AMASYA UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER TIP ANABILIiM DALI

MEYAN KOKU (Glycyrrhiza glabra) VE BIYOAKTIF BiLESENI
OLAN GLISIRIZIN'IN BIiYOLOJIK AKTiVITELERININ
ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

RUMEYSA OLGUN

TEZ DANISMANI
Dr. Ogr. Uyesi CEREN BASKAN

AMASYA
OCAK 2023



T.C.
AMASYA UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER TIP ANABILIiM DALI

MEYAN KOKU (Glycyrrhiza glabra) VE BIiYOAKTIF BiLESENI
OLAN
GLISIRIZIN' IN BIYOLOJIiK AKTiVITELERININ ARASTIRILMASI

Riimeysa OLGUN

YUKSEK LiSANS TEZi

Tez Danismani

Dr. Ogr. Uyesi Ceren BASKAN

AMASYA
ARALIK 2022



RUMEYSA OLGUN tarafindan hazirlanan “MEYAN KOKU (Glycyrrhiza glabra) VE
BiYOAKTIF BILESENI OLAN GLISIRIZIN' IN BiYOLOJIiK AKTIVITELERININ
ARASTIRILMASI” adli tez calismasi asagidaki jiiri tarafindan OY BIRLIGI ile Amasya
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Tip Anabilim Dalinda YUKSEK LISANS TEZi
olarak kabul edilmistir.

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Ceren BASKAN

Molekiiler Tip Anabilim Dali, Amasya Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum

Baskan: Doc. Dr. Omer ERTURK

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Ordu Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum.

Uye: Dr. Ogr. Uyesi Ece Avuloglu YILMAZ

Molekiiler Tip Anabilim Dali, Amasya Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum.

Tez Savunma Tarihi: 27/01/2023

Jiiri tarafindan kabul edilen bu tezin Yiiksek Lisans Tezi olmasi igin gerekli sartlari yerine

getirdigini onayltyorum.

Prof. Dr. Prof. Dr. Ayse SAHIN YAGLIOGLU
Saglik Bilimleri Enstitiisiit Miidiirii V.


https://portal.amasya.edu.tr/ayse.yaglioglu/

Sevgili aileme



ETiK BEYAN

Amasya Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallarma uygun olarak

hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

Tez i¢inde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar
cercevesinde elde ettigimi,

Tim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuclar1 bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu,

Tez c¢alismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigima,

Bu tezde sundugum c¢alismanin 6zgiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarin1 kabullendigimi beyan

ederim.

Riimeysa OLGUN
29/12/2022



TESEKKUR

Lisansiistii egitim hayatim silirecinde bana her zaman destek olan, bilgi ve
tecriibesiyle beni aydinlatan tez danismanim canim hocam Dr. Ogr. Ceren Baskan’a,

FMB-BAP 21-0501 Proje No’lu tez projesinin ytriitiilmesindeki desteklerinden
otiirii Amasya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ ne

Calismalarima katkilarindan dolay1 Prof. Dr. Birsen Aydin Kili¢ hocama,

Glycyrrhiza glabra Orneginin toplanmasindaki katkilarindan dolayr Dr. Faruk
Karahan hocaya,

Lisaniistii egitimimde bana yol arkadasligi yapan Elif Nur Gékcurak’a

Lisansiistli egitimimde maddi ve manevi her konuda bana destek olan ¢ok sevgili
meslektasim, kuzenim, ablam ve akil hocam Esra Olgun’a,

Bu siiregte yanimda olup beni destekleyen dostlarima,

Ve dogdugum giinden bugiinlere gelmemi saglayan, her animda her sikintimda
yanimda olan, beni sevgiyle biiyiiten hayattaki en biiyiikk sansim canim aileme; babam

Mehmet Olgun’a, annem Arife Olgun’a ve abim Talha Olgun’a tesekkiirlerimi sunarim.



il

ICINDEKILER
TESEKKUR ....uoovreeecrerernnenesesesessssesesssessssssessssssssssesesssssssssssssssssssssssesesssessssssesssssssssssseseses i
ICINDELKILER .....ouoovvvrrerereneresesesesesesesessssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssesses i
TABLOLAR DIZINI couueuierininsincincasinsiscnsinsisscssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss iv
SEKILLER DIZINI ccoucuuiuniincinininsiancinsississssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses iv
RESIMLER DIZINT ...couiiiniicininincsscsssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss vi
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI ....cuciiuincincncnciscnscsseiscssscsssessssscssnss vii
OZET ..couuueiiiiiinnriicsssnnincsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss ix
ABSTRACT ..ccuviiiiiniisiinsnicnsisssnesssisssisssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss X
L GIRIS coeeceeteeeeecrcnenneesesesesssssesesessssssssesesssssssssssssssssssssesssssssssssesssssesssssssssssssssssesssessans 1
2.1. Meyan Bitkisinin Genel OZelliKIETi............oooveuiveriuieeeeeeeeeeeeeeee e 3
2.2. Meyan Kokiiniin Biyoaktif Bilesenleri..........cocverviieiiiieiniiiiiiicieccieeeee e 5
2.2, 1. SAPONIN c.tiieniiieeiie ettt et et e et e e st e e eaaeessbeesssaeesnseeeensaeeesseeesnseeennseeennseesnnseas 6
2.2.2. FIAVONOIAIET ..ottt sttt e 6
2.2.3. TSOTTAVONIAT ..c..eetieiiiieceietee ettt sttt st 7
2.3. Farmakolojik OZeITKIET............c.ovoveveeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 7
2.3.1. Antimikrobiyal @KEIVITE .......c.eeruiieiiieiieeiieiie et eiee et sae et e e e seaeennaea 7
2.3.1.1. ANtIVITAL KEIVITE .oovveiiiiieieieiecceteeee et 7
2.3.1.2. Antibakteriyel aKtiVITE........ccvieriiieriieiieiie ettt ebe e 8
2.3.1.3. Antifun@al aKEIVITE .....ccueeviieiiieiieiie ettt ettt e 8
2.3.2. AntiokSidan aKEIVITE .......eevueeuertiriiiieritesieeteeit ettt s 9
2.3.3. Anti inflamatuvar aKEVIEE .........eeeuieiiiiiieiie et 9
2.3.4. Anti KanSer aKEIVITE ......ccuvieiiieeiiieeciee ettt e et e sve e e e e abeeeeaee e 10
2.4, KATACIZOT ..ttt ettt ettt ettt e et e e et e et e e st e e bt e ssbeenbeesabeenbeessseenseenaeeenne 10
2.4.1. KaraciZerin @OTEVIETT ....c..cccuieeiiieeciie ettt e e e e e 12
B TR G ) 11 RS SRI 12
2.5.1. KaraCiZer KaNSETT .......ccccuveeiiieeeiieeciieeeciieeeiteeeiveeetveesteeesreeeseveeesaseeessseeesseeennns 13
2.5.2. Kanser hiicrelerinin 0ZelliKIeri........cooueiiiiiiiiiiiiiiee e 15
P N N I N 1) o 1 7/ SRS PUR 17
2.6.1. APOPLOZ YOIAKIATT ...vvveiiiieiie e e e 18
2.6.1.1. INtriNSTK YOIAK ......vvvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 19

2.6.1.2. EKStrinsiK YOlaK........ccciiiriiieiiieeiiie ettt 20



il

3. MATERYAL VE METOD ....cuuiiiiniininsninsnnsesssecssissesssessssssssssssssssssssesssssssssssssssssssss 21
T B\ 1<) 71 DR 21
3.1.1. Tez galismasi kapsaminda kullanilan kimyasallar.............c.cccceveveiienienieeneenen. 21
3.1.2. Tez galismasi kapsaminda kullanilan cihazlar............c.ccccooeevieviienciiinieniecieee. 21
3.1.3. Kullanilan besiyeri ve ¢ozeltilerin hazirlanist ...........coccoveeveniiniiiiniinieenee 22
B2 MIBEOL. .ttt et sttt 23
3.2.1. Meyan kokii ve glisirizin 6rneginin temini, bitkisel 6ziit ve glisirizin stogunun
hazirlama SEKIIIETT.......cccveiiiiiieiie et e e e eeaneeens 23
3.2.2. Meyan kokii ekstrakti igin GC-MS analizi ...........ccceveveeriierieeniienieeiieeieeieeeee. 24
3.2.3. Antimikrobiyal aktivite teStIeTi......cccueevuiiriiiiieiiieiiecie e 25
3.2.3.1. Mikroorganizmalar ve inokiiliimiin hazirlanmast .........c..ccoceeverieneenennenne. 25
3.2.3.2. KUYU diflZYON tEStl..ecuviiiiieiieiiieeiieiie ettt ettt seaeenee s 26
3.2.3.3. MiKrodiliSYOmn tEStL .....eevuiieiieiieeieesiie ettt ettt eneans 26
3.2.3.4. Minimum bakteriyosidal ve fungisidal konsantrasyonlarmin (MBK, MFK)
DEIITIENIMEST ...ttt et st 27
3.2.4. Antikanser aktivitenin belirlenmesi..........ccoccevviereiiinieniininienee 27
3.2.4.1. Hiicre kiiltiirii ve kiiltlir sartlarinin hazirlanmasi ..............cccoeeeevieieiieennenn. 27
3.2.4.2. MTT testi ile sitotoksisitenin belirlenmesi.........c..ccocceverieniiniiiinenncnnene. 27
3.2.5. DNA interaksiyon ¢aligmalart ...........ccceeviiiiiiniieniieiiieieee e 29
4. BULGULAR ...cccoonvuiiiinirnniicsssssnsesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 30
4.1. G. glabra Ekstrakt1 i¢in GC-MS ANAlIZi.......ccoeviiriiiiiieiieiieeieeee e 30
4.2. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi...........cocoeveviiniiiiiniininiiiniiccccee 32
4.3, STLOLOKSISIEE TEST ..eeuveeueeritiieeieeiierte ettt sttt 35
4.4. DNA interaksiyon ¢aliSmalart ...........coceeviiiiiiiiiiiieieceeee e 37
5. TARTISMA ceueeeeeeneenncenncenssessssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 39
6. SONUC VE ONERILER .......cicitncricnssssssssnssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 44
KAYNAKLAR . ..ccoiiiinineininssicssnsesssissssssesssissssssesssissssssssssssssssssssstssssssssssssssssssssssssassssssss 45

OZGECMIS cuvterererererereresesesesesesesesesesesesesssesesssesesssssssssesssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssons 56



v

TABLOLAR DiZiNi
Tablo 3.1. Calismada kullanilan GC-MS cihazinin 6zellikleri ...........ccocovvveeiieniienninennnen. 25
Tablo 4.1. Ekstraktlarin GC-MS sonuglarina gore biyoaktif bilesenleri ve oranlari........... 31
Tablo 4.2. Kuyu difiizyon testi sonuglari (mm, mean£std) .........ccceeeeeerieniiienienieeniieee 33

Tablo 4.3. Minimum inhibisyon konsantrasyonlart (Lg/mL).........ccccceeriiriiienieniiienirenene 34



SEKILLER DIiZiNi
Sekil 2.1. Glycyrrhizin’in Kimyasal YapIS1......ccccveeveeiiniiniiniiniecieeieeeeseee e 6
Sekil 2.2. Karacigerin SEZMENtIeri .........ccceeviiiiiiiiieeiierieeieece e 11
Sekil 2.3. Intrinsik ve ekstrinsik apoptotik YOlaKIar...............coeveveveveveveveveveieneeeseeenenenennens 19

Sekil 4.1. G. glabra ekstraktlarinin biyoaktif bilesenlerinin GC-MS sonucu elde edilen
KIOMOTOZIAIM. ...ttt ettt ettt ettt et 30
Sekil 4.2. G. glabra ekstraktlarinin Hep G2 hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksisitesinin MTT
tESEL SOMUGIATT ..t e e e ta e e e e eareeeeeans 35

Sekil 4.3. Glisirizinin Hep G2 hiicre hatt1 iizerinde sitotoksisitesinin MTT testi sonuglari



vi

RESIMLER DIZINi

Resim 2.1. G. glabra’ ya ait yaprak, ¢icek ve KOK Yapi1Si.....ccceevcveeririreriieeeiieeeiee e 4
Resim 3.1. G. glabra 6rneginin elde edildigi lokalite ...........cccooeeveriininiiniiniiiiiccne 23
Resim 3.2. Ekstraksiyon sonrasi elde edilen G. glabra 6rneginin etanol 6ziitli ve evaporatdr

1le uzaklastirma 1S1eMi..........coooiiiiiiiiiec e 24
Resim 3.3. Tez calismasinda kullanilan saf GLiSIrizin.............cccocooeviiiieeiiiie e 24
Resim 3.4. Calismanin gerceklestirildigi GC-MS cihazi..........ccccoeoieiiiiiiiiiiiniiceeeee 25
Resim 3.5. Hazirlanan MTT plagi.......ccocieeiieiiiiiieiieeieeiee ettt e 28
Resim 3.6. Calismada 6lgtimlerin yapildigr multiplaka okuyucu..........cccceeeveviieniieniennns 28
Resim 3.7. Calismada kullanilan jel eleKtroforezi............ccoeeveeeciiiniiiiencieieie e, 29
Resim 4.1. G. glabra dziitlerine ait kuyu difiizyon sonuglari.........c.cccoceeveniininiinicnennne. 32
Resim 4.2. Calismada kullanilan mikrodiliisyon testi ...........cceevveviierieniieinienieeiieeieeiene 33

Resim 4.3. Calisma sonras1t G. glabra ekstrakti ile muamele edilen Hep G2 hiicrelerinin
ters faz mikroskobik gOrUNtileri.........cceevvieeeiiieeiiieeieeee e 36

Resim 4.4. Calisma sonrasi glisirizin ile muamele edilenHep G2 hiicrelerinin ters faz
Mikroskobik gOrlNtUIETi........cocuieriiiiiiiiieniieiee e 37

Resim 4.5. pBR322 plazmit DNA ve farkli ekstrakt konsantrasyonlarinin etkilesiminin

agaroz jel elektroforez modeli.........ccoocvvieiiiieiiiieicceeee e 38



Bu ¢alismada kullanilmis bazi1 simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

°C
Cm
g

kg
L
M
m
mm
ng
mL
mM
ng
rpm
U
ng
pM
pL

Kisaltmalar

ATCC
BHI
CFU
CLSI
DMEM

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Aciklamalar

Santigrat derece
Santimetre
Gram

Kilogram

Litre

Molar

Metre
Milimetre
Mikrogram
Mililitre
Milimolar
Nanogram
Revolution per minute
Unit
Mikrogram
Mikromolar

Mikrolitre

Aciklamalar

Amerikan kiiltiir koleksiyonu

Brain heart infusion broth

Koloni olusturan birim

Clinical laboratory standart institute
Dulbecco's Modified Eagle Medium

vii


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwitgN7MpKPYAhXEZVAKHVuTCe0QFggxMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.thermofisher.com%2Fus%2Fen%2Fhome%2Flife-science%2Fcell-culture%2Fmammalian-cell-culture%2Fclassical-media%2Fdmem.html&usg=AOvVaw0BJ-PuiZdJEJrvb3ReOgK-

DMSO
DSO
EDTA
GC-MS
Hep G2

ICs
MHA
MHB
MiK
MTT
TBE
TE
TSA
SDA
SDB
WEF
WHO

viii

Dimetil siilfoksit

Diinya Saglik Orgiitii

Etilendiamintetra asetikasit

Gaz Kromotografisi - Kiitle Spektrometresi

Hepatoselliiler karsinom hiicreleri

%50 olan inhibitor konsantrasyonu
Mueller Hinton agar

Mueller Hinton broth

Minimum inhibisyon konsantrasyonu
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromide)
Trizma base, Borik asit, EDTA

Tris, EDTA

Triptik soy agar

Sabouraud Dekstroz agar

Sabouraud Dekstroz broth

The World Economic Forum

World Heealth Organization



X

OZET

MEYAN KOKU (Glycyrrhiza glabra) ve BIYOAKTIF BILESENI OLAN
GLISIRIZIN' IN BIYOLOJIK AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

Riimeysa Olgun

Amasya Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Tip Anabilim Dali, Yiiksek Lisans, Aralik/2022
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Ceren Baskan

Fabaceae familyasina ait olan Glycyrrhiza glabra (G. glabra, Meyan), ¢esitli biyolojik ve
farmakolojik &zelliklerinden dolayr diinya capinda bilinen tibbi bitkilerden biridir. Onemli
biyoaktif bileseni olan Glisirizin, bitkisel ila¢ ve gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu sebeple calismada G. glabra’ya ait kok oOziitiinlin ve biyoaktif bileseni olan glisirizinin
antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitesinin belirlenmesi amag¢lanmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda ilk
olarak Hatay ilinden elde edilen G. glabra 6rneginden soksalet cihazi kullanilarak 8 saat boyunca
ethanol ile oziit elde edilmistir. Ikinci olarak elde edilen &ziitiin kimyasal komposizyonu Gaz
Kromatografisi Kiitle Spektroskopisi (GC-MS) kullanilarak belirlenmistir. Ugiincii olarak G.
glabra 0ziitii ve biyoaktif bileseni olan glisirizinin antimikrobiyal aktivitesi Gram-pozitif
(Streptococcus mutans ATCC®35668, Staphylococcus aureus ATCC®25923, Bacillus cereus
ATCC®7064, Bacillus subtilis ATCC®6633, Listeria monocytogenes ATCC®7677) ve Gram-
negatif (Klebsiella pneumoniae ATCC®700603, Escherichia coli ATCC®25922, Salmonella
Enteritidis ATCC®13076, Citrobacter freundii ATCC®43864, Pseudomonas aeruginosa
ATCC®27853) bakteri ve maya’ya (Candida albicans ATCC®10231) karst kuyu difiizyon ve
mikrodiliisyon yontemleri kullanilarak test edilmistir. Son olarak, G. glabra 6ziitii ve glisirizinin
sitotoksik aktivitesi MTT yontemi ile belirlenmistir. GC-MS sonuglarina gore G. glabra bitkisinin
kimyasal iceriginde 28 bilesen tanimlanmistir. En yiiksek % alana sahip farmakolojik agidan
onemli olan bilesenler 2,8-Dimethyl-7,8-dihydro-6H-cyclohepta (18.59) ve Thiophene (16.58)
olarak tespit edilmistir. Antimikrobiyal aktivite sonuglarina gore, G. glabra 6ziitiiniin Gram pozitif
bakterilerden L. monocytogens (20,66 £1,15), S. mutans (19,66+1,52, 125 pg/mL) tizerinde 6nemli
bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Gram negatif bakteriler arasinda ise en
etkili S. Enteritidis (16,66 = 0,57, 500 pg/mL) olarak tespit edilmistir. MTT sonucuna gore ise G.
glabra 6ziitinlin insan karaciger karsinoma (Hep G2) hiicre hatti lizerinde sitotoksik etki gostermis
olup ICsq degeri 250 pg/mL, glisirizinin ise 50 uM oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligmanin sonuglari
G. glabra’mn In vivo galismalar ile desteklenerek alternatif amagli kullanilma potansiyeline sahip
olabilecegini gdstermistir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, GC-MS, Glisirizin, Glycyrrhiza glabra
Hep G2 hiicre hatti, MTT



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE BIOLOGICAL ACTIVITIES OF LICORICE ROOT
(GLYCYRRHIZA GLABRA) AND ITS BIOACTIVE COMPONENT GLYCIRIZINE

Riimeysa Olgun

Amasya University, Institute of Health Sciences
Department of Molecular Medicine, MSc, December/2022
Advisor: Assist. Prof. Ceren Bagkan

Glycyrrhiza glabra (G. glabra, Licorice), belonging to the Fabaceae family, is one of the
worldwide known medicinal plants due to its various biological and pharmacological properties. Its
important bioactive component, glycyrrhizin, is widely used in herbal medicine and food industry.
For this reason, it was aimed to determine the antimicrobial and cytotoxic activity of the root
extract of G. glabra and its bioactive component, glycyrrhizin. For this purpose, firstly, the G.
glabra sample obtained from Hatay Province was extracted with ethanol for 8 hours by using a
soxhlet apparatus. Secondly, the chemical composition of the obtained extract was determined
using Gas Chromatography Mass Spectroscopy (GC-MS). Third, the antimicrobial activity of G.
glabra extract and its bioactive component, glycyrrhizin, were tested against Gram-positive
(Streptococcus mutans ATCC®35668, Staphylococcus aureus ATCC®25923, Bacillus cereus
ATCC®7064, Bacillus subtilis ATCC®6633, Listeria monocytogenes ATCC®7677), Gram-
negative (Klebsiella pneumoniae ATCC®700603, Escherichia coli ATCC®25922, Salmonella
Enteritidis ATCC®13076, Citrobacter freundii ATCC®43864, Pseudomonas aeruginosa
ATCC®27853) bacteria and yeast (Candida albicans ATCC®10231) using well diffusion and
microdilution methods. Finally, the cytotoxic activity of G. glabra extract and glycyrrhizin was
determined by MTT method. According to the GC-MS results, 28 components were identified in
the chemical content of the G. glabra plant. The pharmacologically important components with the
highest % area was determined as 2,8-Dimethyl-7,8-dihydro-6H-cyclohepta (18.59) and Thiophene
(16.58). According to the antimicrobial activity results, it was determined that the G. glabra extract
had a significant antimicrobial activity on Gram-positive bacteria L. monocytogens (20,66 £1,15)
and S. mutans (19.66=1.52, 125 pg/mL). S. Enteritidis (16.66 £ 0.57, 500 pg/mL) was found to be
the most effective among Gram-negative bacteria. According to MTT results, G. glabra extract
showed cytotoxic effect on human liver carcinoma (Hep G2) cell line, and its ICsy value was 250
ug/mL and glycyrrhizin was 50 uM. The results of this study showed that G. glabra may have the
potential to be used for alternative purposes, supported by /n vivo studies.

Keywords: Antimicrobial activity, GC-MS, Glycyrrhiza glabra, Glycyrrhizin
Hep G2 cell line, MTT



1. GIRIS

Insanoglu varolusundan giiniimiize kadar gecen siirede gida, giysi ve barmma gibi
vazgecilmez temel ihtiyaclar icin bitkilere ve dogaya basvurmustur. En 6nemlisi ¢esitli
hastaliklarla miicadele i¢in tibbi ve aromatik 6zellikteki bitkilerin farkli kisimlarindan kiir,
merhem, balsam yaparak ila¢ ve ilag ham maddesi olarak yararlanmistir. Deneme yanilma
ile kullanilan bu bitkiler kusaktan kusaga aktarilmistir [1]. 1900’1l yillarda modern tibbin
gelismesiyle tibbi ve aromatik 6zellikteki bu bitkiler yerini biiyiik dl¢iide sentetik ilaglara
birakmustir [2].

Alexander Fleming tarafindan 1928 yilinda tesadiifen penisilin antibiyotiginin
kesfiyle enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde yeni bir donem acilmigtir. 1950’lere kadar
penisilin yaygin bir sekilde kullanilmis ve sonraki yillarda yeni dogal antibiyotiklerin yani
sira sentetik antibiyotikler de iiretilmistir. Hiicre duvar sentezinin inhibisyonu, sitoplazma
zarinin islev ve yapisiin bozulmasi, protein sentezinin inhibisyonu, niikleik asit sentez ve
islevlerinin bozulmasi, kimyasal yapisindaki benzerliklerle metabolizmalarinin bozulmasi
gibi 5 farkli mekanizmalarla mikroorganizmalar {izerinde etkili olan antibiyotikler
mucizevi ilag olarak kabul edilmistir. Fakat antibiyotiklerin, yogun ve bilingsiz olarak
kullanilmast sonucu ise mikroorganizmalarda olusan kromozomal degisiklikler, plazmitler
veya transpozon gibi mekanizmalar nedeniyle antibiyotiklere direncli organizmalar ortaya
cikmistir. Mikroorganizmalarin kazandig1 farkli diren¢ mekanizmalari, ilk zamanlar etkili
olan antibiyotik gruplariin bir siire sonra etkisini yitirmesine neden olmustur. Bu durum
1970’lerden sonra Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Staphylococcus
aureus, Enterococcus sp. gibi hastane enfeksiyonlarina sebep olan patojenlerde ¢oklu ilag
direncinin gelismesine yol agmistir. Dolayisiyla hastane kaynakli enfeksiyonlar tedavisi
zor, mortalitesi yliksek hale gelmistir [3-5].

Antibiyotik diren¢ sorunu yalnizca Tiirkiye ile siirli degil, kiiresel bir sorun olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) raporunda, solunum yolu
enfeksiyonlari, ishal, menenjit, frengi, gonore ve tiiberkiiloz gibi diinya capinda 6liimciil
bulasic1 bakteriyel enfeksiyonlarin ¢oguna neden olan bakteriyel enfeksiyonlarda
antimikrobiyal direncin yaygin oldugu bildirilmistir [6]. Antibiyotik direncinin yani sira
sentetik kimyasallardan kaynaklanan yan etkilerin anlagilmas: ile giliniimiizde
arastirmacilar yan etkisi olmayan yeni dogal molekiillerin arayisina girmistir. Giiniimiizde

alternatif tedavi arayiglar1 igerisinde yeniden bitkisel {iriinlerden yararlanilmaya



baslanmistir.  Ozellikle bitkilerdeki antimikrobiyal etkinin birden fazla bilesenden
kaynaklandig1 anlagilmistir. Bu durum ise tek bilesenden olusan antibiyotiklere kars1 hizla
direng gelistiren bakterilerin birden fazla bilesen karsisinda direng gelistirememesi
acisindan onemlidir. Ayrica ucuz olmasi, dogada kolaylikla bulunmasi, yan etkilerinin az
olmasi gibi nedenler bitkilerin 6nemli bir alternatif kaynak olmasini saglamaktadir [7].

Ulkemiz cografi konumu itibariyle; orta kusakta bulunmasi, Avrupa ve Asya
kitalarmin kesigim noktasinda yer almasi nedeniyle zengin bitki ¢esitliligine ev sahipligi
yapmaktadir. Giineydogu Anadolu Bdlgesi’'nde ve Akdeniz Bolgesi’nde yetisen ve dogada
yaygin olarak bulunan bir bitki olan Glycyrrhiza glabra (G. glabra, Meyan), gecmiste
oldugu gibi giiniimiizde de hala ¢esitli hastaliklarin tedavisinde alternatif olarak kullanilan
bitkilerden bir tanesidir. Ana maddesi glisirizin olan, baklagiller ailesinde yer alan ve
yaklagik 120-150 cm'e kadar uzayabilen c¢ok yillik cali formunda olan bir bitkidir.
Iceriginde bulunan flavonoidler sayesinde antioksidan aktiviteye sahip olmasinin yani sira,
yapilan calismalar meyan kokiiniin; antibakteriyal, antiviral, antiiilserojenik,
hepatoprotektif ve antitomiir etkiye sahip oldugunu géstermistir [8-10].

Bu calismada, meyan kokii ve biyoaktif bileseni olan glisirizinin antimikrobiyal ve
sitotoksik aktivitesi belirlenmistir. Meyan kokiiniin etanol ekstraktlarinin kimyasal
komposizyonu ise GC-MS cihaz ile tayin edilmistir. Ayrica, G. glabra ekstraktlarinin ve
glisirizinin hidroksil radikal aracili plazmit DNA hasar1 {izerindeki koruyucu etkisini
arastirmak amaciyla jel elektroforezi yontemi kullanilmistir. Elde edilen sonuglar ile G.
glabra bitkisinin ve biyoaktif bileseni olan glisirizinin ileride yapilacak c¢aligmalara 151k

tutacagi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meyan Bitkisinin Genel Ozellikleri

Cicekli bitkiler (Angiospermae) arasinda, Asteraceae’den sonra ikinci en biiyiik
familya olan Leguminosae (Fabaceae, baklagiller) familyasina ait olan Glycyrrhiza cinsi
cok yillik otsu bir bitkidir. Latince karsilig1 olarak tatli (glukos) ve kok (rhiza) oldugu igin
bu cinse Glycyrrhiza ad1 verilmistir. Glycyrrhiza cinsinin diinya da 12 tiirli, Tirkiye’de ise
6 taksonla varlig1 belirtilmistir.

Bu cinsin taksonomik yeri ve Tiirkiye’de yayilis gosteren bazi taksonlari asagida

belirtilmistir [11-14].

Alem: Plantae

Sube: Magnoliophyta
Smif: Magnoliopsida
Takim: Fabales

Aile: Fabaceae (Baklagiller)
Cins: Glycyrrhiza

A. Yapraklar 2-4 ¢ift yaprak¢iktan olusmus
2. Cigekler sari; legiime yaklasik 4x1,5 cm, oblong asymmetrica
2. Cigekler eflatun veya kizil leylak ve beyaz olmak iizere iki renkli, legiime yaklasik
15-30%0,3 cm
3. Cigek durumu 2-5 (-6) cm; standart 14-17 mm aspera

3. Ci¢ek durumu 7-10 cm; standart 18-20 mm iconica

B. Yapraklar 4-9 cift yaprakc¢iktan olusmus
4. Cicek durumu 2-5 cm; siki, korolla 5-7 mm; legiime sik sert dikenli echinata
4. Cicek durumu 5-15 cm; gevsek, korolla 9-18 mm; leglime piiriizsiiz veya
glandulara
5. Korolla mavimsi, 9-11 mm; meyve diiz yuvarlak, yaklasik 2x0.5 cm glabra

5. Korolla sar1, 12-18 mm; meyve yassi, yaklasik 4x1 cm Sflavescens



Bu tiirler arasinda Glycyrrhiza glabra (G. glabra, meyan, Licorice) tibbi ve
endistriyel yonden en c¢ok kullanilan meyan tiiriinii olugturmaktadir. Resim 2.1’de G.
glabra’ ya ait yaprak, cigek ve kok yapisi gosterilmistir. G. glabra bazi morfolojik
ozellikleri bakimindan incelendiginde 1- 1,5 m yiikseklige kadar uzanan, 7 ile 15 cm
uzunlugunda yapraklari olan tipik ¢ok yillik mor ve mavi renkte ciceklere sahip olan bir
bitkidir. Farkl1 biiyiikliikte ve sekilsel olarak farkli petal yapisina sahiptir. Biiylik ve dik bir
sekilde tistte bulunan petal bayrak¢ik adini alir, iki yanda da bulundugu icin kanat seklinde
olan petal kanatgik admi alir, altta birlesik sekilde bulunan petal ise kayikcik olarak
adlandirilir. Meyveleri diiz salgi tiiylii veya dikenli legiimenli olup, 2 ile 3 cm uzunlugunda
ve diiz yuvarlak veya iki yana dogru sikistirilmis birka¢ tohum igeren bir baklagildir.
Ulkemizde yaygin olarak bulunan bu tiiriin tilysiiz (var. glabra) tiiylii (var. glandulifera)

meyveleri olan iki varyetesi bulunur [11-13, 15].

Resim 2.1. G. glabra’ ya ait yaprak, ¢igek ve kok yapisi

G. glabra Anadolu da Siis, Buyan, Biyam, Boyam, Piyam [16] Avrupa’da Licorice,
Reglisse [17], Hindistan’da Yashimadhu, Cin de Ganco ve Japonya’da Kanzo [18] gibi
farkl isimlere sahip oldugu bilinmektedir. Yunanistan, Ispanya, Irak, Tiirkiye, Kafkasya,
Rusya ve Kuzey Cin'e 6zgii olan G. glabra basta Akdeniz iilkeleri olmak {izere subtropikal
iklim ve sicak iliman iklim bolgelerinde yayilis gostermektedir [19]. G. glabra lilkemizde
Glineydogu ve Akdeniz bolgelerinde; Adana, Gaziantep, Konya illerinde yetisen bir tiirdiir
[8, 20]. Ayrica Hatay ilinin Kirikhan ilgesinde ve Amik ovasinda da yaygin olarak
yetismektedir [21].



G. glabra’nin geleneksel tiiketimde yaygin olarak kullanilan kisimlart kok ve
rizomlaridir. G. glabra bitkisinin koklerine meyan kokii denir ve diinyada 6nemli bir yere
sahiptir. Yaklasik olarak 1,5 cm uzunlugunda olan kdokleri, yatay sekilde uzanan 1,25 cm
boyutunda yardimci koklere boliiniir. Yardimer kdkler ise uzayarak 8 m’ye kadar ulagabilir
[22, 23]. Eyliil aylarinda topraktan ¢ikarilan kokler yikanip kesilerek kurutulur. Kabuklari
soyularak ya da soyulmadan kullanilabilir. Karakteristik koku ve tada sahiptir. Kabuklarin
dis1 koyu veya acik kahve i¢i sarimsi renkte olan bu koklerin ana bileseni, bir triterpenoid
saponin olan glisirizindir. Meyan kokii kuru agirhigimmin yaklasgik %10'unu olusturan
Glisirizin, sakarozdan neredeyse 50 kat daha tathidir [15, 24].

Zengin biyoaktif bilesenlerine sahip olmasi ile G. glabra 4000 yildan fazla bir
stiredir alternatif tipta kullanilan ¢ok sayida geleneksel formiilde bulunan bir bitkidir [25,
26]. Yunan kaynaklari, Avrupa'da meyan kokiiniin ilk defa yatistirict olarak kullanildigini
gostermektedir [25]. Meyan kokii hem Dogu tibbinda hem Bati tibbinda soguk
alginhigindan karaciger hastaligina kadar bir¢cok hastaligin tedavisinde kullanilmistir [27].
Meyan kokiiniin antibakteriyel, anti inflamatuvar ve bagisiklik gii¢lendirici gibi cesitli
faydali etkileri vardir [28]. G. glabra’nmin rizomlarinin ve koklerinin, bir¢cok sindirim
sistemi rahatsizligmin (6rnegin mide ilseri, hiperdipsi, siskinlik ve kolik), solunum yolu
rahatsizliklarinin (6rnegin Oksiiriik, astim, bademcik iltihab1 ve bogaz agrisi), karaciger
hastaliklarinin tedavisinde ve epilepsi, ates, cinsel giicsiizliik, felg, romatizma, sedef
hastalig1, prostat kanseri, sitma ve hemorajik hastaliklar gibi rahatsizliklarin tedavisinde

olumlu etkileri vardir [29].

2.2. Meyan Kokiiniin Biyoaktif Bilesenleri

G. glabra'nin kok kisimlarindan ¢ok sayida bilesen izole edilmektedir. Kuru
agirhginin ylizde 40-50'si suda ¢oziinen biyolojik olarak aktif kompleksten olugmaktadir
[30]. Nisastalar (%30), triterpenoidler (glisirizik asit gibi), kumarinler (glisikumarin,
gliserin ve glisirol gibi), flavonlar (liquiritin ve liquiritigenin gibi), kalkonlar
(isoliquiritigenin ve licochalcone A gibi), izoflavonlar (6rne8in glabridin olarak),
stilbenoidlerdir pektinler, polisakkaritler, basit sekerler, zamklar, miisilaj (Rizom), amino
asitler, mineral tuzlar, asparaginler, kadinlik hormonu 0Ostrojen, tanenler, glikozitler,
protein, recgineler, steroller, ucucu yaglar ve diger c¢esitli maddeler bu kompleksin
bilesenleridir [31, 32]. Glisirizik asit normalde biyolojik olarak aktif ana bilesen olarak

kabul edilir [15, 33].



2.2.1. Saponin

Saponinler, karasal yiiksek bitkilerde yaygin olarak bulunan glikozitlerdir [34].
Meyan koki, cogunlukla Glisirizin olmak {izere triterpenoid saponinler igerir (Sekil 2.1)
Glisirizin, glisirizik asid olarak bilinen (Ca) ve potasyum (K) tuzlarindan olusmaktadir
[35]. Mevcut diger triterpenler, liquiritik asit, glisirretol, glabrolid, izoglaborlid ve meyan
asididir.  Glisirizin gida endiistrisinde tatlandiricilarda  katki  maddesi  olarak
kullanilmaktadir [19, 33]. Saponinlerin kdplirme ve emiilsifiye edici 6zellikleri vardir [35].
Bagisiklig1 ve hafizay1 giiclendirici etkisinin yani sira antikanser ve yorgunluk onleyici
ozelliklere sahiptir. Saponinlerin antikanser 6zelliklerinin temeli hiicre hapsini ve apoptozu
indiikleyerek Ca2* homeostazini yok etmesine baghdir. Ayrica hiicreleri iskemi ve
hipoksinin neden oldugu hasarlardan koruyabilirler [34]. Bir saponin olan glisirizin,

mevcut COVID-19 pandemisinde anti-koronaviriis 6zellikleri i¢in de aragtirilmistir [36].

., COOH

HOOC

HOOC

Sekil 2.1. Glisirizin’in kimyasal yapis1 [37].

2.2.2. Flavonoidler

Flavonoidler, meyvelerde, sebzelerde, ¢ayda, sarapta ve Cin bitkisel ilaglarinda
yaygin olarak bulunan c¢esitli dogal fenolik bilesikler ailesidir. Flavonoidler, iki aromatik
halka ve bir piran halkasindan olusan temel bir C6—C3—C6 yapisinda 15 karbon iskelete
sahiptir [38]. Meyan kokii liquiritin ve isoliquiritin gibi flavonoidler nedeniyle sar1 renge
sahiptir. Glycyrrhizamin gesitli tiirlerinde 300'den fazla flavonoidin bulunmaktadir. Bunlar
arasinda yaygin olarak kullanilan flavonoid tiirleri flavanonlar, kalkonlar ve
izoflavanlardir. Meyan  kokii  flavonoidlerinin  anti-inflamatuar, antioksidan ve

antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir [15].



2.2.3. Isoflavonlar

Meyan kokiinde bulunan izoflavonoid tiirevleri arasinda glabridin, galbrene,
glabrone, shinpterocarpin, licoizoflavones A ve B, formononetin, glizarin, kumatakenin
bulunur [33]. Glabridin (Glab), orijinal olarak G. galabra kdklerinden izole edilen bir
izoflavonoittir. Antioksidan, anti-inflamatuar, antiaterojenik, enerji metabolizmasinin
diizenlenmesi, Ostrojenik, noroprotektif, anti-osteoporotik, cilt beyazlatma gibi ¢ok ¢esitli

biyolojik 6zelliklerle iliskilendirilmistir [39].

2.3. Farmakolojik Ozellikler

2.3.1. Antimikrobiyal aktivite

2.3.1.1. Antiviral aktivite

Meyan kokiinden izole edilen bilesenler arasinda bugiine kadar 73 biyoaktif bilesen
tespit  edilmistir. Birgok ~ calisma  glisirizik asit ~ ve  glisirizinin  antiviral
aktivitesini triterpenoidin bilesigine baglamistir [40].

Hepatit C viriisii (HCV) ile enfekte olmus Huh7 hiicrelerinde Glisirizin tedavisi
bulagict HCV iiretiminde azalmaya neden olmaktadir. Glisirizin enfeksiyoz HCV
inhibitor etkisine baglhidir [41].

Glisirizin ve Glisirizik asit bilesikleri SARS-CoV-2 dahil olmak iizere ¢esitli viriisler
tizerinde engelleyici etkiler sergilemektedir. Bu bilesiklerin ana etki mekanizmalari
sunlardir; virlis replikasyonunun inhibisyonu, virlislerin dogrudan inaktivasyonu,
HMGBI1/TLR4'in aracilik ettigi inflamasyonun inhibisyonu, B-kemokinlerin inhibisyonu,
virlislerin aktivitesini zayiflatmak icin HMGBI1'in DNA'ya baglanmasinda azalma ve
reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun inhibisyonu [42].

Glisirizin ve tilirevleri kronik hepatit B ve C'de hepatoseliiler hasar1 ve Hepatit C
viriisiiniin neden oldugu sirozda hepatoseliiler karsinom riski azaltmaktadir. Hayvan
caligmalari, herpes simpleks virlisii ensefaliti ve influenza A virlisi pndmonisinde
mortalite ve viral aktivitede azalma oldugunu gostermistir. Glycyrrhiza spp.'nin antiviral
aktivitesi icin mekanizmalar, hepatit B virlisii yilizey antijeninin membrana taginmasinin ve

sialilasyonunun azaltilmasini, HIV-1'in viral zarmin hiicre ile fiizyonunun inhibisyonuna
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yol acan membran akiskanligmmin azalmasini, T hiicrelerinde interferon gama
indiiksiyonunu, fosforile edici enzimlerin inhibisyonunu igerir [25].

G. glabra ekstresinin fitoterapotik Ozellikleri, glisirizin ve glisiretinik asit ile
iliskilendirilir. Farmakolojik 6zellikleri arasinda, SARS koronaviriisii de dahil olmak {izere
farkli ailelere ait viriislere kars1 antiviral etki gostermektedir. In vitro veriler, glisirizinin
hiicre ve viral membranlar iizerinde spesifik olmayan bir etki ile, ACE2 ve spike ile

dogrudan etkilesime girerek viriis girisine miidahale edebilecegini gostermistir [43].

2.3.1.2. Antibakteriyel aktivite

Coklu ilaca direngli mikroorganizmalar, klinik tipta yeni aktif ilkelerin
arastirilmasina yol acan ciddi bir sorunu temsil etmektedir. Farkli ¢calismalar G. glabra'nin
ozellikle Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus
subtilis gibi Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler {izerinde antimikrobiyal 6zelliklerini
rapor etmislerdir. Gozlemlenen antibakteriyel aktivite, sekonder metabolitlerin, yani
saponinler, alkaloidler ve flavonoidlerin varligindan kaynaklanmaktadir [15]. Metisiline
direncli S. aureus hem hastanelerde hem de toplumda ana enfeksiyon kaynag haline geldi.
S. aureus suslarinda artan antibiyotik direnci, hastaligin tedavisinde alternatif tedavilere
ihtiya¢ dogurmustur. G. glabra, metisiline direngli S. aureus’un temel viriilans genleri olan
SaeR ve Hla (human l6kosit antijenleri) ekspresyonunu azaltarak bakterisidal aktivite
gosterir. Ozellikle G. glabra'dan izole edilen glabridin, glabrol, glabrene, hispaglabridin A,
hispaglabridin B, 40-metilglabridin ve 3-hidroksiglabrol bu aktiviteden sorumlu oldugu
bilinmektedir [40].

2.3.1.3. Antifungal aktivite

G. glabra’nin antifungal aktivitesi de vardir. Meyankokii ekstraktt Arthrinium
sacchari ve Chaetomium funicola'ya kars1 fungisidal aktivite gostermistir. Aktiviteden
sorumlu olan bilesik bir izoflavonoid olan glabridindir [15].

Meyan kokii ekstrakti Candida albicans ve Aspergillus niger mantarlarma karsi
antifungal aktivite gostermektedir [44]. Farkli ¢aligmalar, liquiritigenin, liquiritin,
licochalcone A ve glabridin bakimindan zengin olmasi nedeniyle C. albicans'in meyan

kokii ekstraktlarina duyarli oldugunu gostermektedir [45, 46].



2.3.2. Antioksidan aktivite

Biyolojik olarak aktif bir triterpen glikozit olan glisirizinin yani sira, meyan kokii
ayrica flavonoidler ve izoflavonoidler, kalkonlar ve kumarinler igerir. G. glabra'nin
antioksidan aktivitesi, kullanimlarinin baglica nedenlerinden biridir. Fenolik igerik
muhtemelen gozlemlenen giiclii antioksidan aktiviteden sorumludur. Flavonoidler,
antioksidan aktiviteye sahip dogal bitki bilesenleri olarak biiyiik ilgi gérmektedir. Meyan
kokiinde bulunan flavonoidlerden glisikumarin 6nemli bir aktiviteye sahip degilken,
likochalcone A ve licochalcone B yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Ozellikle meyan
kokiinde bulunan ve izoflavonoid tiirevi olan Glabren, E vitamininden 3 kat daha
antioksidan aktiviteye sahiptir [47]. Tiire 6zgii bir flavonoid olan glabridin de antioksidan
aktivite gostermektedir [48]. Glabridin antioksidan aktivitesini, serbest radikal siipiiriicti
etkisi ile ve oksidatif stresi indiiklemeye yarayan nitrik oksitin liretimini arttirmasi ile
saglamaktadir [49].

G. glabra yapraklarinda bulunan dihidrostilben tiirevleri yiiksek seviyede antioksidan
aktivite gostermektedir. Ayrica, G. glabra'da likokalkonlar B ve D bulunur. Likokalkonlar,
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali {izerinde giicli bir siipiiriicii aktivite ve
mikrozomal lipid peroksidasyonunu inhibe edici aktivite gosterir. Bu fenolik bilesikler,
biyolojik sistemlerin oksidatif strese karsi korunmasinda etkilidir [15]. Likokalkon A
meyan kokiinde bulunan karakteristik bir kalkondur. Geleneksel tipta, Likokalkon A, anti-
parazitik, anti-inflamatuar antitiimor aktiviteleri ve antioksidan aktiviteleri dahil olmak

tizere bir¢ok potansiyel biyolojik aktiviteye sahiptir [50].

2.3.3. Antiinflamatuvar aktivite

Meyan kokii, stiphesiz en popiiler sifali bitkilerden biridir ve en ¢ok kullanilan kismi
kokleridir. Ozellikle, G. glabra tiirii, Misir ¢agindan beri belgelenen iyi bilinen terapdtik
ozelliklere sahiptir. Mevcut bulgular, meyan kokii yapraklarindan metanol ve etil asetat
ekstraksiyonu yoluyla elde edilen fitokomplekslerin, antioksidan, anti-genotoksik ve anti-
inflamatuar potansiyele sahip oldugunu gostermektedir [51].

Meta-analiz sonuglar1 glisirizin daha diisiik bir TNF-a, IL-6, IL-8, IL-17, AER, RER
ve daha yiiksek bir IL-10 seviyesi ile 6nemli Ol¢iide iliskili oldugunu gosterdi [52]. Wang
ve arkadasarmin fareler lizerinde yaptig1 calisma glisirizinin anti inflamatuar ve analjezik

etkilere sahip oldugunu gostermistir. Ayrica, glisirizinin anti inflamatuar ve analjezik
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etkilerinin mekanizmalarinin, TNF-a, IL-6, ve COX-2'nin ekspresyon seviyelerinin
inhibisyonuna atfedilebilecegini 6ne stirdiiler [40].

Akamatsu et al. glisirizinin bir reaktif oksijen siipiiriiciisli temizleyicisi olmadigini,
ancak noétrofiller tarafindan ROS olusumunu engelleyerek anti inflamatuar etki sagladigin
gosterdi. Bununla birlikte, meyan kokii ekstresinin biiylik bir boliimiinii olusturan bitki
polifenolik bilesikleri, notrofiller tarafindan iiretilen ROS iizerinde dogrudan radikal
stipiirticii etki uygulayabilir ve bu siipiiriicii etki meyan kokii ekstresinin anti inflamatuar
etkisini arttirdigini ileri stirdiiler [53].

Glisirizinin anti inflamatuar etkileri glukokortikoidlerin ve
mineralokortikoidlerinkine benzer. Ayrica, G. glabra’ nin Ugli anti-inflamatuar etkileri
temelde bobrek ve karaciger komplikasyonlarinda kullanilir [15]. Glisirizin, Japonya'da
kronik viral hepatitli hastalar1 tedavi etmek i¢in, serum alanin aminotransferaz seviyelerini

azaltmak icin bir anti-inflamatuar ilag olarak kullanildig1 bilinmektedir [41].

2.3.4. Anti kanser aktivite

2021 yilinda yapilan meta analiz ¢aligmasinda on alti meyan flavonoidinin antikanser
aktivitelerine sahip oldugu bulunmustur. Bu flavonoidler, hiicre dongiisiinii bloke ederek
ve coklu sinyal yollarin1 diizenleyerek kanser hiicrelerini inhibe eder. Meyan koki
flavonoidleri tarafindan hedeflenen baslica yollar sunlar1 icerir: MAPK yolu, PI3K/AKT
yolu, NF-kB yolu, 6liim reseptoriine bagimli dissal sinyal yolu ve mitokondriyal apoptotik
yol olmak {izere gruplandirilir [54].

Glisirizin, antitimor aktivitesini TNF- a seviyesini azaltarak, mukus tabakasinin
tilkkenmesini azaltarak, sialomusini siilfomusine kaydirarak ve kaspaz ve mitokondriye

bagimli yollar yoluyla kanser hiicresi apoptozunu indiikleyerek gosterir [55].

2.4. Karaciger

Karaciger, ortalama viicut agirhinin yaklasik %2 ila %3"inii olusturan en biiyiik
organdir [56]. Viicudumuzun sag iist karin boslugunda diyaframin altinda yer almaktadir.
Ortalama agirlig1 kadinlarda 1,2-1,4 kg, erkeklerde ise 1,4-1,8 kg kadardir. Viicudumuzun
birgok oOnemli fonksiyonunu yerine getirmektedir [57]. Saglikli karacigerin rengi
kahverengidir ve dis ylizeyi piiriizsiiz bir yapiya sahiptir [58].

Karaciger dort lobdan olusur: Sag lob, sol lob, kaudat lob ve dortgen lob. En biiyiik

olan lob sag lobtur (Sekil 2.2). Sol ve sag lob, karacigeri karin duvarina baglayan falciform
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(Latince "orak bi¢imli") bag ile ayrilir. Karaciger loblar1 ayrica binlerce lobiilden olusan
sekiz bolime ayrilmaktadir. Bu lobiillerin her biri, safray1 karacigerden bosaltan ortak
hepatik kanala dogru akan bir kanala sahiptir [59].

Karaciger kan akisini iki kaynaktan alir: %80'1 dalak ve bagirsaklar1 bosaltan portal
ven tarafindan saglanir; kalan %20’si oksijenli kan hepatik arter tarafindan iletilir. Portal
ven, splenik ve superior mezenterik venlerin, splenik vene akan inferior mezenterik ven ile
birlesmesiyle olusur. Hepatik arter, splenik ve sol gastrik arterlerle birlikte ¢olyak arterin

bir dalidir [58].

inferior vena cava Orta hepatik ven
Sol hepatik ven

Sag hepatik ven

Ana =safra kanah
(koledok)

Sekil 2. 2. Karacigerin segmentleri [60].

Karaciger, hepatositler, safra epitel hiicreleri (kolanjiyositler), stellat hiicreler,
kupffer hiicreleri ve karaciger sinilizoidal endotel hiicreleri dahil olmak iizere farklh
embriyolojik kokene sahip birkag¢ hiicre tipinden olusur. Bu hiicre tiplerinin her biri,
hepatik fonksiyonu diizenleyen benzersiz islevlere sahiptir. Hepatositler, karacigerin
birincil epitel hiicre popiilasyonudur. Karacigerin yaklasik %67’sini olusturan hepatositler
karacigerin bir¢ok fonsiyonunu yerine getirmektedir [61].

Kolanjiyositler, karacigerde en bol bulunan ikinci epitel popiilasyondur ve safra
kanallarinin liimenini kaplarlar. Stellat hiicreler, A vitaminini lipid damlaciklarinda
depolar. Stellat hiicreler ayrica yarali karacigerde kollajenin birikmesinden ve

organizasyonundan da sorumludur. Kupffer hiicreleri, karacigerin yerlesik makrofaj
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popiilasyonudur. Bu hiicreler, portal dolasim yoluyla getirilen bir¢cok patojenik uyarani

tanir. Ayrica karaciger yara iyilesmesinde anti-inflamatuar roller tistlenir [62].

2.4.1. Karacigerin gorevleri

Karaciger viicuttaki en Onemli organlardan biridir ve metabolik, vaskiiler,
immiinolojik, salg1 ve bosaltim iglevleri dahil olmak iizere ¢esitli onemli iglevlere hizmet
etmektedir. Insan viicudundaki karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda énemli bir
rol oynamaktadir [63].

Karaciger; glikojenez, glikojenoliz ve glikoneojenez mekanizmalari ile karbonhidrat
metobolizmasini diizenlemektedir. Glikojenez, karacigerin fazla glikozu kendi biinyesinde
depolanmasini saglayacak glikojen formuna doniistiirmesidir [63].

Karaciger, lipoprotein sentezini ve lipid alimi ve doniisiimiinii ve ayrica yag
asitlerinin de novo sentezini ve oksidasyonunu diizenleyerek lipid metabolizmasina katilir
[64].

Protein sentetik bir organ olarak karaciger, dolasimdaki protein hacminin %85-
90'imdan sorumludur. Albiimin, bu salgilanan proteinlerin en bol olanidir ve sadece
karaciger tarafindan sentezlenir. Bu protein, kan hacminin korunmasi i¢in gereklidir ve
lipitler ve hormonlar gibi bir dizi kritik molekiiliin taginmasinda tasiyici islevlere sahiptir.
Karaciger aym1 zamanda akut faz proteinlerini, biliyiime faktorlerini ve sistemik
regiilasyonda yer alan ¢ok sayida baska peptiti de salgilar [62]. Ek olarak, karaciger
proteinleri par¢alama ve onlar1 olusturan amino asitleri metabolize etme konusunda yiiksek
bir kapasiteye sahiptir Amonyagin iireye ¢evrildigi iire dongiisii, atik nitrojenin atildig1 ana

yoldur ve karaciger tarafindan gergeklesir [65].

2.5. Kanser

Kanser, kalp hastaliklarindan sonra 6liimlerin ve 6nemli halk saglig1 problemlerinin
ikinci 6nde gelen nedenidir [66]. Kanser, diinya ¢apindaki 6liimlerin 6nde gelen nedenidir.
2020 yilinda yaklasik 10 milyon kisinin, yaklasik 6 kisiden birinin 6liim nedeni kanser
olmustur [67].

20. ylizyilin en korkulan hastaliklarindan biri olan kanser, 21. ylizyilda artan
insidansla birlikte yayginlasmakta ve bu yayginlasma o kadar endise verici ki, her dort

kisiden biri yasam boyu kanser riski tagimaktadir. Mevcut duruma ek olarak, niifus
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biiytidiikge, yaslandik¢a ve kanser riskini artiran yasam tarzi davranislart benimsendikge

kanser vakalarinin ve kansere bagl 6liimlerin sayisinin hizla artmasi bekleniyor [66].

Diinya Saglik Orgiitii’ ne gore kanser, insan viicudunun herhangi bir dokusunda veya
organinda meydana gelen ve diger doku ve organlara yayilabilen, kontrol edilmesi giic
normal olmayan hiicre biiyiimesidir [68].

Kanser, viicuttaki siradan hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde boliinmesidir. Kanserler
herhangi bir organ veya viicut yapisindan kaynaklanir ve biiylimeyi durdurma yetenegini
kaybetmis kiiclik hiicrelerden olusur. Eski hiicreler yikilamaz ve kontrolsiiz bir sekilde
biliylimeye devam ederek yeni anormal hiicreler olusturur. Bu garip hiicreler, tiimor adi
verilen bir doku kiitlesi olusturur [66].

Normal bir hiicrenin kanserli bir hiicreye doniistiiriilmesi, kanserin olusumunda ¢ok
kritik bir olay degildir; kritik olan viicudun bagisiklik hiicrelerinin yeni olusan kanser
hiicrelerini sayica az olduklarinda teshis edip yok edememeleridir [69].

En sik goriilen kanserler meme, akciger, kolon-rektum karaciger ve prostat
kanserleridir. Kansere bagli 6liimlerin yaklasik {icte biri; yiiksek beden kitle indeksi,
dengesiz ve diizensiz beslenme, fiziksel aktivite eksikligi ve tiitiin ve alkol tiiketiminden

kaynaklanmaktadir [67].

2.5.1. Karaciger kanseri

Kanser, diinya capinda oliimlerin 6nde gelen nedenidir. 2020 yili Diinya Saglik
Orgiitii verilerine gore yaklasik 10 milyon kisi kanser nedeniyle hayatin1 kaybetmistir.

Karaciger kanseri diinyada goriilen kanser tiirleri arasinda 5. sirada yer almaktadir ve
kansere bagl 6liimlerin 3. en sik nedenidir [70]. Karaciger kanseri insidansi son birkag
yilda artmaya devam etti ve karaciger kanserine bagli 6liim oran1 2007'den bu yana yilda
%?2'den fazla artt1 [71]. Baz1 kronik enfeksiyonlar kanser i¢in risk faktorleridir. Hepatit B
ve C virlsleri karaciger kanseri riskini arttirmaktadir [67].

Primer karaciger kanseri tiirleri arasinda en sik goriilenler: Hepatoseliiler karsinom
(HCC) ve intrahepatik kolanjiokarsinom (ICC) dur ve bu iki tiir diinya ¢apinda da en sik
goriilen kanserler arasindadir. Cesitli primer karaciger kanserleri arasinda Hepatoselliiler
karsinom (HCC) ve intrahepatik kolanjiokarsinom (ICC), sirasiyla vakalarin yaklasik
%70'ini ve %15'ini olugturan yaygin tiirlerdir. Amerika Birlesik Devletleri'nde son birkag
on yilda, HCC ve ICC insidansi istikrarli bir sekilde artt1 ve oniimiizdeki yillarda, artiglarin

devam etmesi beklenmektedir [72].
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2.5.1.1. Hepatoselliiler karsinoma

Hepatoseliiler karsinom (HCC), karaciger kanserlerinin c¢ogunlugunu olusturan
karacigerin birincil kanseridir. Diinya ¢apinda, tiim malign tiimorlerin %41 HCC'dir. HCC
erkeklerde yedinci, kadinlarda ise dokuzuncu en sik goriilen kanserdir. HCC ile iliskili risk
faktorleri arasinda HBV ve HCV ile kronik enfeksiyonlar, alkolik karaciger hastaligi ve
alkolsiiz yagl karaciger hastaligi yer almaktadir. Cinsiyet, HCC'min gelisiminde rol
oynayabilir. Erkek hastalarda risk kadin hastalara gore daha fazladir ve risk yasla birlikte
artmaktadir [73]. Bu cinsiyet farkinin agiklamasi {i¢ yonlii olabilir: birincisi, erkeklerin
kadinlara gore fazla alkol tiiketmesi, daha fazla sigara igcmesi ve viicut kitle indeksinin
kadinlara gore daha fazla olmasi viral hepatite yakalanma olasiklarini arttirabilir [74].
Ikinci olarak, Ostrojen etkileri, kadinlarda interlokin (IL)-6 aracili inflamasyonu
baskilayarak hem karaciger hasarini hem de kompansatuar proliferasyonu azaltabilir;
liciincli olarak, testosteron etkileri, erkeklerde androjen reseptdr sinyalini artirarak
karaciger hiicresi proliferasyonunu tesvik edebilir [75].

Viral hepatit ve asir1 alkol alimi; kronik karaciger hastaligi ve siroza neden olan risk
faktorleridir ve HCC'nin gelisimi i¢in en dnemli risk faktorleri olmaya devam etmektedir.
Kronik viral hepatit siroza ve/veya HCC'ye yol agabilir. Hepatit B ve C, diinyadaki kronik
hepatitin en yaygin nedenleridir [74].

Kronik hepatit B, Asya'da hepatoselliiler karsinomun (HCC) en yaygin nedenidir.
Viral hepatit B, postnekrotik siroz evresiyle HCC'ye doniisebilmektedir [76]. HBV
enfeksiyonunun HCC'ye neden oldugu mekanizma tam olarak bilinmemektedir. Viriisiin
kendisinin dogrudan etkisiyle veya HBV enfeksiyonuna bagli siroz ile iligkili inflamasyon,
rejenerasyon ve fibroz stireci yoluyla dolayl bir etki ile HCC'ye evrim gozlenebilmektedir
[77]. HBV viriisii hepatik onkogenezde dolayli bir rol oynamaktadir. HBV'nin onkogenetik
kapasitesi, HbsAg'ye kars1 antikorlarin iiretilmesine ragmen viral sekanslarin bulundugu
birgok HCC'de entegre HBV DNA'sinin bulunmasiyla desteklenir. Hemen hemen tiim
endemik HCC vakalar1t HBV ile iliskilidir [76]. Hepatit B viriisii (HBV) genomunun
entegrasyonu, karsinogenez siirecini baslatmaktadir. Entegre HBV genomu, karaciger
hiicrelerine segici bir biiylime avantaji saglamak i¢in komsu hiicresel genleri dogrudan
aktive etmektedir. Ornegin, retinoik asit reseptdr alfa geni i¢inde ve insan siklin A geni
icinde HBV DNA'min entegrasyonu goézlemlenmistir, bunlarin her ikisi de hiicresel
bliylimede c¢ok oOnemli roller oynamaktadir [77]. HCC vakalarinin neoplastiklerinin

%83'linde ve karacigerin neoplastik olmayan kisimlarinin %100'inde serbest, rastgele ve
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klonal entegre HBV DNA tespit edildi [76]. Hepatit B X proteininin iiretimi, timdr
gelisimi i¢in gesitli hiicresel genler lizerinde bir transaktivator gorevi gorebilir. Karaciger
iltihab1 ve siroz da karsinojenez siirecini destekler. Hepatoselliiler karsinom gelisimi ile
iliskili ¢esitli viral faktorler, HBV genotipini, bazal ¢ekirdek promotdr mutasyonlarini ve
yiiksek viral yiikii icerir. Androjen reseptor diizenleyici genlerdeki ve sitokin genlerindeki
polimorfizmler, HCC ile iliskili olas1 konak faktorleridir [78].

Hepatit C virtisi (HCV) ile kronik enfeksiyon, hepatoseliiler karsinom (HCC)
gelisimi i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Genel olarak, HCC ancak 2 veya daha fazla on
yillik HCV enfeksiyonundan sonra geligir ve artan risk biiyiik dlciide sirozlu veya ilerlemis
fibrozlu hastalarla sinirlidir [79].

Sicak nemli kosullarda depolanan tahillar, misir, yer fistig1 veya soya fasulyesinde
bulunan Aspergillus tiirleri (kiifler) tarafindan iretilen aflatoksin, giiclii bir
hepatokarsinojendir [74]. Aflatoksin Bl (AFB1), kemirgenlerde, insan olmayan
primatlarda, baliklarda ve kuslarda gii¢lii bir karaciger kanserojendir. insanlarda p53
geninin modifikasyonu ile giiclii bir kanserojen etki géstermektedir [80]. Aflatoksin BI,
insanlarda HCC gelisimi ile nedensel olarak iligkilidir ve insan tarafindan bilinen en giiglii
deneysel hepatokarsinojendir. Bugiine kadar toksine maruz kalan hi¢bir hayvan modeli
HCC gelistirmede basarisiz olmamistir. Hepatoseliiler karsinom, sayilar1 yildan yila artan
diinya ¢apindaki tiim yeni kanserlerin yaklasik %9,2'sini olusturmaktadir [81].

Aflatoksin, hepatit B ve C'nin neden oldugu karaciger kanseri iizerinde sinerjistik bir
etki gosterir; kronik hepatit B art1 aflatoksin maruziyeti ile risk, tek basina aflatoksin
maruziyetine gore 30 kat daha fazladir. En giiglii aflatoksin olan AFBI, cevreden

uzaklastirildiginda HCC insidansinda bir azalma ile sonuglanmstir [74].

2.5.2. Kanser hiicrelerinin ozellikleri

Insan viicudu yaklasik 37,2 trilyon hiicreden olusmaktadir. Cok sayidaki bu normal
hiicreler insan viicudunun temel yapi1 taslar1 olup dokularin, organlarin ve organ
sistemlerinin dogru isleyisini siirdiirmelerini saglayan belirli Ozelliklere sahiplerdir.
Normal hiicreler: biiylimelerini harici sinyaller kullanarak kontrol ederler, yani sadece
gerektiginde biiylirler ve boliiniirler, normal gelisimin bir parcasi olarak doku homeostazini
strdiiriirler ve onarillamaz hasara yanit olarak programlanmis hiicre 6liimiine (apoptoz)

ugrarlar. Hedeflenen konumlarinda kalmalarini1 saglayan agsamali olarak ayarladiklari segici
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adezyonlar1 koruyarak birbirlerine yapisirlar ve ayni genoma sahip olmalarina ragmen
belirli islevlere sahip 6zel hiicrelere farklilagirlar [82].

Kanser, trilyonlarca hiicreden olusan insan viicudunda hemen hemen her yerde
baslayabilir. Normalde insan hiicreleri, hiicre boliinmesi adi verilen bir siiregle viicudun
ihtiya¢ duydugu yeni hiicreler olusturmak i¢in bilyiir ve ¢cogalir. Yaslanan veya hasar goren
hiicreler dliirler ve onlarin yerlerini yeni hiicreler alir. Bazen bu diizenli siire¢ bozulur ve
anormal veya hasarli hiicreler yok olmalar1 gerekirken biiylimeye ve ¢ogalmaya devam
ederler. Cogalan bu hiicreler timoérleri olustururlar. Timoérler malign (kotii huylu) veya
benign (iyi huylu) 6zellik gosterirler. Kanserli timorler metastaz adi verilen siireg ile
yakindaki dokulara yayilir veya onlart istila eder ve viicutta uzak yerlere seyahat ederek
yeni tiimorler olusturabilir [83].

Ne kadar kanser tiirii varsa o kadar kanser hiicresi tiiri vardir. Kanser hiicreleri,
cevresel kaynakli degisikliklerle ve genetik degisikliklerle ortaya ¢ikar. Normal hiicrelerin
kanser hiicrelerine doniistim siireci, genellikle hiicrelerin giderek daha anormal bir
goriiniime kavustugu asamalar ile baglar [84]. Normal hiicrelerde, hiicre dongiisi
proteinlerinin aktivitesi, hiicre dongiisline 6zgli transkripsiyon, protein bozulmasi ve birkag
CDK inhibitor proteini tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir. Tiim bu mekanizmalar,
insan kanserlerinde siklikla diizensizdir ve bu diizensizlik hiicre dongiisii proteinlerinin
anormal aktivasyonu ile sonuclanir. Cekirdek hiicre dongiisii i¢indeki genetik lezyonlar,
hiperaktivasyon ile sonug¢lanir, ¢cogu tiimor tipinin gelisimine sebebiyet verir [85]. Kanser
hiicreleri, yayilma, yakindaki dokular istila etme ve sonsuza kadar yasama yetenekleri ile
normal hiicrelerden farklidir. Bunu, kendilerini farkli sekillerde gizleyerek veya
kurtarmaya gelen bagisiklik hiicrelerini etkisiz hale getirerek basarabilirler. Bir kanser
olustuktan sonra hiicreler ayni kalmaz. Aksine, devam eden mutasyonlar meydana
gelmektedir[84].

Kot huylu hiicre su sekilde karakterize edilir: hiicre dongiisiiniin hizlanmast;
genomik degisiklikler; invaziv biiylime; artan hiicre hareketliligi; kemotaksis; hiicresel
ylizeydeki degisiklikler; litik faktorlerin salgilanmasi [86]. Kanser hiicreleri hiicresel ve
niikleer pleomorfizm gosterirler, hiicrelerin normal diizenini kaybederler, hiicre zarlarinda
ve organellerinde degisiklikler gelistirirler, anormal mitoz bolinme 06zelligi ve
kromozomal anormallikler sergilerler. Kanser hiicreleri, normal hiicrelere kiyasla
metabolizmada farkliliklar gosterir [87]. Ilk tiimdre &zgii degismis metabolizma,

1920'lerde Otto Warburg tarafindan kesfedildi. Otto Warburg kanser hiicrelerinin glikozu



17

asir1 tiiketip fazla laktat olusumuna neden oldugunu ve ek olarak anaerobik reaksiyonlar
icin yiiksek miktarda glikoz kullandigim1 kesfetmistir [88]. Kanser hiicrelerinin
metabolizmasi, genellikle hizli boliinmeyen normal hiicrelere gore daha anaerobiktir ve
kanser hiicreleri hizl1 boliiniirler. Kanser hiicreleri hipoksik kosullara dayaniklidir. Artmis
glikoz ve aminoasit alimima sahip olabilirler. Bu hiicreler, glikoz kullanimlarini artiran
yiiksek seviyelerde hekzokinaz icerir. Kanser hiicreleri, farklilagmig hiicreler igin tipik olan

0zel proteinleri sentezleme yeteneklerini kaybeder [87].

Kanser hiicrelerinin ayirt edici 6zellikleri:

1. Biiylime karsit1 sinyallere kars1 duyarsizlik,
. Apoptozdan kaginma,

. Smurs1z replikasyon potansiyeli,

. Stirekli anjiyogenez,

. Doku istilasi,

. Metastaz,

. Metabolik yeniden programlama,

. Bagisiklik sisteminden kaginma,

O 00 3 N »n B~ W DN

. Timor destekleyen inflamasyon ve

10. Genom kararsizlig1 ve mutasyon [89].

2.6. Kanser ve Apoptoz

Tiim organizmalarda yasam, belirli asamalardan geg¢mektedir. Bunlar; dogum,
canliligin devamliligini saglayan iireme, yaslanma ve Oliimdiir. Yasamin devami igin
canliy1 olusturan fonksiyonlarin dengede olmas1 gerekmektedir. Her organizmada yeni
hiicreler olusmaya devam ederken, var olan hiicrelerin belirli bir kism1 da hiicre 6liimii ile
yok olmaktadir. Oliim ve yasam arasindaki denge bu sekilde saglanmaktadir [90].

Hiicre 6liimii 2 temel mekanizma ile saglanir. Bunlar, apoptoz ve nekrozdur. [91].
Nekroz, siddetli hipoksi/iskemi, asir1 sicakliklar ve mekanik travma gibi siddetli ¢evresel
bozulmalara tepki olarak hiicre zarmin erken bozulmasina ve diizenli hiicre yapilarinin
ilerleyici bozulmasina neden olan tesadiifi pasif bir siirectir [92]. Apoptoz ise erken gelisim
sirasinda ve patofizyolojik kosullarda morfogenetik homeostaz i¢in gerekli olan temel bir

stirectir [93].
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Apoptoz, fosfatidilserini agiga ¢ikaran ve ayni zamanda sistein-aspartik proteaz
(kaspaz) ailesi proteinlerini aktive eden hiicre zar1 kabarciklarini igeren programlanmis
hiicre oliimiiniin spesifik bir seklidir [94]. 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie'nin
caligmalar ile ortaya ¢ikmustir [93]. Apoptoz, yiiksek diizeyde diizenlenmis bir hiicre
Oliimii stirecidir. Hiicre 6liimiiniin travmatik bir versiyonu olan nekrozdan farkli olarak
apoptoz, organizmanin daha biiylik yararlari i¢in belirli hiicreleri feda etmek igin verilen
rasyonel ve aktif bir karardir. Cok hiicreli organizmalarda rutin olarak yiiriitiilen normal bir
fizyolojik siiregtir [95].

Bir¢ok sofistike diizenleyici yol gibi, apoptoz da kanserin ilerlemesinde iki ucu
keskin bir bigaktir. Ornegin, anti-kanser tedavisine bagli apoptoz kanser hiicrelerini
Oldiirebilirken, kaspaz 3'liin subletal aktivasyonu onkojenik ilerlemeye neden olabilir,
clinkii apoptozun optimal olmayan indiiksiyonu otofaji gibi telafi edici hayatta kalma
mekanizmalarini tetikleyebilir. Bu nedenle, kanserin daha fazla ilerlemesine yol acan etkili
apoptoz ve verimsiz apoptotik yol aktivasyonu arasindaki hassas dengeyi bulmak zordur
[94].

Kanserin ¢ogalmasi, apoptoz olarak adlandirilan programlanmis hiicre liimiinden
kacinma yeteneginden kaynaklanmaktadir. Bu yetenek kanser hiicrelerinin daha uzun siire
hayatta kalmasina imkan tanimaktadir. Bu nedenle kanserde apoptoz indiiksiyonu kanserin

tedavisi i¢in bir hedef olarak tanimlanmistir [96].

2.6.1. Apoptoz yolaklar

Kaspaz aktivasyonu ile gerceklesen iki apoptoz yolagi vardir: Dis Yolak (ekstrinsik
ya da 6liim reseptorii aracili yolak) ve I¢ Yolak (intrinsik ya da mitokondriyal yolak) (Sekil
2.3).
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Oliim Reseptorleri Mitokondriyal Yolak
Yolagi
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Sekil 2.3. intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yolaklar [90].

2.6.1.1. intrinsik yolak

Intrinsik apoptotik yol, UV ve y-1smlar1, kemoterapétik ilaglar, hipoksi, hipertermi,
viral enfeksiyonlar, serbest radikaller ve belirli biiylime faktorlerinin, hormonlarin ve
sitokinlerin uzaklastirilmasi dahil olmak iizere ¢esitli "hiicre stresi" uyaranlari tarafindan
baslatilir [97]. Igsel sinyal yollari, sitokrom c sitoplazmaya salindiginda mitokondriyal
baslatilan olaylar ile dogrudan hiicre icindeki hedeflere etki eden hiicre i¢i sinyallerin
tiretilmesi yoluyla apoptozu uyarir [98]. Hiicre i¢i apoptotik hiicre dliimii i¢in ortak yol,
mitokondriden sitokrom c'nin salinmastyla mitokondriyal dis zar gegirgenligini (MOMP),
APAF1 ve baslatict kaspaz 9 ile apoptozom olusumunu ve ardindan cellat kaspaz 3'lin
aktivasyonunu igerir. Cogu memeli hiicresinde, MOMP ve sitokrom c'nin sitoplazmaya
salinmasi, apoptozu tetiklemek i¢in kritik gereksinimlerdir ve kaspaz aktivasyonundan
bagimsiz olarak meydana gelebilecek hiicre O6liimiine hiicresel baglilikta geri doniisi
olmayan nokta olarak kabul edilmistir. Mitokondriden sitokrom ¢ salinimi, BAX (BCL-2-
associated X protein), BAK (BCL-2 antagonist killer 1), BIM, BID, PUMA gibi
proapoptotik BCL-2 ailesi tiyeleri tarafindan diizenlenir [99].

Bax ve Bak, mitokondriyal dis zar biitiinliigliniin kaybindan dogrudan sorumludur.
Aktivasyon iizerine, mitokondriyal dis zara giren ve onu bozan biiylik oligomerler
olustururlar. Bax ve Bak, MOMP'de fazlalik olarak hareket etmektedir ve mitokondriyi
gecirgenlestirmek i¢in bunlardan en az biri gerekmektedir. Canli hiicrelerde bu proteinler
genellikle aktif degildir, ancak yukar1 akis olaylarina yanit olarak aktif hale gelir. Yalnizca
BH3 proteinlerinden en az ikisi (Bim ve aktif Bid), gecici etkilesim yoluyla Bax ve Bak'1
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aktive eder. MOMP, hem Bax/Bak'a hem de BH3 alanlariyla etkileserek yalnizca BH3
igeren proteinlere baglanan ve bunlar1 inhibe eden antiapoptotik Bcl2 proteinleri tarafindan
antagonize edilir [100]. Aktiflesen Bax ve Bak mitokondri membran permeabilitesini bozar
ve Sitokrom ¢’ nin sitoplazmaya ge¢gmesine neden olur. Sitokrom-c, Apaf-1 ve kaspaz-9 ile
birleserek apoptozom kompleksini olusturur. Olusan kompleks de diger kaspazlar1 aktive
eder ve hiicreyi Oliime siiriikler. Kaspazlar hiicre i¢i kalsiyum artigi ile aktiflesirler ve
birbirlerini aktiflestirerek proteolitik zincir olustururlar. En sonunda da DNA’ nin ve

sitoplazmik proteinlerin yikimi gerceklesmis olur [101].

2.6.1.2. Ekstrinsik yolak

Ekstrinsik oliim reseptorii yolu, adindan da anlagilacagi gibi, 6liim ligandlar1 bir
6lim reseptoriine baglandiginda baslar [102]. Proapoptotik 6liim reseptorleri arasinda Fas,
TNFR1, TNFR2 ve TRAIL DR4 ve DRS5 yer alir [99]. En iyi bilinen 6liim reseptorleri ise
tip 1 TNF (timor nekroz faktor) reseptorii (TNFR1) ve Fas (CD95) reseptoriidiir. Ve
bunlarin ligandlar1 sirasiyla TNF-a ve Fas ligandi (FasL) olarak adlandirilir [102].
Ekstrinsik yoldaki 6lim reseptorlerinin tiimii, transmembran bdlgeleriyle hiicre zarina
baglanir. Hiicre dis1 bir ligandla etkilesim iizerine, zar reseptorleri Oliim sinyallerini
sitoplazmik 6liim alanlar1 araciligiyla hiicre ici bosluga iletir. Apoptozda yer alan membran
reseptorleri, aktivasyonu iki ana ligand olan TNF ve Fas'a bagli olan tiimor nekroz faktorii
(TNF) reseptor ailesine aittir. TNF ve reseptorleri, yani TNFR-1 ve TNFR-2, major bir
apoptoz yolunu baglatmaktan sorumludur [95]. Fas ve TNF reseptorii integral proteinlerdir.
Komplementer 6liim aktivatorleri olan FasL ve TNF-a’ nin baglanmasi ile prokaspaz-8
kaspaz-8’e doniisiir Bu doniisiim kaspaz aktivasyonunun baslamasina yol agar [91].
Apoptotik 6liim reseptorleri, TNFR1/2, Fas ve TNF ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand
(TRAIL) reseptorleri DR4 ve DRS5'i igerir. Ligandlar1 (yani sirasiyla TNFa, FasL veya
TRAIL) tarafindan aktivasyon iizerine, Olim reseptdrleri hiicre yilizeyinde platformlar
olusturmak tizere oligomerize olur. Bu olay, adaptor proteinlerin (TRADD ve FADD)
toplanmasina ve apoptotik baslatic1 kaspazlar kaspaz-8 ve kaspaz-10'un aktivasyonuna yol
acarak Oliime neden olan sinyal kompleksini (DISC) olusturur [103]. Bu kompleks
tarafindan aktive olan kaspaz 8 ve 10, cellat kaspazlar 3, 6 ve 7’yi aktive eder. Aktive olan
cellat kaspazlar hiicre imhasina baglar. Ayrica kaspaz 8 BID’i pargalar ve mitokondriden

sitokrom C salinimina sebep olur ve bdylece intrinsik yolu aktive hale getirir [91].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1. Tez ¢cahiymasi kapsaminda kullanilan kimyasallar

Antimikrobiyal aktivite testlerinden kuyu difiizyon i¢in kullanilan kimyasallar;
gentamisin (CN; 10 pg, ASD04405), ketokonazol (CTX, 50 ug, ASD04751) Biyoanalase
firmasindan temin edilmistir. Mikrodiliisyon testi i¢in kullanilan gentamisin (CN; 250 mg,
1405-41-0) toz antibiyotigi Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. Caligmada
kullanilan bakterilerin canlandirilmasinda ve antibiyotik duyarlilik testlerinde triptik soy
agar (TSA, Merck, Germany), mueller hinton agar (MHA, Oxoid, Basingstoke, UK),
mueller hinton broth (MHB, Oxoid, Basingstoke, UK) sabouraud dekstroz agar (SDA,
Condalab, Ispanya) ve Sabouraud Dekstroz broth (SDB, Condalab, ispanya) marka
besiyerleri kullanilmastir.

Hiicre kiiltiirii calismasinda kullanilan besiyeri hazirlanmast i¢in ve MTT testi igin
gerekli olan kimyasallar Dulbecco’s modified eagle’s medium L-glutamin ve yliksek
glukoz iceren (DMEM, D5648), penisilin-streptomisin antibiyotigi (P4458), tripsin-EDTA
(T4049), fotal sigir serumu (FBS, F7524), NaHCO; (S5761), tripan mavisi (T8154)
Sigma’dan temin edilmistir.

Glisirizin (99.0% saflikta, 1405-86-3) TCI’dan temin edilmistir.

DNA interaksiyon g¢alismalarinda kullanilan pBR322 plasmid DNA (SD0041), ve
DNA jel yiikleme boyast (RO611) Thermo Fisher Scientific’den firmasindan; agaroz jel
(9012-36-6), trizma base (T1503), borik asit (B6768), etilen diamin tetra asetik asit
(EDTA, 60- 00-4) ve etidyum bromir (E1510), DMSO (472301) Sigma’dan temin

edilmistir.

3.1.2. Tez calismasi kapsaminda kullanilan cihazlar

Analitik hassas terazi (Shimadzu, Japonya), -86 °C derin dondurucu (Thermo
Scientific, ABD), +4 °C ve -20 °C buzdolab1 (Argelik), otoklav (Niive), simif II kabin
(Thermo Scientific, ABD), inkiibator (Memmert, Almanya), CO, inkiibator (Memmert,
Almanya), vorteks (IKA, Almanya), isiticili manyetik kanstirict (IKA, Almanya),
mikrosantrifiij (Heidolph, Almanya), pH metre (1solab 61601001), UV transiliiminatdr,
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yatay elektroforez sistemi, ultra saf su cihazi (Merck, Millipore), mikroplaka okuyucu
(Multiscan GO, Thermo Scientific), klasik binokiiler 151k mikroskobu (Olympus) inverted
mikroskop (Leica, Almanya) marka ve modelde cihazlar kullanilmistir.

3.1.3. Kullanilan besiyeri ve ¢ozeltilerin hazirlanisi

Triptik Soy Agar

Ticari besiyeri 40 g/ olacak sekilde su banyosu igerinde tam olarak
¢Oziindiiriilmiistiir. Besiyerinin pH 7,1+£0,2’ye ayarlanmig 121°C’de 15 dk otoklavda steril
edilmis ve yaklasik olarak 45 °C sicakliga diisiince petrilere dokiilerek katilagsmasi

saglanmistir.

Mueller-Hinton Agar

Ticari besiyeri 38 g/l olacak sekilde su banyosu igerinde tam olarak
¢oziindirilmistiir. pH 7,2+0,2’ye ayarlanmis 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmis ve
su banyosunda yaklasik olarak 45 °C sicakliga diisiinceye kadar bekletilmis ve petrilere

dokiilerek katilagmasi saglanmustir.

Mueller Hinton Broth

Ticari besiyeri 21 g/L olacak sekilde hazirlanmistir. pH 7,2+0,2’ye ayarlanarak
121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir. Katyon ayari i¢in; hazirlanan MHB’nin
tamamen sogumasi beklendikten sonra her litrede 1 mg’lik artis saglamak i¢in 0,4 M
MgCl,.6H,0 ve 0,2 M CaCl,.2H,0 stok ¢ozelti 0.20 pm’lik filtreden gecirilerek steril

edilmis ve litre basina 0,1 mL ilave edilerek kullanilmustir.

Sabouraud dekstroz agar

Ticari besiyeri 65 g/ olacak sekilde su banyosu igerinde tam olarak
¢oziindirilmistir. pH 7,2+0,2’ye ayarlanmig 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmis ve
yaklasik olarak 45 °C sicakliga diisiince petrilere dokiilerek katilasmasi saglanmistir ve

calismalarda kullanilmstir.
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Sabouraud Dekstroz broth

Ticari besiyeri 30 g/L olacak sekilde hazirlanmistir. pH 7,2+0,2’ye ayarlanarak
121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir.

Tris-Borik asit- EDTA tamponu (TBE, 10X)
Tampon Trizma base 108 g/L, Borik asit 55 g/L, EDTA 7,5 g/L (pH 7,5-7,8) olacak

sekilde dH,O ile ¢oziilerek hazirlanmistir. 10XTBE tamponu c¢alismalar sirasinda 1X’e

seyreltilerek kullanilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Meyan kokii ve glisirizin 6rneginin temini, bitkisel 6ziit ve glisirizin stogunun
hazirlama sekilleri

G. glabra 6rnekleri Mustafa Kemal Universitesi Ogretim iiyesi Dr. Faruk Karahan
Hoca tarafindan Hatay Yarseli sulama kanali kenarindan asagida koordinatlart belirtilen

lokaliteden (36°10'40.0"N 36°20'33.8"E) toplanmistir (Resim 3.1).

Ankara

lzmir

Resim 3.1. G. glabra 6rneginin elde edildigi lokalite

Omekler uygun sartlarda kurutulup ogiitiilerek Amasya Universitesi Biyolojik
aktivite laboratuvarina getirilmistir. Ekstraksiyon i¢in Soxhlet ekstraktorii kullanilmistir.
Bu amagla; 60 g toz meyan kokii 300 mL %80°lik etil alkol 1:5 (bitki:¢oziicli) ile yaklasik
olarak 8 saat siire ile ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon iglemi tamamladiktan sonra

evaporatorde (Heidolph, Germany) 40 °C sicaklikta ¢dziliciiniin buharlagsmas1 saglanarak
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¢oziicii uzaklastirilmistir (Resim 3.2). Ardinda DMSO igerisinde konsantrasyonlari

ayarlanarak kullanincaya kadar +4°C’de karanlik bir ortamda muhafaza edilmistir [104].

Resim 3.2. Ekstraksiyon sonrasi elde edilen G. glabra Orneginin etanol oOziitii ve
evaporator ile uzaklastirma islemi

G. glabra’nin biyoaktif bileseni olan glisirizin (99.0% saflikta) DMSO igerisinde tam
olarak  ¢oOzlindiiriilerek  calismada  kullanilan  konsantrasyonlarda  hazirlanmistir

Kullanincaya kadar +4 °C’de bekletilmistir (Resim 3.3).

Resim 3.2. Tez calismasinda kullanilan saf Glisirizin

3.2.2. Meyan kokii ekstrakti icin GC-MS analizi

G. glabra’dan elde edilen etanolik ektrakt Gaz Kromatografisi-Kiitle
Spektrometresinde (GC-MS) incelenmek iizere hazir hale getirilmistir. Daha sonra, 1 pL
numune GC-MS’e enjekte edilerek analiz edilmistir. Analiz GC-MS (Agilent D-7890B
GC-5977MSD) ile yapilmistir (Resim 3.4) Kapillar kolon 30 m uzunluk, 250 um ¢ap, 0.5
um film kalimhginda olacak sekilde kullanilmistir (Tablo 3.1). 1,2 mL/dk akis hiziyla
analizler gergeklesirken tasiyici gaz olarak, helyum gazi kullanilmistir. Meyan koki
ekstraklarin analizinde baglangi¢c kolon sicakligi 60 °C/dk olup, son sicaklik 250 °C ye
cikarilmistir. Analiz sonucu belirtilecek olan pik degerleri referans kiitliphanesi ile

tanimlanmistir [105].
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan GC-MS cihazinin 6zellikleri
Marka ve Model Agilent GC-MSD - 7890B GC-5977MSD

Gaz akis hiz1 1,2 mL/dk
Tastyic1 gaz Helyum
Kolon tipi 30m x 250 ym x 0.5 pm

Enjeksiyon hacmi 1 uL

Resim 3.3. Calismanin gergeklestirildigi GC-MS cihazi

3.2.3. Antimikrobiyal aktivite testleri

G. glabra’dan elde edilen etanolik ektrakt ve biyoaktif bileseni olan glisirizinin
antimikrobiyal etkisinin belirlenmesinde kuyu difiizyon yontemi ve mikro diliisyon
yontemi kullanilmistir.  Antimikrobiyal aktivite sonuglart Klinik Laboratuvarlari

Standartlar1 Enstitiisti (CLSI) kriterleri esas alinarak yorumlanmstir [106].

3.2.3.1. Mikroorganizmalar ve inokiiliimiin hazirlanmasi

G. glabra’dan elde edilen etanolik ektrakt ve biyoaktif bileseni olan glisirizinin
antimikrobiyal aktiviteleri 5 Gram pozitif (Staphylococcus aureus ATCC®25923, Bacillus
cereus ATCC®7064, Bacillus subtilus ATCC®6633, Listeria monocytogenes ATCC®7677,
Streptococcus mutans ATCC®35668) 5 Gram negatif (Escherichia coli ATCC®25922,
Pseudomonas  aeruginosa ATCC®27853, Klebsiella pneumoniae ATCC®700603,
Citrobacter freundii ATCC®43864 Salmonella enteritidis ATCC®13076) bakteriler ve 1
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maya (Candida albicans ATCC®10231) standart suslar1 kullanilarak test edilmistir.
Suslarin aktiflestirilmesinde bakteriler TSA’a inokiile edilerek 24 saat 37 °C’de, mantarlar
icin ise SDA f{izerine inokiile edilerek 24-48 saat 25 °C 'de inkiibasyona birakilmistir.
Besiyeri iizerinde iireyen bakterilerden her bir susa ait 1 koloni steril bir ekiivyon yardimi
ile alinarak serum fizyolojik igerisinde (%0,9’luk NaCl) 0,5 McFarland (~ 1.5 x 108 CFU/
mL) bulanikliinda her bir mantar 6rnegine ait bir koloni alinarak (107 CFU/mL)

mikroorganizma siispansiyonlar1 hazirlanmstir.

3.2.3.2. Kuyu difiizyon testi

Kuyu difiizyon testi i¢in hazirlanan mikroorganizma siispansiyonlar1 steril bir
ekiivyon yardimiyla bakteriler icin MHA {izerine maya i¢in SDA iizerine yayma ekimi
yapilmistir. Oda 1sisinda 5-10 dk bekletildikten sonra 6 mm ¢apindaki steril bir aparatla
agar tizerinde delik acilmistir. Ekstrakt ve Glisirizin 4000 pg/mL konsantrasyonda olacak
sekilde DMSO (toksik etki olusturmamasi i¢in %0,1’lik DMSO kullanilmistir) ile
hazirlanmis ve 50 pL olacak sekilde kuyulara ilave edilmistir. Pozitif kontrol olarak
bakteriler icin gentamisin (CN, 10 pg) maya i¢in ketokonazol (KTC, 50 pg) antibiyotikleri
kullanilmistir. Negatif kontrol i¢in konsantrasyon ayarlanmasinda ¢6ziicii olan DMSO
kullanilmistir. Hazirlanan petri kaplar1 bakteriler i¢in 37 °C 'de 24 saat mayalar igin 25 °C
'de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda olusan inhibisyon zonlarinin ¢ap1
bir kumpas yardimiyla Slgiilmiistiir. Sonuglar CLSI kriterlerine gore degerlendirilmistir

[106 ve 107].

3.2.3.3. Mikrodiliisyon testi

Mikrodiliisyon testindeki amag¢ mikroorganizmalar1 oldiirecek ya da iiremesini
durduracak etkili olan en kiigiikk konsantrasyonu bulmaktir. Bu amagla minimum
inhibisyon konsantrasyon (MIK) degeri belirlenmistir. 96 kuyulu U tabanli plakalardan
yararlanilmistir. Oncelikle her bir kuyuya 100 pL katyon ayari yapilmis bakteriler icin
MHB mayalar i¢in SDB ilave edilmistir. Ekstrat ve glisirizinin 4000 upg/mL
konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanarak yar1 yariya seyreltilerek mikroplakalara ilave
edilmistir. Ardindan Onceden hazirlamig oldugumuz 0,5 McFarland bakteri
stispansiyonlarii kuyulara inokiile edilerek bakteri i¢in 37 °C 'de 24 saat maya i¢in 25 °C

'de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Gozle goriiliir tiremenin oldugu kuyudan bir
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onceki yani {iremenin olmadig1 en kiigiik konsantrasyon MIK degeri olarak belirlenmistir.

Sonuglar CLSI kriterlerine gore yorumlanmistir [106 ve 107].

3.2.3.4. Minimum bakteriyosidal ve fungisidal konsantrasyonlarimmn (MBK, MFK)
belirlenmesi

Ekstrakt ve glisirizinin belirlenen MiK degeri iizeri konsantrasyona sahip kuyulardan
aliman Orneklerin steril bir ekiivyon yardimiyla aseptik teknikler dogrultusunda alinan
orneklerin TSA ve SDA’ya ekimleri gergeklestirilmistir. Hazirlanan plaklar1 37 °C ve 25
°C’de 18-24 saat boyunca inkiibasyona birakilmigtir. Belirlenen siirenin ardindan
mikroorganizmalarin %99’unu 6ldiirdiigii minimum antimikrobiyal madde konsantrasyonu

(MBK) degeri olarak degerlendirilmistir [108].

3.2.4. Antikanser aktivitenin belirlenmesi

3.2.4.1. Hiicre kiiltiirii ve kiiltiir sartlarinin hazirlanmasi

Sitotoksik aktivitenin belirlenmesi Amasya Universitesi Merkezi Arastirma ve
Uygulama Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Calismamizda, insan hepasellular
karsinoma (Hep G2) hiicre hatlar1 hiicre hatlar1 kullanilmistir. Hiicreler %10 (v/v) fotal
bovin serum (FBS), %1 L-glutamin, 100 iinite/mL penisilin/streptomisin, %9,2 NaHCO;
iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) i¢inde, %5 CO, atmosfer ve %95
nem ortaminda inkiibasyona birakilmigtir. Hiicreler stoklari agiliginda oncelikle 25 cm?
sonra 75 c¢m? hacimli flasklarda monoleyer tabaka olusturmasi saglanmistir. Yaklasik
olarak %80 doluluk oranmna ulasan hiicrelerin pasajlanmas1 sirasinda ise %1’ lik

Tripsin/EDTA kullanilmistir.

3.2.4.2. MTT testi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

Hiicreler iizerinde sitotoksisitenin belirlenmesinde kullanilan 3-4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid (MTT) testi mitokondri aktivitesine bagli olan bir
test olup hiicre canlilik testi olarak da bilinmektedir [109 ve 110]. Hiicreler uygun besin
ortamlarinda biiytitiildiikten sonra yaklasik olarak %80 doluluk oranina ulastiklarinda
hiicre sayilar1 belirlenerek MTT testi i¢in uygun hiicreler belirlenmistir. 96 kuyulu diiz
tabanli hiicre kiiltiir kaplarina (Resim 3.4) 100 uL. medyum + hiicre olacak sekilde ilave
edilip 24 saat 37 °C’de ve %5 CO, igeren ortamda inkiibasyona birakilmistir. 24 saat
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sonrasinda yiizeye yapisan hiicreler farkli dozlarda meyan kokii ekstrakti ve glisirizin ile
muamele edilerek 24, 48 ve 72 saat hiicreler inkiibasyona birakilmistir. Gerekli siirelerin
sonunda besiyeri hiicre kiiltlir kaplarindan uzaklastirilarak son konsantrasyonu 5 mg/mL
olacak sekilde MTT soliisyonu ilave edilmistir. Yaklasik olarak 3 saat 37 °C’de
bekletilmistir. Siire sonunda hiicre kiiltiir kab1 tekrar bosaltilarak 100 pL. DMSO ilave

edilerek 10 dakika formazan kristallerinin ¢oziinmesi saglanmistir.

Resim 3.5. Hazirlanan MTT plagi

Hiicrelerin dansiteleri, multiplaka okuyucuda (Resim 3.6) 570 nm’de Olgiilerek
hiicrelerin %50 sini 6ldiiren doz (Inhibitor konsantrasyonu, 1Csy) degeri belirlenmistir.

Coziicli kontrol %100 olarak kabul edilip sonuglar bu degere gére yorumlanmastir.

Resim 3.7. Calismada 6l¢iimlerin yapildigr multiplaka okuyucu
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3.2.5. DNA interaksiyon ¢alismalari

G. glabra L. ekstraktlarmin ve glisirizinin hidroksil radikal aracili plazmit DNA
hasar1 iizerindeki koruyucu etkisini arastirmak i¢in pBR322 plazmit DNA kullanilmistir.
[k olarak, G. glabra L. ekstraktlarmin ve glisirizin 6rnekleri DMSO igerisinde farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Tris-EDTA (TE) tamponunda 0.25 pg / pL plazmit
DNA pBR322, 1 ul %3 H;0,, 0.1g/mL G. glabra L. 6ziti ve glisirizin igeren bir
reaksiyon karisimi (20 pl nihai hacim) hazirlanmistir. Kontrol grubu olarak H,0O, ve %0,1
DMSO ile muamele edilmis plazmid DNA'lar kullanilmistir. Hazirlanan karigim 37 °C'de
24 saat inkiibe edilmistir. Karigima (10 pl toplam hacim) 2 pl ylikleme boyasi (bromofenol
mavisi [%0.025] ve siikroz [%4]) ilave edilecek ve %1 agaroz jeli lizerine yiiklenmistir.
Elektroforez islemi, TBE tamponunda (pH 8) 80 V'de 90 dakikada elektrik akimina maruz
birakilmistir (Resim 3.7). Jel, UV 15181 altinda goriintiillenmistir [111 ve 112].

Resim 3.8. Calismada kullanilan jel elektroforezi
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4. BULGULAR

4.1. G. glabra Ekstrakti icin GC-MS Analizi
G. glabra ekstraktinin bilesenlerin GC-MS ile tayini i¢in maddelerin tutulma zamani,
maddelerin ad1 ve maddelerin yiizde (%) konsantrasyonu tablo halinde gosterildi (Tablo

4.1, Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. G. glabra ekstraktlarmin biyoaktif bilesenlerinin GC-MS sonucu elde edilen
kromotogram

Kromatogram sonucunda ana piklerin bilesenleri Tablo 4.1’de verilmistir. GC-MS
sonuclarina gore G. glabra’nin en fazla %18,59 oraninda 2,8-Dimethyl-7,8-dihydro-6H-
cyclohepta[b]furan-6-one, %16.58 oraninda Thiophene, %9.97 oraninda 1,5 - anhydro —
arabino-furanose, %6.18 oraninda 4'-O-Methylglabridin, %4.76 oraninda 2
Bicyclo[2.2.1]heptane-2-acetamide, %1.95 oraninda 1-Naphthol, %1.95 oraninda 2-
Cyanoimino-4,5-dihydro-5-phenyl-1,3-dioxazole, %1.33 oraninda n-Tetracosanol-1,
%1.28 oraninda Peracetyl-Maltotetraose-1-Phenylfl, %1.23 oraninda Cycloheptasiloxane,
%1.20 oraninda 1-Nonadecanol bilesenlerini icerdigi diger bilesenlerin %1’in altinda

oldugu tespit edildi.
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Tablo 4.1. Ekstraktlarin GC-MS sonuglarina gore biyoaktif bilesenleri ve oranlari

RT (dk) Bilesigin ada % Alan

Tutunma

zamani
1 11,249 Benzeneacetonitrile 1,65
2 15,944 Cyclohexasiloxane 0,34
3 19,661 1,5 - anhydro - arabino — furanose, Cyclopentanol 9,97
4 20,298 Cycloheptasiloxane 1,26
5 20,702 2,8-Dimethyl-7,8-dihydro-6H-cyclohepta[b]furan-6-one 18,59
6 22,848 4-Hexylacetophenone 0,82
7 25,121 Thiophene 16,58
8 26,586 1-Naphthol 1,95
9 27,585 2-Cyanoimino-4,5-dihydro-5-phenyl-1,3-dioxazole 1,95
10 30,920 Palmitic acid, ethyl ester 0,92
11 32,832 Linoleic acid ethyl ester 0,97
12 33,788 1-Nonadecanol 1,20
13 34,637 Benzoic acid 0,19
14 35,084 n-Tetracosanol-1 1,33
15 35,508 1,2-Benzenedicarboxylic acid 0,43
16 37,845 2-morpholino-4H-pyrimido[2,1-a]isoquinolin-4-one 0,55
17 38,418 Phthalic acid 0,60
18 38,907 Shinpterocarpin 0,89
19 39,311 Eryvarin 3,70
20 40,607 4'-O-Methylglabridin 6,18
21 42,072 Bicyclo[2.2.1]heptane-2-acetamide 4,76
22 48,892 Peracetyl-Maltotetraose-1-Phenylfl 1,28
23 57,941 2-Methyl-5H-dibenz[b,f]azepine 0,19
24 58,302 Arsenous acid 0,07
25 58,642 Decamethyltetrasiloxane 0,10
26 58,855 3-Quinolinecarboxylic acid 0,10
27 59,152 Tetrasiloxane 0,19
28 59,662 1,4-Bis(trimethylsilyl)benzene 0,39
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4.2. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Bu ¢alismada G. glabra 06ziitiiniin antimikrobiyal aktivitesi baz1 Gram negatif, Gram
pozitif bakterilere ve mayaya karsi kuyu difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Pozitif
kontrol olarak antibakteriyel etki i¢in gentamisin, antifungal etki i¢in ise ketokonazol
antibiyotigi negatif kontrol olarak ise DMSO kullanilmistir. Inhibisyon zonlar1 kumpas
yardimiyla dlgiilerek milimetre (mm) cinsinden kaydedilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin
belirlenmesinde testler 3 tekrarli olarak c¢alisilmis ve elde edilen sonuclarin ortalama +
standart sapma degerleri Tablo 4.2’de 6zetlenmistir.

Kuyu diflizyon sonucuna gore G. glabra etanol 6ziitiiniin Gram pozitif bakteriler
iizerinde daha etkili oldugu goriilmistir. Ozellikle S. mutans (19,66+1,52), L.
monocytogenes (20,66 = 1,15), B. cereus (15,66%1,15), S. aureus (15,33+0,57) {lizerinde
genis bir inhibisyon zonu agtig1 belirlenmistir. Gram negatif bakteriler arasinda ise en etkili
S. Enteritidis (16,66 = 0,57) lizerinde antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir. G.
glabra oziitinin C. albicans’a kars1 orta derecede antifungal etkiye sahip oldugu
gorilmistir (14,33 + 1,52). Bu calismada G. glabra’nin biyoaktif bir bileseni olan
glisirizininde aym1 zamanda antimikrobiyal aktivitesi test edilmistir. Gram negatif
bakterilerden S. Enteritidis (18,66+1,15) fiizerinde en yiiksek etki gosterdigi tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda antifungal etkiye de sahip oldugu tespit edilmis olup C. albicans
iizerinde 6nemli antifungal etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (15,00+£0,00). Negatif kontrol
olarak kullanilan DMSO’nun %0,1°lik konsantrasyonu toksik etki gostermeyip bakteriler

icin ise herhangi bir antibakteriyel aktivite gdstermemistir (Resim 4.1, Tablo 4.2).

Resim 4.1. G. glabra 6ziitlerine ait kuyu difiizyon sonuglari, M: Meyan kokii (G. glabra),
D: DMSO, G: Glisirizin
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Tablo 4.2. Kuyu difiizyon testi sonuglar1 (mm, mean=+std)

G. glabra Glisirizin DMSO CN KTC
(%0,1)
S. mutans 19,66 £ 1,52  16,33+0,57 - 26,66 £ 0,57 NT
S. aureus 15,33 +0,57 14,33+1,15 - 22,33 £0,57 NT
B. cereus 15,66 £ 1,15 - - 16,00 £ 0,57 NT
B. subtilis 12,00 £+ 1,00 - - 17,00 £+ 0,00 NT
L. monocytogenes 20,66 +1,15 17,66+1,52 - 28,66 £ 0,57 NT
K. pneumoniae 11,00+ 1,73  14,00+£1,00 - 17,66 £ 1,15 NT
E. coli 13,66 = 1,52 - - 19,00 £+ 1,00 NT
S. Enteritidis 16,66 £0,57 18,66*1,15 - 25,00 £ 1,00 NT
C. freundii 11,00 £ 1,00 - - 23,66 £ 1,15 NT
P. aeruginosa 11,66 + 1,66 - - 19,33 £ 0,57 NT
C. albicans 1433 £1,52  15,00+0,00 - NT 16,66 £ 0,57

DMSO: Dimetil siilfoksit, (-): Inhibisyon zonu olusmamistir, CN: Gentamisin (30 pg)
KTC (50 pg): Ketokonazol, NT: Test edilmedi.

Ayn1 zamanda bu tez ¢alismasinda G. glabra 6ziitiiniin Gram pozitif ve Gram negatif

bakteriler iizerindeki MIK degerleri mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. Calismada

kullanilan mikrodiliisyon testi Resim 4.2’de gosterilmistir.

Resim 4.2. Calismada kullanilan mikrodiliisyon testi
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Bu yontem antibakteriyel duyarlilik testleri i¢in referans yontemdir. Bir
mikroorganizmanin gozle goriilebilir olarak {liremesinin inhibe oldugu en diisiik
antibakteriyel ajan konsantrasyonu “Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK)” olarak
belirlenir. Diliisyon testleri sonucunda elde edilen MIK degerleri, infeksiyona neden olan
mikroorganizmay1 inhibe etmek i¢in gerekli olan antibakteriyel ajanin konsantrasyonunu
vermektedir. Mikrodiliisyon yontemi ile belirlenen minimum inhibisyon konsantrasyonu

sonucu Tablo 4.3’te belirtilmistir.

Tablo 4.3. Minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (ng/mL)

Mikroorganizma G. glabra Glisirizin DMSO

S. mutans 125 1000 >4000
S. aureus 500 2000 >4000
B. cereus 500 >4000 >4000
B. subtilis 1000 >4000 >4000
L. monocytogenes 125 500 >4000
K. pneumoniae 4000 2000 >4000
E. coli 2000 4000 >4000
S. Enteritidis 500 250 >4000
C. freundii 4000 >4000 >4000
P. aeruginosa 4000 >4000 >4000
C. albicans 1000 1000 >4000

DMSO: Dimetil stilfoksit

Tablo 4.3’te goriildiigii gibi G. glabra &ziitiiniin MIiK degerine bakildiginda Gram
pozitif bakterilerden S. mutans’a (125 pg/mL) kars1 Gram negatif bakteriler arasinda ise S.
Enteritidis’e (500 pg/mL) kars1 yiiksek antibakteriyel etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
Ayn1 zamanda Oziitler bir maya tiirii olan C. albicans lizerinde orta derecede antifungal
aktivitesinin oldugu tespit edilmistir. G. glabra 6ziitiiniin, K. pneumoniae, C. freundii ve P.
aeruginosa organizmalarina karsi ise 0nemli bir antibakteriyel etkiye sahip olmadig tespit
edilmistir. G. glabra’nin biyoaktif bileseni olan glisirizinin mikro dillisyon testi sonucu S.

Enteritidis iizerinde MIK degeri 250 pg/mL olarak belirlenmistir.
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4.3. Sitotoksisite Testi

G. glabra ekstrakt Hep G2 hiicre hatt1 iizerinde sitotoksisitesi MTT yontemiyle
belirlenmistir. Ekstrakta belirli konsantrasyonlarda (62,5, 125, 250, 500, 1000, 2500, 5000
pg/mL) 24, 48 ve 72 saat siirelerle maruz birakilan hiicrelerde canlilik orani sonuglari

Olcililmiis ve sonuglar Sekil 4.2, ve Resim 4.3 ‘de 6zetlenmistir.

Hep G2
150
100
2 LN
0 i ik
DMSO Kontrol 62.5 500 1000 2500 5000

H24h ®m48h m72h

Sekil 4.2. G. glabra ekstraktlarinin Hep G2 hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksisitesinin MTT
testi sonuglari

MTT testine gore, 24 ve 48 saatlik maruziyet sonrasinda hiicrelerin sayisinda azalma
gbzlemlenmistir. Fakat 72 saatlik deney siiresi sonunda artan dozla beraber G. glabra
ekstraktinin HepG2 kanser hiicrelerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. 1Csq
degeri 250 pg/mL olarak belirlenmistir.

Resim 4. 3. Calisma sonras1 G. glabra ekstrakti ile muamele edilen Hep G2 hiicrelerinin
ters faz mikroskobik goriintiileri a) DMSO kontrol b) 250 pg/mL
konsantrasyonda G. glabra ekstrakti ile muamele edilen
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Resim 4.3’te ¢oziicii kontrol olarak DMSO uygulanan hiicreler ve 1Csy degeri olan
250 pg/mL konsantrasyonda G. glabra ekstrakti uygulanan Hep G2 hiicrelerinin
morfolojisi goriilmektedir. Kontrol grubuna gore hiicre morfolojileri karsilastirildiginda,
hiicrelere uygulanan ve sitotoksik konsantrasyon olan 250 pg/mL konsantrasyonun
hiicrelerin morfolojilerini kaybetmeye ve yiizeye tutunamamalarmma neden oldugu
gorilmiistir.

Calismada ayrica saf olarak satin alinmis ve G. glabra’nin 6nemli bir biyoaktif
bileseni olan glisirizinin Hep G2 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri belirlenmistir.
DMSO igerisinde belirli konsantrasyonlarda (6,25, 12,5, 25, 50, 100, 250, 500 uM)
hazirlanan glisirizine 24, 48 ve 72 saat siirelerle maruz birakilan hiicrelerde canlilik orani

sonugclari Ol¢iilmiis ve sonuclar Sekil 4.3°de ve Resim 4.4°te 6zetlenmistir.

Hep G2

200

100
. 00 D e W 0 B D

DMSO 6,25uM 12,5uM 25pM  50uM  100puM 125pM 250uM 500uM

m24h m48h m72h

Sekil 4.3. Glisirizinin Hep G2 hiicre hatt1 iizerinde sitotoksisitesinin MTT testi sonuglar1

Sekil 4.3’ten anlasildig1 gibi 72 saatlik deney siiresi sonunda artan dozla beraber
glisirizinin Hep G2 kanser hiicrelerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. 1Csq

degeri 50 uM olarak belirlenmistir.

a)

Resim 4.4. Glisirizin ile muamele edilen Hep G2 hiicrelerinin ters faz mikroskobik
goriintiileri a) DMSO kontrol, b) 50 uM konsantrasyonda glisirizin ile
muamele edilen hiicre hatt1
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Resim 4.4’te ¢oziicli kontrol olarak DMSO uygulanan hiicreler ve ICsy degeri olan 50
uM konsantrasyonda glisirizin uygulanan HepG2 hiicrelerinin morfolojisi goriilmektedir.
Kontrol grubuna gore hiicre morfolojileri karsilastirildiginda, hiicrelere uygulanan ve
sitotoksik konsantrasyon olan 50 uM glisirizinin hiicrelerin morfolojilerini kaybetmeye ve

ylizeye tutunamamalarina neden oldugu belirlenmistir.

4.4. DNA interaksiyon calismalari

DNA etkilesim calismalari, ekstraktlarin ve plazmit DNA'nin baglanmasi sonucu
H,0, kaynakli hasarin dnlenmesinin belirlenmesine yonelik sonucun jel elektroforezi ile
belirlenmesi esasina dayanir. DNA'daki konformasyonel degisim, siiper sarmal DNA'nin
(Form I) agik dairesel DNA'ya (Form II) ve lineer DNA'ya (Form III) doniisiimii dikkate
alimarak yorumlanmistir. Plazmid DNA jel elektroforezinde 3 formda gozlemlenir.
Bunlardan siipersarmal form olan Form I, DNA’nin siki bir halde sarili olarak bulundugu
form oldugu icin jel ilizerinde en hizli hareket eden formunu olusturur. DNA’nin bir
zincirinde kesik olugursa DNA siiper sarmal formu bozularak Form II yapis1 sekillenir ve
je iizerinde en yavas hareket eden formudur dolayisiyla en iistte duran bant olarak kendini
belli eder. DNA iizerinde iki zincirde meydana gelen kiriklar ise DNA’nin dogrusal formu
olan Form III yapisinin sekillenmesine neden olur. Form III jel {izerinde Form I ve Form II
arasinda gozlemlenen DNA bantidir [111]. Bu ¢alismada ekstraktin plazmit DNA iizerinde
konformasyonel degisikliklere neden olup olmadigini belirlemek icin agaroz jel

elektroforez yontemini kullanmustir.

Form IT

Form I

a) b)

Resim 4.5. pBR322 plazmit DNA ve farkli ekstrakt ve Glisirizin konsantrasyonlarinin
etkilesiminin agaroz jel elektroforez modeli, a) G. glabra ekstrakti, b)
Glisirizin, Kuyu 1, Kuyu 2 ve Kuyu 3 sirastyla plazmit DNA kontrol, TRIS-
EDTA ve DMSO kontrol, Kuyu 4: H,O, ve plazmid DNA kontrol Kuyu 5-8
sirastyla 500, 1000, 2000 ve 4000 ug/mL araligindaki ekstrakt ve bilesiklerle
inkiibe edilmis plazmit DNA



38

Resim 4.5’te goriildiigi gibi pBR322 plazmit DNA iizerinde olusan H,O, kaynakl
hasar1 G. glabra ekstrakti ve glisirizin diizeltmistir. Ozellikle en yiiksek konsatrasyonda
(4000 ug/mL, 8. kuyu) H,O, kaynakli hasarin onlendigi ve bantlarin kontrol grubuna

benzedigi agik¢a goriilmektedir.
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5. TARTISMA

Bu calismada G. glabra ekstraktt icin GC-MS analizi yapilmistir. GC-MS
sonuclarina gore G. glabra’nin en fazla %18,59 oraninda 2,8-Dimethyl-7,8-dihydro-6H-
cyclohepta[b]furan-6-one, %16.58 oraninda Thiophene, %9.97 oraninda 1,5 - anhydro —
arabino-furanose bilesiklerini igcerdigi tespit edilmistir.

Mabkhot vd. [112]’nin yaptiklar1 ¢alismada tiyofen tiirevlerinin bazi Gram negatif
bakteriler, Gram pozitif bakteriler ve mantarlar {izerindeki antimikrobiyal aktivitesi disk
diflizyon yontemi ile belirlenmistir. Disk diflizyon sonuglari tiyofenin bakteriler ve
mayalar iizerinde 6nemli bir antimikrobiyel etkiye sahip oldugunu gdstermistir. Ancak bu
etkinin Gram pozitif bakterilerde Gram negatif bakterilere gore daha fazla olarak tespit
edilmistir.

Yapilan calismada G. glabra ekstraktinin igerigi GC-MS analizi ile belirlenmistir.
GC-MS sonuglara gore ekstrakt en fazla Carbamicacid,N-(3-chloro-4-methoxyphenyl)-
,glycidyl ester, 2.olarak Lauric anhydrideve 3. olarak 3-Dibenzofuranamine bilesenlerini
icermektedir. Ayn1 ¢alismada disk difiizyon yontemi ile ekstraktin antibakteriyel etkiye ve
antifungal etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Goriilen bu antimikrobiyal etki ekstraktin
icerdigi bilesenlere atif edilmistir. GC-MS sonuglarinin bizim c¢alismamizdan farkhi
olmasin nedeni G. glabra’nin toplandig1 alanin, toplama zamaninin, toplanma yilinin vb.
farkli olmasindan kaynaklanmis olabilir [113].

Bagka bir ¢alismada Tiyofenin, halk sagligini tehdit eden 15 bakteri ve 4 mantar
izolatina kars1 antibakteriyel ve antifungal 6zellikleri alamar mavisi ile test edilmistir.
Sonuglar, tiyofen bilesiginin antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu 6zellikle Enterococcus
faecalis izolatina kars1 yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu gdstermistir. MIK
degerleri 2500 pg/ml olarak tespit edilmistir [114].

Yaptigimiz calismada G. glabra Oziitinlin antimikrobiyal aktivitesi bazi Gram
negatif, Gram pozitif bakterilere ve mayaya kars1 kuyu diflizyon testi ile belirlenmistir.
Pozitif kontrol olarak antibakteriyel etki igin gentamisin antifungal etki icin ise
ketokonazol antibiyotigi kullanilmistir. G. glabra etanol 6ziitiinlin Gram pozitif bakteriler
tizerinde daha etkili oldugu goriilmiistiir. Gram negatif bakteriler arasinda ise en etkili S.
Enteritidis olarak belirlenmistir. G. glabra 6ziitiiniin C. albicans’a kars1 orta derecede
antifungal etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Sultana vd. [115] nin yaptiklar1 ¢alismada Glycyrrhiza glabra'nin metanolik 6ziiniin,

(B. megaterium, B. subtilis, S. aureus, S. lutea, E. coli, P. aeruginosa, S. paratyphi, S.
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typhi, S. boydii, S. dysenteriae, Vibrio mimicus ve V. parahemolyticus) 12 test bakterisine
kars1 antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon yontemi ile taranmistir. Cogu organizmanin
ekstrakta duyarli oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, en Onemli antimikrobiyal
aktiviteyi 22 mm inhibisyon zonu ile S. aureus'a kars1 gosterdigi tespit edilmistir.
Sonuglara gore G. glabra Oziitii, B. subtilis ve E. coli'ye karst antimikrobiyal aktivite
gostermis ancak P. aeruginosa'ya karsi gostermemistir.

Bir baska calismada G. glabra, miirver (Sambucus nigra) ve karahindiba
(Taraxacum officinale) gibi gesitli tibbi bitki ekstraktlarinin Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilere karsi antibakteriyel aktivitesi disk diflizyon yontemi ile taranmistir. G.
glabra’nin etanolik oOzleri, S. aureus, E. coli, P. fluorescens ve B. cereus'a karsi net
inhibisyon aktivite gostermistir [116].

Yahia [117] dort bakteriyel organizma "E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, E. faecalis"
tizerinde G. glabra’nin antibakteriyel etkisini disk diflizyon yontemi ile incelemistir. G.
glabra L bitkisinden elde edilen flavonoid oziitliinliin ¢ok iyi bir antibakteriyel aktivite
gosterdigini kanitlamistir, baska bir deyisle flavonoid o6ziitli E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus, E. faecalis'in bakteriyel biiylimesini engellemistir. Bu sonug, tibbi bitki G. glabra
L ve/veya flavonoid ekstresinin kullaniminin 6zellikle onemli antibakteriyel etkiler
olusturdugunu gdstermistir.

S. aureus, dental implant yerlestirilmesinden sonra endodontik enfeksiyonlara neden
olmaktadir. Ayrica metisiline direngli S. aureus hastanelerde ciddi enfeksiyonlara neden
olan ajanlar olarak ortaya ¢ikmustir. S. mutans, dis yilizeyine yapisan ve bir biyofilm
olusturan insanlarda dis ¢liriigiiniin 6nemli bir etiyolojik ajanidir. Biyofilm olusumu,
Candida tirleri i¢in Oonemli bir viriilans faktoridiir ¢linkii antifungal tedaviye direnci
arttirir. C. albicans, insanlarda en patojenik maya tiiriidiir ve genellikle dis protezlerinde ve
oral kandidiyazda tanimlanir. Oliveira vd. [118] G. glabra L. ekstraktinin minimum
inhibisyon konsantrasyonu S. aureus ve S. mutans igin 100 mg/ mL ve C. albicans, i¢in 50
mg/mL olarak bulmustur.

Sedighinia vd. [119] bu ¢alismada G. glabra'nin oral patojenlere karsi antibakteriyel
aktivitesini difiizyon yontemleriyle ve hem sivi hem de Agar seyreltme yontemli minimum
inhibitér konsantrasyon (MIK) ile degerlendirmistir. Bu ¢alismada kullanilan
mikroorganizmalar arasinda oral patojenler olarak S. mutans, E. faecalis, S. aureus ve E.
coli yer almistir. G. glabra ekstraktinin analizi, tiim yontemlerde dort bakteriye karsi

inhibitér aktivite gdostermistir. Sonuglara goére hicbir sus bu ekstrakta direng
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gdstermemistir. Agar seyreltme yonteminde MIK degerleri S. mutans ve E. faecalis igin
12,5 mg/ml ve E. coli ve S. aureus i¢in ise 35 mg/ml olarak tespit edilmistir.

Nikolova vd [120] bu ¢alismada G. glabra’nin su-etanol ekstraktinin, Gram-negatif
ve Gram-pozitif bakteri suslari’na (B. subtilis, S. aureus, S. saprophyticus ve E. coli) kars1
antibakteriyel aktivitesini incelemistir. Test edilen ekstraktlarin aktivitesini belirlemek igin
antibakteriyel duyarlilik testlerinden biri olan agar disk difiizyon yontemi uygulanmaistir.
Calismanin sonuglari, Gram-pozitif bakterilerdeki antibakteriyel potansiyelin Gram-negatif
bakterilere gore daha etkili oldugunu ortaya koymustur. Sonuglar bizim calismamizi
destekler bigimdedir.

Yapilan ¢alismada sifali bitkiler G. glabra, Ficus religiosa ve Plantago major
ekstratlariminn  C. albicans kars1 antifungal aktivitesine bakilmistir. Ekstraktlar, disk
diflizyon yontemi kullanilarak oral C. albicans'a karsi antifungal etkinlik testine tabi
tutulmustur. Calisma sonucuna gore, G. glabra ekstrakti C. albicans iizerinde diger
ekstraktlara ve ayrica flukonazol (10 pg) ve itrakonazol (10 pg) gibi sentetik antifungal
ajanlara kiyasla daha giiglii bir inhibitor 6zellik [121].

Tiirkiye’de yapilan baska bir ¢alismada ise toplanan G. glabra MeOH ile ekstrakte
edilip ve iki antimikrobiyal madde olan pinocembrin ve licoflavanone izole edilmistir.
izole edilen maddelerin antimikrobiyal etkisi disk difiizyon yontemiyle belirlenmistir. Bu
bilesikler B. subtilis, S. aureus ve C. albicans'a kars1 beklenen aktiviteyi gostermese de
Escherichia coli'ye kars1 iyi bir aktivite gdstermistir. MIK degerlerini bakildiginda en
yiiksek antimikrabiyal aktiviteyi, pinocembrin Candida albicans'a (32 pg/disk) kars
licoflavanone ise Bacillus subtilis’e (32 pg/disk) karst géstermistir [122].

Dinteren vd. [123] bu ¢alismada 3 farkli tiir meyan kokii ekstratlar (G. galabra, G.
inflata ve G. uralensis) ve isaret bilesikleri glabridin, licochalcone A ve glycycoumarinin
antibakteriyel aktivitelirini incelemistir. Sonuglara goére bu ekstratlar Gram-pozitif
bakteriler S. aureus, S. mutans ve L. buchneri'ye kars1 antibakteriyel aktivite gdsterirken,
gram-negatif bakteri E. coli'ye kars1 higbir aktivite gdstermemistir.

Esmaeili vd. [48] yaptiklar1 calismada G. glabra ekstresinin antimikrobiyal
aktivitelerini incelemistir. Numune ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi, S. aureus, E.
faecalis, A. baumannii, B. cereus, P. aeruginosa ve K. pneumonia'ya kars1 disk difiizyon
yontemiyle degerlendirilmistir. Ekstrakt numuneleri her bir mikroorganizmanin

kiiltiirlerinde 24 saat inkiibe edilmistir. Arastirma sonuglari, G. glabra ekstraktinin hem
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Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakteriler iizerinde 6nemli bir antimikrobiyal etkisi
etkisi oldugunu gostermistir.

Nitalikar vd. [124] tarafindan yapilan calismada G. glabra Oziitiinin 4 farkli
bakteride (S. aureus, B. subtilisi, E. coli ve P. aerugenosa) antimikrobiyal aktivitesi disk
difiizyon yontemi ile incelenmistir. Calisma sonucu, yaptigimiz ¢alismay1 desteklemistir ve
G. glabra oziti bakteri suslarma karsi iyi bir antimikrobiyal aktivite sergilemistir.
Literatiirde G. glabra 6ziitiiniin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesine yonelik yapilan
calismalar incelendiginde bizim g¢alismamiza benzer sonuglarin oldugu gibi bazi farkl
sonuglarin bulundugu tespit edilmistir. Bitkilerin igeriginin, 6rnegin hasat edildigi zamana,
elde edildigi bolgedeki toprak yapisi ve iklim ozelliklerine gore degisiklik gosterdigi
bilinmektedir. Bu durumun ise literatiirdeki farkli sonuclarin olmasinin sebebi olarak
aciklanabilir.

Yaptigimiz calismada Hep-G2 hiicreleri belirli konsantrasyonlardaki G. glabra
ekstraktlarina (62,5, 125, 250, 500, 1000, 2500, 5000 pg/mL) 24, 48 ve 72 saat siirelerle
maruz brrakilmistir ve maruz birakilan hiicrelerde canlilik orant MTT ydntemiyle
belirlenmistir. Fakat 72 saatlik deney siiresi sonunda artan dozla beraber G. glabra
ekstraktinin Hep-G2 kanser hiicrelerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. 1Csq
degeri 250 pg/mL olarak belirlenmisgtir.

Popovich vd. [125] yaptiklar1 ¢alismada meyan kokiiniin Hep-G2 hiicre hattindaki
sitotoksik aktivitisine bakmislardir. Meyan kokii ekstraktlar1 ¢esitli konsantrasyonlarda
(0,2-0,9 mg/mL) eklenmis ve 72 saat inkiibe edilmistir. Kontrol grubu Hep-G2 hiicreleri,
kiiltiir ortam1 igermis ancak ekstrakt igcermemistir. MTT sonuglari bizim g¢alismamizi
desteklemistir ve artan dozla beraber meyan kdokiiniin Hep-G2 hiicre hattinda sitotoksik
etkiye sahip oldugunu gostermistir. ICsy degeri 0,5 mg/mL olarak tespit edilmistir.

Caligmamizda ayrica glisirizinin Hep-G2 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri
belirlenmistir. DMSO igerisinde belirli konsantrasyonlarda (6,25, 12,5, 25, 50, 100, 250,
500 uM) hazirlanan glisirizine 24, 48 ve 72 saat siirelerle maruz birakilan hiicrelerde
canlilik oran1t MTT testi ile belirlenmistir. Sonuglar artan dozla beraber glisirizinin Hep G2
kanser hiicrelerinde sitotoksik etkiye sahip oldugunu gorilmiistiir. IC5y, degeri 50 uM
olarak belirlenmistir.

Sun vd. [126] her plakaya 5000 hiicre/kuyu Hep-G2 hiicresi ekmistir. Hep-G2
hiicreleri, 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda glisirizin soliisyonuna (0, 25, 50, 75,

100 ve 125 ug/ml) maruz birakilmistir. Daha sonra hiicreler, hiicre proliferasyonunu
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degerlendirmek i¢in CCK-8 c¢ozeltisi ile inkiibe edilmistir. Hep-G2 hiicrelerinin
canliligimmin glisirizin konsantrasyonundaki artisla azaldigi ve glisirizinin 100 pg/ml
konsantrasyonundaki hiicre canlilig1 iizerindeki inhibitor etkisinin yaklasik %50 oldugu
ortaya ¢ikmustir. Bu nedenle, sonraki deneylerde 100 ug/ml'de glisirizin konsantrasyonu
kullanilmigtir ve CCK-8 sonuglart glisirizin  tedavisinin, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda Hep-G2 hiicre proliferasyonunu 6nemli 0l¢iide inhibe ettigini
gostermistir.

Zhang vd. [127] Glisirizinin iyi farklilagmis Hep-G2 ve zayif farklilagmigs MHCC97-
H hiicreleri dahil olmak iizere iki tip HCC hiicre hattindaki sitotiksik etkisini CCK-8 tahlili
ile test etmistir. Glisirizin uygulanan hiicrelerin canliligi, doza (0, 1, 2 ve 4 mmol/L) ve
zamana (24, 48 ve 72 saat) bagl olarak 6énemli 6l¢giide azalmistir. Biiylime inhibisyonu igin
ICs¢ degeri, Glisirizin ile islenmis HCC hiicrelerinde hesaplanmistir. Glisirizin, 48 saatlik
tedaviden sonra 1 mmol/L'de yaklasik %50 inhibisyon uygulamistir. Hiicre morfolojisinin
goriintiileri bizim c¢alismamizi desteklemistir ve glisirizinin Hep-G2 hiicrelerini 6nemli
Olcilide oldiirdiiglinii géstermistir.

Calismada geleneksel bir sifali bitki olan meyan kokiinde bulunan Licochalcone A’
nin  Hep-G2 hiicreleri  iizerindeki  sitotoksik  aktivitesine bakilmistir.  Farkl
konsantrasyonlarda (0,5—128 pg/mL) Licochalcone A’ ya 24 saat ve 48 saat siireyle maruz
birakilan Hep-G2 hiicresi MTT testi ile degerlendirilmistir. IC50 degeri 24 saat ve 48 saat
icin i¢in sirastyla 6.008 ug/mL ve 13.736 ug/mL olarak belirlenmistir. Sonuglar
Licochalcone A’ nin Hep-G2 hiicrelerini doza bagl bir sekilde inhibe ettigini gostermistir
[128].

Al-Radadi [129] tarafindan 2021 yilinda yapilan calismada, Meyan kokii ekstresi
kullanilarak olusturulan altin nanopartikiillerin (AuNp) Hep-G2 hiicreleri {izerindeki
sitotoksisite etkisi, MTT tahlili ile incelenmistir. Inceleme farkli konsantrasyonlarda (500,
250, 125, 62.5, 31.25, 15.6, 7.8, 3.9, 2, 1, 0 pug/mL) yapilip normal kontrol ile
karsilastirilmistir. IC50'nin degeri 23 ug/ml, olarak tespit edilmistir. Meyan kokii ekstrakti
ile sentezlenen AuNp, Hep-G2 hiicre hatt1 biiylimesindeki artis1 zaman ve doza bagimli bir
sekilde durdurmustur. Hep-G2 hatlarinin morfolojik gozlemi, apoptotik hiicrelerin
gostergesi olan morfolojide dikkate deger degisiklikler ve azalmis hiicre yogunlugunu
gostermistir.

9 farkli cografi kokenden toplanan G. glabra orneklerinin Hep-G2 hiicresindeki

sitotoksik aktivitesi bu calismada MTT yontemi ile belirlenmistir. Hiicreler, 24 saat
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boyunca 250ug/mL G. glabra ekstratina maruz birakilmistir. MTT sonuglar1 Hep-G2
hiicrelerinin test oziitlerine kars1 duyarliliginin ¢ok az oldugunu gdstermistir (dokuz 6ziin
sekizi). Cografi kokenler arasinda iilkemizden Konya ilinden toplanan 6rnekler mevcuttur
ve bu Ornek sitotoksik aktivite géstermemistir. Bizim ¢alismamizin aksine ¢ikan sonucun
nedeni maruziyetin az olmasindan kaynakli olabilir. 72 saat maruziyette sitotoksik aktivite

gostermesi olasidir [130].
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6. SONUC

Calismamizda G. glabra nin bilesenlerini tayin etmek i¢in GC-MS Analizi yontemi
kullanilmistir. Analiz sonuglarina gore G. glabra’nin en fazla %18,59 oraninda 2,8-
Dimethyl-7,8-dihydro-6H-cyclohepta[b]furan-6-one, %16.58 oraninda Thiophene, %9.97
oraninda 1,5 - anhydro — arabino-furanose bilesiklerini icerdigi tespit edilmistir.

Bu ¢alismada G. glabra’nin bazi Gram negatif, Gram pozitif bakteriler ve mayaya
kars1 antimikrobiyal aktivitesi kuyu difiizyon testi ile belirlenmistir ve ayn1 zamanda Gram
pozitif ve Gram negatif bakteriler iizerindeki MIK degerleri mikrodiliisyon yontemi ile
belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak antibakteriyal etki i¢in gentamisin antifungal etki i¢in
ise ketokonazol antibiyotigi kullanilmistir. Kuyu diflizyon sonuglart G. glabra’nin
bakteriler ve mayalar {izerinde 6nemli bir antimikrobiyal etkisi olugunu ve bu etkinin en
fazla Gram pozitifler iizerinde oldugunu gostermistir. Gram pozitiflerden &zellikle L.
monocytogenes (20,66 £ 1,15), Gram negatiflerden ise S. Enteritidis (16,66 + 0,57)
tizerinde en fazla antibakteriyal etki gosterirken C. albicans’a karsi orta derecede
antifungal etki géstermistir.

Antikanser etkisi oldugu bilinen meyan kokiinin Hep-G2 hiicreleri tizerindeki
sitotoksik aktivitesi MTT yontemi ile belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda G. glabra
ekstratlar1 (62,5, 125, 250, 500, 1000, 2500, 5000 pg/mL) 24, 48 ve 72 saat siirelerle maruz
birakilan hiicrelerdeki canlilik orani dl¢iilmiistiir. 72 saatlik deney siiresi sonunda artan
dozla beraber G. glabra ekstraktinin Hep-G2 kanser hiicrelerinde sitotoksik etkiye sahip
oldugu goriilmistiir. ICsy degeri 250 pg/mL olarak belirlenmistir. Calismada ayrica saf
olarak satin alinmis ve G. glabra’nin 6nemli bir biyoaktif bileseni olan glisirizinin Hep-G2
hiicreleri  tizerindeki sitotoksik etkileri belirlenmisti. DMSO igerisinde belirli
konsantrasyonlarda (6,25, 12,5, 25, 50, 100, 250, 500 uM) hazirlanan glisirizine 24, 48 ve
72 saat siirelerle maruz birakilan hiicrelerde canlilik orani sonuglar1 Olg¢lilmiistiir. 1Cs
degeri 50 uM olarak belirlenmistir.

Sonug olarak bu tez calismasinda yapilan antimikrobiyal ve sitotoksik testler, G.
glabra’nin 6nemli biyolojik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Elde ettigimiz
sonuglarmn [n vivo caligmalarla da desteklenmesi igin gelecekte yapilmasi planlanan

caligmalara fayda saglayacagini diisiiniiyoruz.
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