatuvar etkisi gozlenmezken diaposinin TNF-o miktarini1 aposinine gore
azaltmistir (224). Calismamizda aposininin RAW 264.7 hiicreleri tarafindan diaposinine
dontistiirilememe ihtimali de proenflamatuvar etkinin goriilmiis olabilecegini
diistindiirmiistiir. Aposinin ile akciger enflamasyonu olusturulmus farelerde yapilan in
vivo ¢aligmada intranazal uygulanan aposinin IL-6, IL-12 ve TNF-a iizerine belirgin

etki gosterememistir (225).

P. sidoides’in IFN-y + LPS ile indiiklenen RAW 264.7 hiicrelerindeki etkisinin
arastirildigi bir ¢alismada iNOS, TNF-a, IL-1pB, IL-12 ve IL-18 sitokinlerinin mRNA
diizeylerini artirarak proenflamatuvar etki gosterdigi bildirilmistir. Aym1 ¢alismada P.
sidoides ekstreleri ile birlikte kafeik asit tiirevleri, hirolize olabilen tanenler ve kondanse
tanenlerin de belirgin immiinmodiilator aktivite gosterdikleri belirtilmistir (60). Farkli
bir ¢alismada P. sidoides’in komponentlerinden biri olan gallik asitin NO agiga
cikarmada ve IFN benzeri aktivite gostermede, umkalinden daha etkili oldugu bulunmus
ve P. sidoides’in aktivitesinin gallik asitten kaynaklanabilecegi vurgulanmistir (226). P.
endlicherianum ekstrelerinin bilesiminde bulunan gallik asitte minér komponent
olmasina ragmen proenflamatuvar etkiden sorumlu bilesik olma ihtimalini

diistindiirmistiir.

Geleneksel olarak kullanilan polifenolik bilesiklerce zengin olan bitkisel kaynakli
ilaglar antimikrobiyal 6zellikleri immiinmodulatér 6zellikleri ile agiklanabilir. Birgok

literatiir  polifenoliklerin  enfeksiyon durumunda faydali etkilerinin oldugunu
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kanitlamigtir. Diger taraftan polifenolik bilesiklerin NO sentezini inhibe edici, TNF-a
veya IL-1B gibi sitokinlerin salimini azaltici etkileri de vardir. Ancak TNF-o’nin
enflamasyonun erken doneminde salimi antimikrobiyal NO ve tlirevlerinin liretimine
yol agar. TNF-a’ nin fazla iiretimi ise septik sok olusumuna yol agabilecek kadar da
onemlidir ki buna bagl olarak da TNF-a inhibitdrlerinin romatoit artrit, septik sok,
serebral malarya gibi Onemli hastaliklarin tedavisinde gli¢lii terapdtik etkileri
kanitlanmigtir. Sitokin {liretimi iizerine olan bu promotif etki, makrofaj hiicrelerinin
bakteriyal komponentle aktivasyonunun hassaslasmis non-spesifik immiin sistem
reaksiyonlart araciligt ile daha etkili olabilmesi ic¢in 06zel bir etki olarak

degerlendirilebilir (193).

Calismada P. endlicherianum koklerinden iki ana ekstre ve iki fraksiyon caligilmistir.
Bu hazirlanan % 11°!lik etanol ve % 70’lik metanol ekstreleri aktivite deneyleri
sonucunda karsilagtirildiginda % 70’lik metanol ektresinin tim deneylerde daha aktif
olarak bulundugu tespit edilmistir. % 70’lik metanol ekstresinin fraksiyonlanmasi ile
elde edilen etil asetat ve butanol fraksiyonlarinda aktivite sonuglar1 ikiye boliinmiis
sekildedir. Etil asetat ekstresi olan apolar fraksiyon antioksidan ve antimikrobiyal
deneylerde daha iyi sonug verirken, butanol fraksiyonu olan polar fraksiyon ise immiin
sistem iizerindeki modiilator aktivite deneylerinde daha aktif bulunmustur.
Fraksiyonlarin kimyasal bilesimleri incelendiginde ise etil asetat fraksiyonunun fenolik
asitler ve flavonoitler basta olmak {izere fenolik bilesikler bakimindan zengin oldugu ve
butanol fraksiyonunda ise daha ¢ok gallik asit tiirevi Dbilesiklerin bulundugu
gorilmektedir. Ayrica butanol fraksiyonunda tanimlanamayan fakat kiitle spektrumuna
dayanarak vanilik asit niivesi tasiyan aposinin tlirevi bir bilesigin de varlig1 tespit
edilmistir. Bu nedenle bulunan aktivite sonuglari literatiir verileri ile de uyum
igerisindedir. Ciinkii P. sidoides ekstresinin immiin sistem iizerindeki modiilatér
aktivitesinin ana bilesik olan umkalinden ¢ok gallik asit tiirevi bilesiklerden ileri geldigi

yapilan ¢alismalarla gosterilmistir.

Ulkemizde yetisen P. endlicherianum kokleri {izerinde bu sekildeki kapsamli bir
calisma ilk kez yapilmistir. Bu nedenle dogrudan bir karsilastirma miimkiin degildir.
Karsilagtirmalarimizin tamami P. sidoides ve diger tiirler ile yapilmistir. Bu tezle
immiin sistem T{zerine potansiyel bir modiilator ilag olabilecegi gosterilen P.

endlicherianum’un etkili bulunan fraksiyonunda immiin sistem iizerindeki modiilator
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aktivitesinin doza bagimli olarak ¢aligilmasi ve ekstre standardizasyonu bundan sonraki

calisma konularimiz olacaktir.
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