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OZET

Euphorbia macroclada (Siitlegen) BITKISININ ANTIOKSIDAN
AKTIVITESININ BELIRLENMESI VE SITOTOKSIK ETKIiLERININ
INCELENMESI

SAYAK, Oktay
Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal
Tez Danigmani: Dr. Ogr. Uyesi Deniz IR-TEM KARTAL
Agustos 2022, 53 sayfa

Bu tez ¢alismasinda hem antioksidan hem de toksik 6zelliklere sahip Euphorbia
macroclada tiiriiniin toplam fenolik ve flavonoid igeriklerinin, antioksidan ve
antiproliferatif aktivitelerinin belirlenmesi amaglandi. E. macroclada bitkisinin gigek ve
yaprak kisimlarindan elde edilen aseton, etanol ve su ekstrelerinin toplam fenolik madde
icerigi Folin-Ciocalteu ve flavonoid madde igerigi alimiinyum kloriir kalorimetrik
yontemiyle belirlendi. Ekstrelerin radikal giderme aktivitesi ise DPPH serbest radikalini
siipiirme, ABTS katyon radikalini siipiirme ve Fe*? metal selatlama kapasitesi seklinde
kolorimetrik olarak 6l¢iildii. Deneyler sonucunda bitkinin toplam fenolik madde igerigi
cicegin su ekstresinde 990 pg GAE /mg iken toplam flavonoid madde igerigi ¢icegin
etanol ekstrelerinde 1138 pg KE/mg olarak bulundu. Bu dogrultuda ABTS radikalini
siiptirme kapasitesi cicekten alinan etanol ekstresinde daha yiiksek bulundu. DPPH
radikalini giderme kapasitesi ise yapragin su ve etanol ekstrelerinde 61 pg/g ve 68 ug/g
bulundu. ABTS radikalini giderme kapasitesi en yiiksek cicegin etanol ekstresinde 63
ng/g iken en yiliksek DPPH radikalini giderme aktivitesi yapragin su ekstresinde 61 pg /g
bulundu. LC-MS analizleri sonucunda, bitkinin yapisinda bol miktarda gallik asit, kafeik
asit, kuersetin ve katesin tespit edildi. Ekstrelerde en ¢ok gallik asit tespit edilmesinin
yani sira gallik asidin en cok belirdigi ekstre cicegin su ekstresi olarak gorildii.
Sitotoksiste testi sonucunda, etanol ve su ekstresinin HT-29 hiicrelerine karsi

antiproliferatif aktiviteleri arasinda fark olmadig1 gozlemlendi.

Anahtar kelimeler: Antioksidan aktivite, Euphorbia macroclada, HT-29, Tibbi
ve toksik bitki.






ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY OF Euphorbia macroclada
PLANT AND INVESTIGATION OF CYTOTOXIC EFFECTS

SAYAK, Oktay
M.Sc. Thesis, Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Deniz IR-TEM KARTAL
August 2022, 53 pages

In this thesis study, it was aimed to determine the total phenolic and flavonoid
contents, antioxidant and antiproliferative activities of Euphorbia macroclada, which has
both antioxidant and toxic properties. The total phenolic substance content of acetone,
ethanol and water extracts obtained from the flower and leaf parts of E. macroclada plant
was determined by Folin-Ciocalteu and flavonoid substance content by aluminum
chloride calorimetric method. The radical removal activity of the extracts was measured
colorimetrically as DPPH free radical scavenging, ABTS cation radical scavenging and
Fe*? metal chelation capacity. As a result of the experiments, the total phenolic substance
content of the plant was 990 ug GAE / mg in the water extract of the flower and the total
flavonoid substance content was found as 1138 pg KE/mg in the ethanol extracts of the
flower. Accordingly, the capacity to sweep the ABTS radical was higher in ethanol extract
from the flower. DPPH radical-removal capacity was 61 pg/g and 68 pg/g in the water
and ethanol extracts of the leaf. The ethanol extract with the highest ABTS radical
removal capacity was 63 ng/g, while the highest DPPH radical removal activity was 61
ug/g in the leaf's water extract. As a result of LC-MS analyzes, an abundance of gallic
acid, caffeic acid, quercetin and catechins were detected in the structure of the plant. In
addition to the fact that gallic acid was detected the most in the extracts, the extract in
which gallic acid appeared the most was seen as the water extract of the flower. As a
result of the cytotoxicate test, it was observed that there was no difference between the

antiproliferative activities of ethanol and water extract against HT-29 cells.

Keywords: Antioxidant activity, Euphorbia macroclada, HT-29, Medicinal and
toxic plant.
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1. GIRIS

Bitkilere olan ilgi ve gereksinim insanligin varolusundan itibaren baglamis ve bu
bitkilere olan gereksinim artarak siiregelmistir. Arkeolojik c¢alismalarda, insanlarin ilk
caglardan beri bu bitkilerden besinler iiretmek, hastaliklara kars1 korunmak veya tedavi
maksadiyla faydalandiklar1 agik¢a goriilmektedir. M.O. 5000’lerdeki ilk kayitlara gore
bitkilerle tedavi Mezopotamya uygarliginda rastlanmis ve bu tedavilerde 250 bitkisel
ilacin kullanildig: tespit edilmistir (Demirezer, 2010). WHO’nun 2010’daki raporuna
gore; tedavi amaciyla veya hastaliklara karsi korunmak ig¢in bitkisel ilaglart bitkisel
karisimlar veya oldugu gibi ya da belli basl kisimlar1 kullanilarak, etiketlenmis {tiriinler
“bitkisel ila¢” olarak adlandirilmaktadir. Insanlar, bu bitkilerin cesitli kisimlarinin saf
halde veya birka¢inin homojen karisimi ile yeni bilesikler elde ederek veya bazi
coziiciilerden yararlanilarak etkin bilesiklerin bitkiden ¢oziiye aktarimi saglanilarak insan
ve hayvanlarda goriilen ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmasiyla giiniimiize kadar
bu alternatif yontemlerin gelmesinde oldukga yarar saglamistir (Ersoz, 2010).

Eski ¢aglardan gilinlimiize kadar tibbi ve aromatik bitkiler olarak adlandirilan bu
bitkiler; alternatif tip, baharat, sanayi ve kozmetik gibi birden fazla alanda kullanimi
devam etmekle beraber bu bitkilere olan ihtiya¢ da her gegen giin artmaktadir. Tibbi ve
aromatik bitkiler eczacilik ve kozmetikde tibbi ve aromatik amacli olarak en eski
prosediirleri olan droglardir. Bitkilerin tibbi 6zellikleri, belirli kimyasal bilesenlerin
varhigindan kaynaklanmaktadir. Bitkideki spesifik fizyolojik etkiden sorumlu olan bu
kimyasal bilesenler, bircok durumda izole edilmis, saflagtirilmis ve kesin kimyasal
bilesikler olarak tanimlanmistir. Tibbi kullanimida oldugu bilinen pek c¢ok bitki
arastirilmadan kalmaktadir (Wang ve ark., 2004).

[lag-kimya sanayindeki degisen ve gelisen olaganiistii gelismelere ragmen, hala
tibbi bitkilerle alternatif tedavi metotlar1 6nemini korumakta, son yillarda iilkemiz basta
olmak {iizere geligsmis bircok tilkede saglik turizmine olan ilgi gittikge artmaktadir.
Bununla beraber bazi gelismemis ve gelismekte olan iilkelerde 2,5 milyara yakin bir
niifusun modern ilaglara acil olarak ihtiya¢ duymalarina ragmen ilaglara erisimleri yok
denecek kadar kisithdir. Bir¢ok arastirmaci dogal olarak yetisen veya yetistirilen tibbi

bitkilerin ~ kullanimmi1  modern ilaglara  yardimci olarak  gelistirilmelerini



desteklemektedirler. Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) raporuna (2010) gére giiniimiizde
kullanilan farmasétik ilaglarin % 25°1 tibbi bitkilerin islenmesi ile tiretilmektedir. Yine
FAO (Gida ve Tarim Orgiitii)’ nun 2005’ te ki verilerine gore diinya genelinde satilan
ilaglarin % 30’u bitkilerden elde edilen materyallerinden tiiretilen bilesikler
tiretmektedirler. Bitki alemi ilag, nutrasétik ve tarim kimyasi endiistrilerinde gesitli
uygulamalara sahip muazzam miktarlarda terapdtik ajanlar kullanilir. Tibbi ve aromatik
bitkiler dncelikle hastaliklar1 iyilestirmek, onlemek ve siirdiiriilebilir bir saglik i¢in ilag
olarak  kullanmilan bitkilerdir. Bu bitkiler gida, kozmetik gibi alanlarda
degerlendirilmesinin yani1 sira giizel koku ve tatlar1 olmasindan &tiirii de oldukca
kullanilmaktadir (Anonim, 2005). Tibbi bitkilerin terapdtik etkilerinden sorumlu aktif
ilkeler, alkaloidler, steroidler, flavonoidler, terpenoidler ve tanenler dahil ancak bunlarla
sinirli olmamak iizere genellikle ikincil metabolitler olan fitokimyasallardir (Nonita ve
ark., 2010).

Son yillarda, bitkisel {iriinlere yonelik artan talep bitki materyallerinin iilke i¢inde
ve genelinde ticaretini arttirmasiyla beraber bitkilerde daha 6nce bilinmeyen farmakolojik
aktiviteleri olan fitokimyasallar, tibbi ajan kaynagi olarak kapsamli bir sekilde
arastiritlmis ve kullanilmaktadirlar (Krishnaraju ve ark., 2005). Fitokimyasallar, serbest
radikallere kars1 koruyucu veya hastaliklar1 baskilayici 6zelliklere sahip, besin yoniinden
zengin olmayan bitki kimyasallaridir. Bitkilerin bu kimyasallar1 kendilerini korumak i¢in
rettikleri iyi bilinmesine ragmen son arastirmalar, insanlari hastaliklara kars
koruyabileceklerinide gdstermektedir. lyi bilinen fitokimyasallardan bazilar1 domateste
likopen, soyadaki izoflavonlar ve meyvelerde flavonoidlerdir, ancak bunlar temel
besinler degildir ve insan viicudu tarafindan hayati bir yasam kaynagi olarak kabul
edilmezler (Wang ve ark., 2004).

Aromatik bitkilerin yapilarinda bulundurduklar1 fenolik bilesikler bitkinin
antioksidan aktivitesi oldugunu gostermektedir (Skerget ve ark., 2005). Bu bilesiklerin en
cok bulunanlar1 fenolik terpenler, fenolik asitler ve flavonoidlerdir (Javanmardi ve ark.,
2003). Antioksidan aktivite gosteren fenolik bilesiklerin viicutta olusan serbest radikalleri
temizleme, engelleme ve azaltict gibi Ozellikleri vardir. Fenolik bilesikler

biyomolekiillerin serbest radikaller tarafindan okside olmalarini engellemektedirler



(Burda ve ark., 2001). Fenolik bilesikler ve flavonoidler en ¢ok bitkinin ¢i¢ek ve yaprak
kisimlarinda bulunmaktadir (Kdhkonen ve ark., 1999).

Son yapilan aragtirmalara gore tibbi bitkiler besinsel 6zelligi olmayan gidalarin,
cesitli kanser tiirleri ve kalp-damar bozukluklarina karsi koruyucu bilesikler igcerdiklerini
gostermistir. Antiproliferatif ve antikanserojen 6zelliklere sahip olan bu bilesikler diyet
antioksidanlar ad1 altinda toplanabilmektedirler. Bu bilesiklerin koruyucu olmalarindaki
en Onemli etken serbest radikallere karsi antioksidan aktivite gostermeleridir. Bu
antioksidanlardan biri flavonoidlerdir ve sayilar1 yaklasik olarak 4000’in iizerinde giinliik
tiiketilen besinlerin ¢ogunda bol miktarda bulunmaktadirlar (Kahraman ve ark., 2002).

Bilindigi tizere iilkemiz komsu iilkelerle kiyaslandiginda jeolojik, jeomorfolojik
ve iklim ozelliklerinin yani sira farkli fitocografik bolgelerdeki farkli habitat ve gen
merkezleri nedeniyle oldukc¢a zengin bir floraya sahiptir. Son kayitlardan aldigimiz
bilgilere gore Tiirkiye florasindaki toplam takson sayisi 11 700 civarinda ve bunlarin
3700 endemik olma o6zelligine sahiptir. Alt tiir ve g¢esit diizeyindeki taksonlara
bakildiginda Tiirkiye florasi, Avrupa'daki tiim iilkelerin florasinin toplamina yakin bir
saylya ulagsmakta ve bir¢ok Afrika iilkesi ve Asya'ya gore daha yiiksek bir varyasyon
oranina sahiptir. Bu ¢esitliligin olusmasina neden olan faktorler tarihsel olarak buzul ¢agi
donemine kadar uzanir. S6z konusu donemde Avrupa florasinda biiylik kayiplar
yasanirken, Anadolu bir¢ok tiire siginma gorevini yerine getirmistir (Gliner ve ark.,
2012). Ulkemizin florasina bakildiginda tibbi olarak kullanilan bitkilerin sayisi tam
olarak bilinmezken, yaklagik 500 kadar tibbi bitkinin oldugu varsayilmaktadir (Baytop,



1999). Gelismis iilkelerde kullanilan bitkisel ilaglar katki maddeleri ve kozmetik

lanlarinda kullanilan bir¢ok bitki iilkemizin florasindan ¢ikmistir (Bayram ve ark., 2010).



2. KAYNAK BILDIiRiSLERI

2.1. Oksidatif stres

Oksijen, hiicre metabolizmasinin ve canliliginin korunmasini temsil eden ayrica
paramanyetik 6zelliklerinden dolay1 potansiyel tehlike olusturabilen elementlerdendir.
Bu paramanyetik 6zellikler yiiksek reaktivite ile kismi oranda oksitlenmis ara iirlinlerin
olusumunu tesvik eden bilesikler reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak bilinmektedir
(Davis, 1995). ROS'lar serbest radikaller veya oncii radikallerdir. Elektronlar kararli notr
molekiillerde maksimum dogal kararlilik olarak bilinen ilgili molekiilerin orbitallerinde
eslesir ve bu nedenle, bir yoriingede eslesmemis elektronlar varsa oldukca reaktif hale
gelebilmesi igin herhangi bir molekiilden bir elektron yakalama egiliminde olan tiirler
tiretilmektedir. Ana oksijen tgliisii, serbest radikaldir ¢iinkii iki eslesmemis elektronu
bulunmaktadir. Uglii oksijen yapismin reaksiyon hizi biyolojik sistemlerde oldukga
yavagtir. Bu liclii oksijen yapisi1 hiicredeki bilesenlerle reaksiyona girebilen yiiksek
miktarda reaktif iirlinlerle beraber hiicrelere zarar vermeye baglarlar. Bu metabolik
islemler biyolojik sistemlerde oldukga tercih edilir ¢linkii elektron tagima zincirindeki
indirgeme reaksiyonlarinda oksijenden suya bir elektronun gecmesiyle serbest radikaller
veya ROS’lar olugmaktadir (Valko ve ark., 2007).

Biyolojik bir sistemdeki serbest radikaller, asagidaki gibi eksojen faktorler
tarafindan iiretilebilmektedir. Ornegin; ultraviyole 1sinlarinin varhigi nedeniyle giines
radyasyonu, ultraviyole radyasyondan dolayr molekiillerdeki baglarin  homolitik
pargalanmasi vs. Serbest radikaller hastaliklarda asagidaki sirayla ortaya cikar: Ornegin
bir kalp krizinde, oksijen ve glikoz tedarik edildiginde kalp kasi askiya alinir ve bircok
serbest radikal tretilir vs. serbest radikallerin olusumuna yardim eden diger bir eksojen
faktor ise kimyasallarin canli organizmalar {izerindeki patolojik etkileridir. Toksik
maddelerin daha az toksisiteye sahip maddelere doniistiiriilmesi organizmalar i¢in bir
gereksinimdir ¢iinkii radikallerin serbest hale gelmelerini tesvik etmektedirler. Bir¢ok
ilacin toksisitesi, aslinda serbest radikaller veya onlarin olusumu {izerindeki etkilerden

dolay1 olusmaktadir. Kontaminasyonlarin ve kirleticilerin varligi, gidalardaki katki



maddeleri, pestisitler vb. birgok etken serbest radikallerin kaynagi olabilmektedir
(Santos-Sanchez ve ark., 2019).

Sistemdeki serbest radikallerin varligir endojen faktorleri tesvik ettiginden Gtiirii
enflamatuar siiregler olusmaktadir. Bu serbest radikaller, bagisiklik sisteminin
hiicrelerinin i¢inde bulunan patojenik mikroorganizmalar1 dldiirme islevine sahiptir. Bu
islemler sirasinda serbest radikallerin agir1 olusumu doku hasarina neden olur. Fagositik
hiicreler (notrofiller, monositler veya makrofajlar) siiperoksit iyonunu (O2") dogrudan
tireten NADPH oksidaz sistemini kullanmaktadir. O2" birincil ROS olarak kabul edilir ve
diger molekiillerle enzimatik igslemler yoluyla veya metaller tarafindan katalize edilerek
ikincil ROS olusur. Oz H202 ve HO; iiretmek i¢in protonlanir. Molekiiler oksijenin UV
isinlariyla 1ginlanmasindan, suyun fotolizinden, O2'nin NAD® ve FpH® gibi aerobik
hiicrelerde olusan organik radikallere maruz kalmasiyla semikinon radikalleri, katyon
radikali piridinyum veya hemoproteinler tarafindan O2" iiretilir. Ayn1 sekilde, solunum
patlamasmin ilk triinii olan fagositik 16kositler O tiiketirken radikaller {iretilir. O2™
polipeptitler, sekerler veya niikleik asitler ile dogrudan reaksiyona girmezler ve
yapilariin otokoksidasyona maruz birakilmalarindan sonra reaksiyona girmektedirler
(Santos-Sanchez ve ark., 2019).

Bir savunma mekanizmasi olarak hiicreler, nitrik oksit-sentazin etkisiyle hiicre i¢i
arginin {izerinde NO® {iretir. O2'nin NO® ile kombinasyonu lipoproteinlerde lipid
peroksidasyonunu indiikleyen ONOQO® olusumu ile sonuglanir. Bu islem otoimmiin
hastaliklarda ¢ok sayida gergeklesir. Ornegin; romatoid artrit, sistemik lupus
eritematozus, primer biliyer siroz, tip 1 diyabet, ¢colyak hastalifi, Graves' hastaligi,
Hashimoto hastaligi, inflamatuar bagirsak hastaligi, skleroderma, ¢oklu skleroz, sedef
hastalig1 ve vitiligo.

Serbest radikaller, metabolik siiregler boyunca hiicre i¢inde mutlaka mevcuttur,
ciinkii ¢ogu kimyasal reaksiyonlar gerekli kimyasal tiirleri kapsamaktadir. Ornegin,
protein olusturmak i¢in amino asitlerin polimerizasyonu veya polimerizasyon
reaksiyonlart ya da glikojen olusturmak i¢in glikozun serbest radikalleri icermesi vs.
Serbest radikaller ayrica araci metabolizmanin hipoksantin, ksantin oksidaz, aldehit
oksidaz, monoamin oksidaz, siklooksijenaz ve lipoksijenaz gibi cesitli enzimlerin
katalitik aktivasyonunda yer alir. Genel olarak, antioksidan enzimler etkin bir sekilde

serbest radikalleri kontrol etmektedirler (Santos-Sanchez ve ark., 2019).



ROS'un bagka bir iiretici kaynagi, temel makromolekiillerin (DNA, protein ve
lipidler) geri donilisiimsiiz kimyasal reaksiyonlarla yapisal degisimlere maruz
birakilmalaridir. Bu kimyasal reaksiyonlar, malonaldehit ve hidroperoksitler gibi
oksidatif hasar1 yayan tiirevler tiretir. Ek olarak RNS, nitrik oksit (NO"), nitrojen dioksit
(NO2") ayrica peroksinitrit (ONOQO"), nitrosoperoksikarbonat (ONOOCOy’), nitronyum
iyonlar1 (NO2") ve notr tiirler, peroksinitroz asit (ONOOH) ve dinitrojen trioksit (N203)
gibi tiirevlerde bulunmaktadir.

Bu tiirler; hiicre regiilasyonu ve biiyiimesi, trombosit agregasyonu, bagisiklik
sistem kontrolii, peristalsis, hiicresel enerji iiretimi gibi normal hiicresel siire¢ler boyunca
az miktarlarda iiretimleri yapilmaktadir (Santos-Sanchez ve ark., 2019).

Hiicreler i¢in hep zararli olan ROS’larin bazen canlilarin fizyolojileri i¢in faydasi
da bulunmaktadir. Ornegin; enfeksiyon olusan noktalarda istilac1 patojenleri yok etme
yetenegine sahiptirler (Halliell, 1996; Valko ve ark., 2007)

Cizelge 2.1’ de aerobik biyolojik sistemlerde enerji iiretim siireci boyunca

mevcut olan temsili serbest radikalleri gostermektedir.

2.1.1. Biyomolekiillerde oksidatif hasar

Biyolojik oksidanlar gibi davranan birgok ROS vardir, ancak O2™ en biiytigiidiir.
Oksidan; basit bir proton eklenmesiyle ¢ok aktif oksitleyici ajan olan HO2" olusumuna
yol agar.

Serbest radikaller, metabolizma iizerinde ¢esitli reaksiyonlar gerceklestirir ve bu
reaksiyonlar hiicre hasarinin kaynagi olabilir (Nakamura ve ark., 1997):

1. Membranlarin ¢oklu doymamus lipidlerinde, akigskanlik kayb1 ve hiicre lizizi nedeniyle
lipid peroksidasyonunun olusumu (Sekil 2.2).

2. Glikozitlerde, hiicre fonksiyonlarinin degismesiyle interlokinlerin aktivitesi ve
prostaglandinlerin, hormonlarin ve nérotransmitterler ile iliskili olan reaksiyonlar (Sekil
2.3) (Nimse ve Pal, 2015).

3. Proteinlerde, denatiirasyon ve inaktivasyon tiretimi (Sekil 2.4) (Dean ve ark., 1997).
4. Niikleik asitlerde, bazlarin degismesi (Sekil 2.5) (Nimse ve Pal, 2015), mutajenez

iiretimi ve karsinogenez.



Cizelge 1.1. Biyolojik sistemlerde iiretilen serbest radikaller (Santos-Sanchez ve ark.,

2019)

Tiir Kaynak Fonksiyon

(OF Enzimatik iglemler, otooksidasyon Askorbik asit ve a-tokoferol sitokrom-c
reaksiyonu ve enzimatik olmayan  oksitlemek i¢in veya demir
elektron transfer reaksiyonlari komplekslerinin indirgeyici oksitleyici

ajan olarak iglev gorebilir.

HOy O™ protonasyonu HO,e yag asidi peroksidasyonunu
baglatir.

HO’ H,0,, metal katalizorlii Fenton HO- DNA, proteinler, lipitler ve

reaksiyonu yoluyla HOe iiretir. karbonhidratlar dahil olmak iizere hem
organik hem de inorganik molekiillerle
reaksiyona girer.

NO Bir substrat olarak arginin ve bir ~ NO- hiicre i¢i ikinci bir habercidir ve
elektron kaynagi olarak NADPH  guanilat siklaz ve protein kinazlarini
kullanilarak nitrik oksit-sentazin uyarir ve kan damarlarinda diiz kas
etkisi gevsemesine yardimci olur.

NO*, ONOO' protonlanmasi veya Bu radikal, plazmadaki askorbat ve a-
ONOOCO; homolitik tokoferolil azaltan antioksidatif
pargalanmasi mekanizmaya etki eder.

ONOO O2'nin NO- ile reaksiyonu ONOO- proteinlerdeki metiyonin ve
tirozin kalintilarinin giiglii bir oksitleyici
ve nitrasyon tiirlidiir ve nitroguanin
olusturmak i¢in DNA'y1 oksitler.

COs™ Reaksiyon siiperoksit dismutaz CO3" proteinler ve niikleik asitler gibi

(SOD) Cuz + OH- ara maddesi, biyomolekiilleri oksitler.
COs' ™ iiretmek icin bikarbonat ile
reaksiyona girer
ONOOCO, Peroksinit CO; eklenerek, Bu anion, oksihemoglobinin tirozin

ONOO™ nun CO2 ile reaksiyonu
ile elde edilir.

fragmanlarinin serbest radikal yoluyla
nitrasyonunu tesvik eder.

2.1.2. Serbest radikaller ilgili fizyolojik ve fizyopatolojik siirecler

Insan viicudu oksidatif strese antioksidan savunma ile yamt verir, ancak bazi
durumlarda yetersiz kalabilir, farkli stirecler fizyolojik ve fizyopatolojik durumlar
tetikleyebilir. Halihazirda, serbest radikallerin {iretimi ilgili bir¢ok siire¢ tanimlanmistir.
Bunlar arasinda mutajenez, hiicre transformasyonu, kanser, arterioskleroz, miyokard
enfarktiisii, diyabet, inflamatuar hastaliklar, merkezi sinir sistemi bozukluklar1 ve hiicre

yaslanmasi (Rice-Evans, 1995; Halliwell, 1996).
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Sekil 2.1. Siiperoksit radikalinin reaksiyon mekanizmasi.
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Sekil 2.2. Poliansatiire yag asitlerinin hidroksil radikali ile reaksiyonu.
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Sekil 2.3. Seker ile hidroksil radikalinin reaksiyonu (Nimse ve Pal, 2015).
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Sekil 2.4. a-aminoasitlerin hidroksil radikali ile reaksiyonu (Dean ve ark., 1997).
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Sekil 2.5. DNA guanosine bazinin hidroksil radikali ile reaksiyonu (Nimse ve Pal, 2015).
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2.2. Antioksidanlarin Rolii

Oksijenli ortamlardaki biyolojik sistemler hem fizyolojik hem de biyokimyasal
savunma mekanizmalarini gelistirmistir. Bunlar arasinda fizyolojik diizeyde, i¢indeki O2
seviyelerini koruma islevine sahip bir mikrovaskiiler sistem vardir. Biyokimyasal
diizeyde ise enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma molekiillerini

onarmak i¢in kullanilan bir sistem bulunmaktadir (Santos-Sanchez ve ark., 2019).

2.2.1. Birincil enzimatik sistem

Aerobik organizmalar bazi antioksidan enzimler gelistirmistir. Ornegin;
siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon
rediiktaz (GR). SOD, O2'nin H20>'ye dismutasyon reaksiyonundan sorumludur. Katalaz
veya GPx tarafindan katalize edilen reaksiyonlar H,O ve Oj'ye doniistiiriiliir. SOD
hiicredeki en 6nemli ve en giiglii detoksifikasyon enzimidir. SOD bir metalloenzimdir ve
bu nedenle aktivitesi i¢in kofaktor olarak bir metal gerektirir. SOD tarafindan kofaktor
olarak gerekli olan metal iyonunun tipine bagli olarak farkli enzim formlan
bulunmaktadir. (Fridovich, 1995; Dringen ve ark., 2005). CAT, kofaktor olarak demir
veya manganez kullanir ve katalize eder. Su ve molekiiler oksijen iiretmek i¢in hidrojen
peroksitin (H202) bozunmasi veya indirgenmesi gerekir ve boylece SOD tarafindan
baslatilan detoksifikasyon siireci tamamlanir. CAT, bir ortamda saniye de milyonlarca
H20. molekiiliinii ortamdan uzaklastirmada asir1 verimlidir (Chelikani ve ark., 2004;
Santos-Sanchez ve ark., 2019).

CAT enziminin ana islevi yag asitlerinin oksidasyona maruz birakildiktan sonra
aciga c¢ikan H»O. temizlemektir ve katalaz biyoljik sistemlerde peroksizomlarda
bulunmaktadir. GPx ise 6nemli bir hiicre i¢i enzim, sudaki H2O2'i ve lipid peroksit
alkollerini parcalayan bu islemlerini mitokondride ya da sitozol de gerceklestirmektedir.
(Goth ve ark., 2004). GPx enziminin reaksiyon iizerindeki etkisi selenyum elementine
baghdir. Insanlarda GPx’in hiicresel sistemlerde GPx1-GPx8 olmak iizere sekiz enzimi
bulunmaktadir (Morén ve Castilla-Cortazar, 2012). Bu sekiz enzim arasinda GPx1, en
cok selenoperoksidazdir ve tiim hiicrelerde bulunur. GPx lipid peroksidasyonunu

baskilayan ve bu nedenle hiicreleri oksidatif hasara karsit koruyan en Onemli
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enzimlerdendir (Gill ve Tuteja, 2010). Diisiik GPx aktivitesi oksidatif hasara, hiicre
zarmin fonksiyonel proteinlerinin ve yag asitlerinin zarar gérmesine yol agar. GPx
enzimlerinden ve 6zellikle GPx1, bir¢ok hastaligin gelistirilmesinde ve 6nlenmesinde rol
oynamistir. Ornegin; kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar. Bu enzimlerin iiretimi

hiicrelerde DNA tarafindan diizenlenmektedir (Rayman, 2005).

2.2.2. Enzimatik olmayan sistem

Bu antioksidan sistemi, serbest radikalleri yakalayan antioksidanlardan
olugmaktadir. Serbest radikalleri 6nlemek i¢in Oncelikle radikal baslatma reaksiyonunu
onlemek gerekir. Radikalleri notralize etmek veya onlar1 yakalamak i¢in elektronlarini
verirler ve bu slire¢ sirasinda antioksidanlar serbest radikaller haline gelir, ancak ilk
serbest radikallerden daha az reaktiftirler. Serbest radikaller bir grup antioksidanlar
tarafindan kolayca nétralize edilir. Bu antioksidanlar bir dizi antioksidan bilesikler veya
serbest radikal siipiiriiciiler olabilmektedir. Ornegin; E vitamini, C vitamini, karotenler,
ferritin, seruloplazmin, selenyum, indirgenmis glutatyon (GSH), manganez, ubikinon,
¢inko, flavonoidler, koenzim Q, melatonin, bilirubin, taurin ve sistein. Belirli gidalardan
ekstrakte edilen flavonoidler, reaktif tiirler liretmek i¢in kararli kompleksler veya daha az
reaktiviteye sahip komplekslerle dogrudan etkilesime girerler. Diger gidalarda ise
flavonoidler bazi enzimlerin katalitik etkisinde ortak substrat iglevini yerine getirmektedir

(Santos-Sanchez ve ark., 2019).

2.2.3. Onarim sistemi

ROS tarafindan zarar gormiis biyomolekiilleri onaran veya ortadan kaldiran
enzimler, lipitler, proteinler ve DNA gibi onarim sistemlerini olusturur. Yaygin 6rnekler,
DNA onarim enzim sistemlerini (polimerazlar, glikosilazlar ve niikleazlar) ve proteolitik
enzimler (proteinazlar, proteazlar ve peptidazlar) memeli hiicrelerinin hem sitozoliinde
hem de mitokondrilerinde bulunurlar. Spesifik 6rneklerden bazilari GPx, glutatyon
rediiktaz (GR) ve (MSR) metiyonin siilfoksit rediiktazdir. Asir1 ROS saldirisinin neden
oldugu oksidatif hasara karst bu enzimler onarim siirecinde aracilar olarak hareket

etmektedirler (Santos-Sanchez ve ark., 2019).
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2.2.4. Antioksidanlarin ozellikleri

Bir bilesik veya antioksidan sistemin temel Ozelligi, bir oksidatif yayilma
zincirinin saptanmasi, lretilen radikalin stabilize edilmesi saglanir ve bdylece insan
viicudundaki oksidatif hasar1 azaltmaya yardimci olur (Namiki, 1990). Birincil (zincir
reaksiyonunu kirma, serbest radikal siipiiriiciiler) ve ikincil veya dnleyici olmak iizere iki
temel antioksidan tiirii mevcuttur. lkincil antioksidan mekanizmalar lipid
hidroperoksitlerin inhibisyonunu, metallerin deaktivasyonunu igerir ve istenmeyen
ucucularin iiretimini kesintiye ugratarak, birincil antioksidanlarin rejenerasyonu ve
singlet oksijenin ortadan kaldirilmasi saglamaktadirlar. Bu nedenle antioksidanlar
"Diisiik miktarlarda, engelleyici etki gdsteren maddeler" olarak tanimlanabilmektedir

(Santos-Sanchez ve ark., 2019).

2.2.5. Antioksidanlarin etki mekanizmalari

In vitro radikalleri azaltan bir bilesik bir in vivo sistemde antioksidan gibi
davranamayabilir. Bunun nedeni, serbest radikallerin kolayca yayilmasi ve difiize
olmasidir. Nanosaniye mertebesinde son derece kisa Omiirleri vardir, bu nedenle
antioksidanlar, oksidatif hasarin olustugu yer ve zamanda hazir olmalhdirlar. Buna ek
olarak, reaksiyonlar ikinci dereceden reaksiyonlardir. Bu nedenle, antioksidanlar ve
serbest radikaller arasindaki iligki sadece antioksidanlarin ve serbest radikallerin
konsantrasyonuna bagh degildirler, ayn1 zamanda hem reaktiflerin kimyasal yapisi, hem
ortam hem de reaksiyon kosullari ile ilgili faktorlere de baglidir (Santos-Sanchez ve ark.,
2019).

2.2.6. Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler, c¢esitli kimyasal yapilar1 kapsayan ve farkli biyolojik
aktivitelerle insan ve hayvan beslenmesinin O6nemli bir pargast olan 8000 farkli
bilesiklerle genis bir kimyasal madde grubunu olusturmaktadir (Martinez Valverde ve

ark., 2000). Fenolik bilesikler, bitkilerin savunmasinda ve sinyal verme mekanizmasinda
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onemli bilesenlerdir. Bu bilesikler, patojenik organizmalar ve yirticilarin neden oldugu
stresle miicadele eder. Bu bilesiklerin bitkilerdeki islevi gesitlidir.

Daha biiylik karmasik bilesiklerin oOnciileri olarak veya bitki biiylimesinin
diizenlenmesi ve kontrol siireclerinde oldugu kadar bitkilerin savunma sistemlerinde de
bulunmaktadirlar. Fenolik bilesikler, hidrojen donérleri olarak hareket etme veya demir
ve bakir gibi metal iyonlarimi selatlama, diigiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL)
oksidasyonunu engelleme gibi 6zelliklere sahip bilesiklerdir. Fenolik bilesiklerdeki bu
Ozellikler kardiyovaskiiler, nérodejeneratif hastaliklar (Paran ve ark., 2009),
gastrointestinal (Yoshida ve ark., 1990), kolon (Ranelletti ve ark., 1992), meme ve
yumurtalik kanserleri (Scambia ve ark., 1990) ve 16semi (Teofili ve ark., 1992; Yoshida
ve ark., 1992; Ren ve ark., 2001) gibi rahatsizliklarin risklerinin azalmasi ile baglantilidir.
Fenolik bilesikler ayrica vazorelaksasyona ve anti-alerjenik aktiviteye (Sakakibara ve
ark., 2003) de sahiptir. Fenolik bilesikler, in vitro LDL'nin oksidasyonunu inhibe eder
(Riemersma ve ark., 2001). Fenolik bilesikler, hidroksil grubundan bir hidrojen
transferiyle serbest radikalleri azaltir veya engeller. Bir fenolik bilesigin reaksiyon
mekanizmasi bir peroksil radikali (ROO") ile hidrojen katyonunun uyumlu transferini
icerir ve fenolden radikale, biriyle bir H-O baginin elektron gecis durumunu olusturur.
Fenolik bilesiklerin antioksidan kapasitesi, reaksiyon ortamina fenolik bilesiklerle
hidrojen baglarinin olusumuna bir ¢dziicii eklendiginde giiclii bir sekilde azalir. Ornegin,
fenol ve peroksil radikali arasindaki reaksiyon hizi iizerinde alkollerin ¢ift etkisi vardir.
Bir taraftan, alkoller hidrojen baglarinin alicilar1 olarak 6te yandan elektron transferi
yoluyla peroksil radikalleri ile hizla reaksiyona girebilen fenollerin anyon fenoksitlere
iyonlagsma islevini gormektedir. Coziiciilerin fenolik bilesiklerle antioksidan aktivite
tizerindeki genel etkisi biiyiik bir 6l¢iide son bilesiklerin iyonizasyon derecesine (Foti,
2007), bir OH baglarmin ve adyabatiklerin ayrisma enerjisini belirlemek icin teorik
calismaya, cesitli yap1 ve polariteye sahip fenolik bilesiklerin iyonlasma potansiyellerine
baglidir. Bunlarin arasinda tirozol, hidroksitirosol ve gallik ve kafeik asitler
bulunmaktadir (Leopoldini ve ark., 2004).

Flavonoidler, bilinen 8000°den fazla ayr1 bilesik ile ¢ok cesitli vaskiiler
bitkilerden izole edilen fenolik maddelerdir. Bitkilerde antioksidanlar, antimikrobiyaller,
fotoreseptorler, gorsel ¢ekiciler, yem kovucular olarak hareket ederler. Bir¢ok calisma,

flavonoidlerin antialerjenik, antiviral, antiinflamatuar ve vazodilator etkiler dahil olmak
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tizere biyolojik aktiviteler sergiledigini ileri slirmiistiir. Bununla birlikte en ¢ok ilgi,
serbest radikal olusumunu azaltma ve serbest radikalleri temizleme yeteneklerinden
dolay1 flavonoidlerin antioksidan aktivitesine ayrilmistir. Flavonoidlerin in vitro olarak
antioksidan olarak hareket etme kapasitesi gegmis yillarda birgok ¢alismaya konu olmus
ve antioksidan aktivitenin Onemli yapi-aktivite iligkileri kurulmustur. Alinan
flavonoidlerin ¢ogu, bazilar hala radikal siipiiriicii bir yetenege sahip olan ¢esitli fenolik
asitlere genis Sl¢giide parcalanir. Hem emilen flavonoidler hem de metabolitleri, plazma
antioksidan statiisiiniin artmasi, eritrosit zarlarinin ve diisiik yogunluklu lipoproteinlerin
E vitamini tizerindeki koruyucu etkisi ve eritrosit zart ¢goklu doymamisliginin korunmasi
ile deneysel olarak kanitlanan bir in vivo antioksidan aktivite gostermektedir (Pietta,

2000).

2.2.7. Karotenoidler

Tiim bitkilerde, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda 700'den fazla karotenoid
tanimlanmis ve karakterize edilmistir (Britton ve ark., 2004). Cogu karotenoidler
karakteristik simetrik bir tetraterpen iskeletine sahiptir. Dogrusal hidrokarbon iskeleti 40
karbondan olusur ve g¢esitli yapisal degisikliklere duyarlidir. Bu yapisal 6zellikler
hidrojenasyon derecesi, cis-trans izomerizasyonu, lineer iskeletin bir veya her iki ucunda
dongiilerin varlig1 veya yan gruplarin (genellikle oksijen iceren) eklenmesi sonraki
glikosilasyon ile baglantilidir. En karmagsik zincir degisiklikleri kisalmasi veya
karotenoidler olusturmak icin ortaya ¢ikan 50 karbonlu tetraterpen iskeletinin uzamasi ile
ilgilidir. Iki birim farnezilin yogunlasmasindan 30 karbonlu tetraterpen iskeletli
karotenoidler bulmak da miimkiindiir. Bu bilesikler, biyolojik sistemlere pigmentasyon
kazandirmanin yani sira, diger onemli fonksiyonlar1 da tamamlamaktadir (Landrum,
2010).

Karotenoidler, peroksil radikali siipiiriiciileri  olarak  tanimlanmstir.
Karotenoidlerin yapisini olusturan ¢oklu doymamuis zincirler lipofilik bir 6zellige sahiptir.
Bu 6zellik lipoproteinlerin ve hiicre zarlarinin ve peroksil radikallerine kars1 savunma

saglamaktadir.
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2.2.8. Antioksidan aktiviteyi degerlendirme yontemleri

Bir bilesigin antioksidan aktivitesi, in vitro veya in vivo olarak degerlendirilebilir.
Basit deneyler yoluyla ve ayn1 zamanda prooksidan etki olas1 farkli molekiiller {izerinde
degerlendirilir. Antioksidan aktivite dogrudan olgiilemez ama antioksidanin etkileri
oksidasyon derecesi kontrol edilerek belirlenebilmektedir. Antioksidan aktiviteyi
degerlendirmek ig¢in cesitli yontemler vardir. Bazi yontemler, farkli bir oksidasyon
adimin1 ve ardindan olusan yanitin Olglimiinii igerir. Aktiviteyi degerlendirmek i¢in

kullanilan yonteme bagli olarak yanitlar da degismektedir. Bir numunenin antioksidan
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aktivitesi incelenirken, ROS kaynaginin yani sira hedef substrat da dikkate alinmalidir.
Bir antioksidan, lipidleri oksidatif hasara karsi koruyabilirken diger yandan diger
biyolojik molekiilleri oksidasyona tesvik edebilmektedir (Arouma, 1996). Antioksidan
aktivite deneylerinin ¢ogu, bir promotoriin varligi ve test sisteminde bir veya daha fazla
degiskenin kontrol edilmesi hizlandirilmis oksidasyonu indiiklemeyi icermektedir.
Ornegin; sicaklik, antioksidan konsantrasyonu, pH vb. Ancak oksidasyon mekanizmalar,
bu degiskenlerin bazilar1 iizerinde degisiklik yapildiginda degisebilir. Bu nedenle,
yapildigi araliklarin degerlendirilmesi 6nemlidir. Kantitatif 6l¢tim antioksidan aktivitenin

giivenilir sonuglar elde edilebilmesi i¢in yapilmaktadir (Santos-Sanchez ve ark., 2019).

2.3. Toksik Bitki

Sifali bitkiler 6z, saf bilesik veya tiirevi olarak, yeni ilaglarin kesfi i¢in sinirsiz
firsatlar sunmaktadir. Insani ve hayvansal ilaglarda kullanilan dogal iiriinlerin ¢ogu
biyolojik aktiviteleriyle ilgili saglam bilimsel kanitlara sahiptir. Bununla birlikte, tibbi
bitkilerin tiiketicilerde neden olabilecegi olas1 toksisite hakkinda ¢ok az bilgi veya kanit
bulunmaktadir (Dias ve Takahashi, 1994). Ila¢ kesfi ve gelistirilmesi ile ilgili olarak
saglik otoriteleri, ila¢ endiistrisi ve hastalar gibi ilgili tiim gruplarin dikkate alinmasi
gereken farkli agirliklar vardir (Olejniczak ve ark., 2001). Insanlar tarafindan uzun siireli
kullanimlarina dayanarak, geleneksel tipta kullanilan bitkilerin diisiik toksisiteye sahip
olmas1 beklenebilir. Bununla birlikte, son arastirmalar geleneksel tipta uygulanan bir¢ok
sifal1 bitkinin yan etkiler gosterdigini gostermistir (Ertekin ve ark., 2005; Koduru ve ark.,
2006). Bu nedenle, herhangi bir bitkinin tibbi amaglar i¢in geleneksel kullaniminin higbir
sekilde bu bitkinin gilivenligini garanti etmedigi vurgulanmalidir. Bu, bu tiir sifal
bitkilerin kisa siireli ve uzun siireli kullanimindan kaynaklanan potansiyel toksik etkiler
hakkinda endise uyandirmaktadir. Tibbi bitkiler veya bunlardan tiiretilen miistahzarlar
(6nceden hazirlanmis ve eczanede bulunan ilag) tizerindeki akut ve subkronik toksisite
calismalarinin verileri, Ozellikle farmasotiklerin gelistirilmesinde kullanim igin
insanlarda gilivenliklerine olan giiveni artirmak icin elde edilmelidir (Ukwuani ve ark.,
2012). Bu nedenle, hayvanlarda veya insanlarda kullanilmasi amaglanan herhangi bir
tibbi bitki ekstraktinin potansiyel toksik etkilerinin degerlendirilmesi mutlaka dnceden

yapilmalidir (Yuet Ping ve ark., 2013).
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2.3.1. Euphorbia cinsi hakkinda genel bilgiler

Euphorbiaceae ailesi dordiincii en biiylik aile olarak kabul edilir. 300'den fazla
cins ve yaklasik 7500 tiir igeren anjiyospermler grubu tropikal Afrika'da yaygin olarak
yayilmistir. Euphorbiaceae bitkileri agaclar, calilar, otlar veya nadiren lianas altinda
yetismektedir (Pandey, 2006). Yapraklar1 sarmal ya da dekussat dizilisli, baz1 tiirlerde
diken halinde ¢ogunlukla dallanmis ve ekseriye beyaz renkli siit salgis1 ihtiva
etmektedirler (Rebman ve Simpson, 2006).

Kapal1 tohumlu bitkilerin en biiyiik ve en 6nde gelen familyalarindan biri olan
Euphorbiaceae, kiiciik otsu bitkilerden agaclara kadar degisen biiyiime formlar1 gdsterir.
Yaklasik 2000 tiir ile temsil edilen Euphorbia cinsi, genis tolerans ve adaptasyona sahip
en bilyiik cinslerden biridir (Webster, 1994). Hepsi benzersiz ¢icek yapilar1 ve lateks
icerir. Bu bitkilerde ikincil metabolitler olarak bulunan bilesikler flavonoidler, fenolik
bilesikler ve terpenoidler varligi nedeniyle tedavi edici 6zelliklere sahiptir (Ozbilgin ve
Citoglu, 2012). Euphorbia cinsi, ¢ok ¢esitli izoprenoidleri mono-, sesqui- ve
diterpenlerden triterpenoidlere kadar degisen bilesenler ve steroidler igermektedir.
Euphorbia diterpenleri, yapilar1 ve tedavi edici 6nemi gibi ¢esitli 6zellikleri nedeniyle
biiyiik ilgi gdrmiistiir (Ozbilgin ve Citoglu, 2012). Euphorbia tiirlerinde izole edilen bu
bilesenler ve oOzleri, antiproliferatif, antitimor, antimikrobiyal, antiviral ve
antiinflamatuar, sitotoksik ve antioksidan aktiviteler dahil olmak iizere birgcok farkli
biyolojik aktivite gergeklestirmektedirler (Ozcan ve Ozcan, 2004; Shi ve ark., 2008).

Ozellikle, diterpenoidler hem yapisal gesitlilikleri hem de terapétik dzellikleri ve
taksonomik markorleri nedeniyle caligmalar listesinin en basinda yer alir. igerdigi ¢ok
cesitli kimyasal bilesikler nedeniyle diinya ¢apinda birgok iilkede geleneksel ve halk
arasinda tibbi olarak kullanilan siitlegen tiirleri iilkemizde migren, bel soguklugu ve
sigillerin yan sira ¢esitli cilt hastaliklar1 ve yaralariin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu
amagla bitki tohumlari, kokler, agac¢ kabugu, yapraklar ve lateks siklikla kullanilmaktadir.
Lateks re¢ine, kauguk, nisasta (amylum), siyanit ve ¢esitli enzimler igerir. Halk hekimligi
olarak kullanimlarinin yani sira, bdcekleri ve otgullart kovan ve ciltte iltihaplanmaya
neden olan toksik ozelliklere sahip olduklar1 da tespit edilmistir (Barla ve ark., 2007).
Euphorbia tiirleri, yaygin olarak dagilmis bitkilerdir ve izoprenoid bilesenlerinin

kimyasal cesitliligiyle, 6zellikle farkli ¢ekirdek cerceveler ve cesitli aktivitelere sahip
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diterpenoidler ile nliidir. Euphorbia cinsindeki bitkilerin ¢ogu halk hekimliginde
kullanilmaktadir ancak bunlar sadece terapotik agidan degil ayn1 zamanda toksisite de
sergilemektedir. Calismalar, diterpenoidlerin Ozellikle tiglian, ingenan ve abietan
iskeletlere sahip olanlarin en ¢ok toksisite ve dnemli biyolojik aktivitelerle ilgili oldugunu

ileri stirmdistiir (Shi ve ark., 2008).

Cizelge 2.2. Tiirkiyenin farkli bolgelerinde tedavi icin kullanilan bitkilerin listesi
(Altundag ve Ozturk, 2011; Ozbilgin ve Citoglu, 2012)

Tiir isimleri Terapotik kullanimlari
E. virgata Waldst. & Kit. Ekzema
E. stricta L. Dis agrisi i¢in ates diigilirlicii, nasir
E. coniosperma Boiss. Yara iyilestirici
E. seguieriana Necker Anti-inflamatuar, yara iyilestirici, sitma i¢in ates
diistirticti
E. rigida Bieb. Anti-hemoroidal, anthelmintik
E. heteradena Jaub. & Spach. Kabizlik
E. apios L. Ishal edici
E. falcata L. supsp. falcata var. Mantar enfeksiyonu, ekzema
Falcate
E. armena Prokh. Kabizlik, yara iyilestirici
E. nicaeensis All. subsp. lasiocarpa Antifungal, anthelmintik
Boiss.
E. macroclada Boiss. Yara iyilestirici, ekzema, anti-hemoroidal, dis agrisi

icin ates diisiiriicli, mantar enfeksiyonu, sitma i¢in
ates diisiiriicti
Euphorbia sp. Kabizlik
E. myrsinites L. Anthelmintik

2.3.2. Euphorbia macroclada Boiss.

Euphorbia macroclada Boiss. Euphorbia cinsinin bir tiiriidiir ve Iran, Tiirkiye,
Ermenistan, Giircistan, Azerbaycan, Irak, Suriye, Liibnan ve Filistin gibi kurak ve yari
kurak kara lilkelerinde yetigir. Tiirkiye'de E. macroclada Boiss Agri, Bitlis, Erzurum,

Giimiishane vb. bazi illerde yetismektedir (Ozcan ve Ozcan, 2004).

Euphorbia macroclada Boiss'in siniflandirilmast;
Alem: Plantae (Bitkiler)
Sube: Trakeobionta (Damarli)
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Boliim: Magnoliophyta (Kapali tohumlu)
Sinif: Magnoliopsida

Alt sinif: Rosidae (Giilgiller)

Takim: Euphorbiales

Aile: Euphorbiaceae

Cins: Euphorbia L. (Spurge)

Tiir: Euphorbia macroclada Boiss.

Sekil 8. Calisma icin kullanilan Euphorbia macroclada Boiss. fotografi.
A) Bitkinin dogal ortam hali, B) Bitkinin kurutulmus hali



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan cihaz ve malzemeler

Antioksidan aktivite ve fenolik igerik tayininde kullanilan cihazlar ve sarflar; Mikro
pipet; 1000, 200, 100, 10, 2.5 uL (Eppendorf), Hassas terazi (Radway, Poland), Manyetik
Karistiricr (Velp), Evaporator (Heidolp), LC-MS (DIONEX UltiMate 3000), Liyofilizator
(Azbil Telstar Techonologies LYOQEST-85), Santrifiij (Isolab 5810 R), Ultrasonik Banyo
(Isolab), ELISA plaka okuyucusu (Multiskan ™ GO- Thermo Scientific, ABD).

Hiicre kiiltiirii galismalari i¢in kullanilan cihazlar; Arastirma Mikroskobu (Olympus,
Japonya), Eppendorf Santrifiij 5810 R (Isolab), CO: inkiibator (Niive, EC160), Olympus
CKX41 ters faz kontrast mikroskobu (Nikon Eclips Ti-U), PH dlcer (MettlerToledo, ABD),
WiseMix Vortex (WisMix DaihanVM10), -80°C dondurucu (Haier, DW-86L628), -20°C
(Haier, DW-40L508), ELISA plaka okuyucusu (Multiskan ™GO- Thermo Scientific,
ABD), Calkalayicit Su Banyosu (Niive, ST30-22), Laminer Akis ve Biyogiivenlik Kabinleri
(Bilser BLF 200), Heracell 150 CO; inkiibator (Heraeus-Thermo Scientific, ABD), Thoma
Lami (Marienfeld), Multi pipet (Eppendorf), Cryotubes (Eppendorf), Pasteur pipetleri
(Eppendorf).

3.1.2. Kullamlan kimyasallar

Antioksidan aktivite ve fenolik igerik tayininde kullanilan kimyasallar ve sarflar;
Na,CO3z (Sigma Aldrich-Germany), AICIls (Sigma Aldrich-Germany), NaNO. (Merc,
Germany), Gallik Asit (Sigma-Aldrich-Germany), Troloks (Sigma-Aldrich-Germany),
DPPH- (Sigma-Aldrich-Germany), ABTS" (Sigma-Aldrich-Germany), Etanol (Merc,
Germany), EDTA (Sigma-Aldrich-Germany), K2S20s (Sigma-Aldrich-Germany), Folin-
Ciocalteu Reaktifi (Merck-Germany), NaOH (Merck-Germany), Ferrozin (Sigma-Aldrich-
Germany), FeClz (SigmaAldrich-Germany), XTT kiti (Biological Industries, Israel), Hekzan
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(Sigma-Aldrich-Germany), Metanol (Merck-Germany), 0.45 um Enjektor filtresi
(Millipore, Almanya), gesitli pipet uglari (Isolab)

Hiicre kiiltiirti calismalarinda kullanilan hiicre hatlar1 ve besiyerleri; adenokarsinom
(HT-29) ATCC (American Type Culture Collection, LGC Promochem, UK) firmasindan
ticari olarak temin edilmistir. %1 L-Glutamin ve %1 Pen Strep soliisyonu iceren bir McCoys
S5A ortaminda biyiitiildii. Hiicreler, 37 °C’de, % 95 nemde ve % 5 CO: kosullarinda
cogaltildi.

3.1.3. Deney materyali

Deney materyali olarak kullanilan Euphorbia macroclada Boiss. sonbahar
mevsiminde 20.11.2021 tarihinde Van’in Ipekyolu ilgesi Yalmagag Mahallesi daghk
alaninda toplanarak Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimii arastirma
laboratuvarinda incelendi. Bitki teshisi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii hocalarindan Aras.

Gor. Hiiseyin EROGLU tarafindan yapilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Ekstraksiyon

E. macroclada tiiriiniin yaprak ve ¢igek kisimlar1 direk giines 1sigina maruz
kalmayacak sekilde kurutuldu ve kullanilacagi zamana kadar -20°C derecede muhafaza
edildi. Caligmaya ilk olarak bitki kisimlari 6giitiicii ile 6giitiilerek esit gramajlarda tartildi.
Ayrt cam malzemelere alinarak iizerilerine sirasiyla hekzan, etanol, su ve aseton
coziicliler1 eklendi. Hassas terazide 8’er gr tartilan toz haldeki bitki kisimlarinin
tizerilerine 75 mL hekzan konularak 40°C ‘de 8 saat siireyle 1siticili manyetik karistiricida
birakildi. Orneklerden hekzan siiziildii ve tiipte kalan bitki drneklerinin iizerine 75 mL
etanol eklenerek 48 saat inkubasyona birakildi. 48 saat sonunda etanol siiziildii ve etanol
ucmasi saglandiktan sonra bitki 6rneklerinin iizerine 100 mL su eklendi ve 48 saat inkiibe
edildi. Karisimdan su siiziildii 50 mL’lik falcon tiiplere alindiktan sonra 45° lik ag1 ile -
80°C de 1 gece kalacak sekilde konuldu. 8’er gr tartilan kurutulmus bitki kisimlarindan

aseton ekstresi de alinmistir. Ornekler -80 °C den cikarildiktan sonra liyofilizatérde 72
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saat bekletilerek su uzaklastirildi. Elde edilen ekstreler analizler yapilincaya kadar -

20°C’de saklandi. Verim yiizdesi agsagida belirtilen “Es 3.1” e gére hesaplandi.

Verim Yiizdesi (w/w) = (Kurutulmus ekstrakt kiitlesi /toplam mantar kiitlesi) X 100 (3.1)

3.2.2. Antioksidan Aktivite Calismalar:

3.2.2.1. DPPH serbest radikal yakalama aktivitelerinin belirlenmesi

Ekstrelerin antioksidan aktivitesi DPPH radikalini yakalama kabiliyetine
dayanilarak Olciildii. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi Blois metodunun (1958)
modifiye sekline gore yapildi. E. macroclada ekstrelerinin DPPH (2,2-difenil-1-pikril
hidrazil) serbest radikal giderme aktivitesinin Olgimiinde standart olarak kuersetin
kullanildi. Farkli konsantrasyonlarda E. macroclada ekstreleri hazirlandi. 0,05 mg/ml DPPH
metanolda ¢oziildii ve kullanilmadan 6nce 30 dk boyunca sonike edildi. Modifiye edilmis
metoda gore E. macroclada ekstreleri ve standartlardan, her bir mikro plaka kuyucuguna 10
ul bitki ekstresi koyuldu ve tizerlerine 140 ul DPPH eklendi. 20 dk boyunca inkubasyona
maruz birakildiktan sonra 517 nm de absorbans degerleri dlciildii. Hidrojen baglama
kapasitesi bu yontemle belirlendi. Serbest radikal yakalama aktiviteleri ylizde olarak
asagidaki “Es 3.2” gore hesaplandi ve DPPH radikal yakalama aktivitesi her bir 6rnek i¢in
ECso degerleri hesaplanarak karsilastirildi;

% RSA (Radikal siipiirme aktivitesi) = [(Ao —A1) / Ag] X 100 (3.2)
Ao: Blank absorbansi
Au1: Ekstre absorbansi
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Sekil 3.1. DPPH radikali siiplirme aktivitesi (Cahyana ve ark., 2015).
3.2.2.2. ABTS katyon radikalini giderme aktivitesi

Serbest  radikal temizleme  kapasitesi ABTS (2, 2’-Azino-Bis-3-
Ethlybenzothiazoline-6-Sulfonic Acid) Re ve arkadaslarmin (1999) gelistirdigi metodun
modifiye edilmis sekline gore belirlendi. Ik olarak 7 Mm ABTS c¢ozeltisi 2,45 Mm
potasyum persiilfat ¢ozeltisi ile 1:1 oraninda karistirildi. Bu karisim en az 16 saat olacak
sekilde karanlik bir ortamda oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra karigim 350 pul ABTS
radikaline 10 ml etanol eklenerek 734 nm’ de 0,70 (= 0.02) absorbans aralik degeri elde
edilecek sekilde seyreltildi.

Farkli konsantrasyonlarda ekstre ve standart bilesen mikroplaka kuyucuklar icerisine
3 tekrar olacak sekilde koyuldu ve tizerilerine 147,5 pul seyreltilmis ABTS radikali koyuldu.
Karanlik bir ortamda ve oda sicakliginda 6 dk inkiibasyon edildikten sonra 734 nm de
absorbans degerleri 6l¢iildii. Bu calisma icin troloks standart olarak kullanildi. Trolox
esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) degerleri serbest radikal temizleme kapasitesini
gostermek i¢in kullamlmistir. Yiizde inhibisyon, asagida gosterilen “Es 3.3 kullanilarak
hesaplandi;

% Inhibisyon= [(Ao —A1) / Ao] X 100 (3.3)
Ao: Blank Absorbans
Az1: Ekstre Absorbans
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Sekil 3.2. ABTS radikal giderme aktivitesi (Ustiindas ve ark., 2018).
3.2.2.3. Metal selatlama etkisi

Metal selatlama kapasite tayini Dinis ve arkadaslarinin (1994) metoduna gore
gerceklestirildi. Standart olarak EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) kullanildi. 96
kuyucuklu plaka igerisine 50 uL g¢esitli konsantrasyonlarda EDTA ve ekstre eklendi.
Uzerine 185 pL saf su eklendikten sonra 5 pL 2 mM FeCl, eklendi ve 5 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Daha sonra 10 pL. 5 mM Ferrozin eklendi. 10 dakika
daha oda sicakligindaki inkiibasyondan sonra 562 nm’de absorbans okumasi
gergeklestirildi. Sonuglar ECso degerleri olarak ifade edildi. Her bir test en az ii¢ kez tekrar
edildi. Yiizde inhibisyon, asagida gosterilen “Es 3.4” kullanilarak hesaplandi;

% Inhibisyon= [(Ao —A1) / Ag] X 100 (3.4)
Ao: Blank Absorbans
Az1: Ekstre Absorbans
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Sekil 3.3. Metal selatlama reaksiyon modellemesi (Fabbrizzi, 2011).

3.2.2.4. Toplam fenolik madde icerigi

Euphorbia macroclada ekstrelerinde bulunan toplam fenolik madde igerigi
Singleton ve Rossi (1965)’ nin uyguladigi yontemin modifiye sekline gore belirlendi.
Standart olarak cesitli konsantrasyonlarda gallik asit kullanildi. Bu yontemde oncelikle
mikro plaka kuyucuguna 80 pl saf su eklendi. Daha sonra ekstre ve standartlardan 20 pl
mikro plaka kuyucuklarma konuldu. Uzerilerine 20 pl Folin reaktifi eklendi ve pipet ile
karigtirildi. Ardindan tizerlerine 80 pl %10°lik (w/v) sodyum karbonat eklendi ve oda
sicaklhiginda 30 dk inkiibe edildikten sonras1 750 nm’de 6rnek yerine 20 pl su iceren kore
kars1 absorbans okundu. Gallik asit ile olusturulmus standart kalibrasyon egrisi kullanilarak
her 1 mg ekstre i¢inde bulunan toplam fenolik icerik miktarlar1 asagidaki “Es 3.5 e gore

hesaplandi;

Ekstre ytlizdesi(w/w) = ((A1- Ao) / y degeri) / diliisyon katsayis1) x 100 (3.5)
Ao: Kontroliin absorbansi,
Az1: Ekstrenin absorbansi,

y degeri: Standart grafigi denkleminde olusan y degeri
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Sekil 3.4. Folin-Ciolcalteu reaksiyonu (Ford ve ark., 2019).
3.2.2.5. Toplam flavonoid madde igerigi

Toplam flavonoid miktarlari, Zhishen ve arkadaslarinin (1999) modifiye edilmis
yontemine gore saf su ekstreleri ve metanol ekstreleri icerisinde belirlendi. Farkli
konsantrasyonlarda kuersetin ve katesin % 99,5 etanol ile ¢oziildii ve TFI belirlenmesinde
standart olarak kullanildi. Metoda gore, 80 ul dH20 iceren mikroplaka kuyucuklarina, 20 pl
standart veya ornek eklendi ardindan % 5’lik NaNOz’den 6 pl kuyucuklara eklendi. 5 dk
sonra 6 ul % 10 aliiminyum klorid (AlCls) kuyucuklara eklendi ve 6 dk sonra 1 M NaOH’ten
40 pl ilave edildi. Toplam hacim dH20 ile 200 ul’ye tamamlandi. 510 nm’de absorbans
degerleri elde edildi. Toplam flavonoid igerigi 1 mg ekstre igerisindeki flavonoid miktari
olarak, kuersetin ve katesin standart grafiklerine gore hesaplandi (Pal ve ark., 2010). Toplam

flavonoid madde miktarlar1 agagida gosterilen “Es 3.6” e gore hesaplandy;

Ekstre yiizdesi(w/w) = ((A1- Ao) / y degeri) / diliisyon katsayis1) x 100 (3.6)
Ao: Kontroliin absorbansi,
Ai: Ekstrenin absorbansi,

y degeri: Standart grafigi denkleminde olusan y degeri
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Sekil 3.5. Kuersetinin AICIs ile reaksiyonu (Chang ve ark., 2002).



28

3.2.3. E. macroclada ekstrelerinin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

3.2.3.1. HT-29 hiicre cogaltilmasi

Kolorektral adenokarsinom hiicresi (HT-29) kullanildi. Bu hiicre hatt1 % 10 FBS
(fetal bovine serum) ve %1 L-Glutamin ve %1 Pen Strep soliisyonu igeren bir McCoys 5A
ortaminda biiyiitiildii. Hiicreler, 37 °C’de, % 95 nemde ve % 5 COz kosullarinda ¢ogaltildi.

3.2.3.2. E. macroclada ekstrelerinin hiicreler iizerine sitotoksik etkilerinin

incelenmesi

E. macroclada ekstrelerinin hiicre hatlar1 {izerine sitotoksik etkileri, Hiicre
Cogalmas1 XTT Kiti kullanilarak incelendi. Metabolik olarak aktif olan hiicrelerde XTT
tetrazolyum tuzu mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesi ile suda ¢ozlinebilen, portakal rengi
formazon maddesine doniistiiriiliir. Bu teknikte olusacak olan formazan miktarinin
Olciilmesi esastir. Bu portakal renkli formazan maddesi 470 nm de Elisa Plate Reader
kullanilarak olgtldii.

Oncelikle tripan mavisi ile hiicre canlilig1 saytmi yapildi. Tripan mavisi dlii-hiicreleri
yani hiicre biitlinliigli bozulmus hiicreleri maviye boyar ve canli hiicreler boyayi igerisine
almadigindan renksiz goriiniirler. Besi yerine ekilen hiicreler, 37 °C’de ve % 5 CO:2
kosullarinda 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra hiicreler 5 ml PMS ile 2 kez
yikandi. Hiicreler 2 ml tripsin ile kaldirilip, 8 ml taze ortam kuyucuklara eklendi. Hiicre
stispansiyonu 2 ayri falkona alinds, hiicreler tripan mavisi (0.25 M) ile 1-1 ya da 1:9 oraninda
seyreltme yapilarak sayildi.

Hiicre saymmi hematocytometer kullanilarak, 1sikk mikroskobu altinda yapildi.
Hematocytometer, her biri 1 mm? hacimli 9 kareden olusmaktadir. Sayma alan1 25 genis
kare ve bu 25 genis karenin igerisinde 16 kiigiik kareden olusmaktadir. Hiicreler 5-6 kere
say1ld1 ve bu sayimlarin ortalamasi agagidaki formiilde kullanilarak, her ml’deki hiicre sayisi

asagidaki “Es 3.7” e gore belirlendi.

Total Hiicre/mL= (Sayilan Total Hiicre x Sulandirma Faktorii x 104) x #of Squares (3.7)
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96 kuyucuklu plakalara 100.000 hiicre/mL olacak sekilde 100 pl hiicreler ekildi. CO2
inkiibatorde 24 saatlik inkiibasyondan sonra, kuyucuklardaki ortam alinacak, kuyucuklar 50
PMS ile iki kez yikandi. Kullanisli absorbans degerleri elde edebilmek i¢in PMS kullanildi.
50 ul taze ortam kuyucuklara eklendi. Ikinci sirada 50 pl biiyiime ortamu tekrar eklendi,
ticlincii sirada ise 50 pl % 0.2’ lik DMSO kontrol olarak eklendi. Seri seyreltme teknigiyle
ekstreler seyreltilerek hiicreler 50 pl e uygulandi. 36 saatlik bekleme sonrasinda XTT
kimyasal1 hiicrelere uygulandi. XTT ile muamalere edildikten 10 saat sonra 470 nm de

absorbanslar okundu. Cikan sonuglara gore % hiicre canlilig1 hesaplandi.

3.2.4. Bitkinin fenolik igeriginin LC-MS analizleriyle belirlenmesi

3.2.4.1. Siv1 kromatografisi-yiiksek ¢oziiniirliik kiitle spektrometrisi (LC-HRMS)

cihazi

LC-MS analizleri, DIONEX UltiMate 3000 RS pompasi, DIONEX UltiMate 3000
RS otomatik numune alicis1 ve DIONEX UltiMate 3000 RS kolon firin1 i¢eren LC sistemi
ve 1sitmal1 elektrosprey iyonlasma arayiiziine sahip Exactive Plus Orbitrap (Thermo
Fisher Scientific) yiiksek ¢oziiniirliiklii MS bilesimi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Orbitrap-MS cihazi, bir otomatik siringa enjektorii (Thermo Fisher Scientific, ABD)
kullanilarak pozitif (Pierce™ LTQ Velos ESI Positive Ion Calibration Solution) ve
negatif kalibrasyon (Pierce™ Negative lon Calibration Solution) soliisyonlart ile kalibre
edilmistir.

Yapilan LC-MS analizlerinde LC ve MS kismi sistem bilgisayarma yiiklenmis
olan TraceFinder 3.2 (Thermo Scientific) programi ile es zamanli olarak g¢alistirilmas,
veriler Xcalibur software version 2.1.0.1140 (Thermo Fisher Scientific) programi ile

toplanilarak kaydedilmistir.
3.2.4.2. Kromatografi ve yiiksek ¢oziiniirliiklii ms kosullar:
Gergeklestirilen analizler bir Phenomenex® Gemini® 3um NX-C18 110 A (100

mm X 2mm) kolon kullanildi. Kolon firin sicakligi 30 °C olarak caistirildi. Eliisyon

gradiyentinde hareketli A fazinda Ultrapure su sistemi (GFL 2004/ Human power 1) ile
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elde edilen ultra safsu da hazirlanmis % 2 (v/v) glasiyel asedik asit, hareketli B fazinda
%99,9 saflikta LC-MS derecede metanol (Sigma) kullanilmistir.

Ay1irim, numune enjeksiyon hacmi 20,0 puL ve 0,3 mL/dk akis hizinda gradiyent eliisyon
kosullar1 Sekil 1°de belirtilen durumlara gore gergeklestirildi. Analiz siiresi toplam 20

dakika olarak ayarlandi.
3.2.5. Istatiksel analiz
Toplam fenolik ve antioksidan igerikleri GraphPad Prism 6 istatiksel analiz programi

kullanilarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi ve student t-test uygulanarak
p<0.005 anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Verim

E. macroclada bitki 6rnekleri 6giitiicii ile toz haline getirildikten sonra sirasiyla
hekzan, etanol ve su igerisinde ekstraksiyon boliimde belirtildigi gibi belli siirelerde
manyetik karistirici ile ¢alkalanmaya birakildi. Sirasiyla elde edilen sivilardan hekzan ve
etanol ¢oziiciileri evaporatdr yardimiyla uguruldu. Etanolden ekstrenin agirligi hassas
terazi ile tartilip verimi hesaplandi. Hekzan i¢in kayda deger bir ekstre elde edilemedigi
icin verimi hesaplanamadi. Su ekstresi; posadan geriye kalan s1v1 falkon tiipler icerisinde
donduruldu ve daha sonra liyofilizator ile suyu kurutuldu. Kalan kisim bitkinin su ekstresi
seklinde deneylerde kullanilmak igin tartildi ve verimi materyal metot kisminda verilen
denkleme gore hesaplandi. E. macroclada ‘nin bitki kisimlarindan elde edilen verim
Cizelge 4.1’ de belirtildi.

Cizelge 4.1. Euphorbia macroclada ekstratlarinin ekstraksiyon verimleri

Ekstraksiyon Ik agirhik (gr) Son agirhk(gr) Verim (%)
Aseton Cicek 8 2.852 35.65
Etanol Cicek 8 0.804 10.05
Etanol Yaprak 8 1.075 13.437
Su Cicek 8 0.756 9.45
Su Yaprak 8 0.9807 12.258

4.2. Antioksidan Aktivitesi Bulgular:

4.2.1. DPPHPe radikalini giderme bulgular:

DPPH testi, bir antioksidan molekiiliin serbest radikal temizleme potansiyelinin
Ol¢iilmesine dayanan ve renk degisimi ile degerlendirilen siklikla kullanilan kolay bir
yontemdir. Metanol icerisinde sonikatdr yardimiyla ¢ozdiiriilen DPPH radikali mor renk

Verir.
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Bu yontemin temel prensibi DPPH radikalinden bir hidrojen alinarak
indirgenmesi ilkesine dayanir. Bu indirgenme neticesinde Sekil 3.1°de gorildugii gibi
mor renk olan ¢dzelti sar1 renge doner. Renk degisimi kalorometrik olarak izlenir ve
antioksidan 6zellikler i¢in parametreleri belirlenmesinde kullanilir.

Bu yontem sisteinin stabil bir serbest radikal olan DPPH tan bir H atomu
aldigini tespit eden Blois (1958) tarafindan gelistirilmistir. Bu test i¢in kuersetin standart
olarak kullanild1 ve ¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanan kuersetin ¢ozeltisiyle Sekil 4.1°
de verilen grafik elde edildi. Yapilan ¢alismalar sonucunda E. macroclada kuru
ekstrelerinden elde edilen DPPH radikalini siipiirme aktiviteleri Cizelge 4.2°de belirtildi.

Elde edilen degerler ii¢ bagimsiz denemenin ortalama +SS temsil etmektedir.

Kuersetin Standart Egrisi
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Sekil 4.1. Kuersetin standart egrisi.
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Cizelge 4.2. E. macroclada tiiriiniin ¢icek ve yaprak ekstrelerinin DPPH radikalini
giderme aktivitesi

Cigek Yaprak
E. macroclada ECso (ng/g) ECso (ng/g)
n;4 n:4
Aseton Etanol Su Etanol Su
DPPH 74.17+0.12 87.11+0.1° 84.53+0.3° 68.23+0.8¢ 61.28+0.2¢

*Ayni tablo icinde farkl: iist-yazilarla (a, b, ¢, d ve e) isaretlenmis olan verilerin istatiksel olarak anlamli
bir fark oldugunu gostermektedir (p <0.0005).

4.2.2. ABTS" radikalini giderme bulgular:

ABTS radikalini giderme testi bazi modifikasyonlar yapilarak E. macroclada
ekstrelerine uygulandi. 2,5 pl ekstre 96’lik mikroplaka kuyucuklari icerisine ii¢ tekrar olacak
sekilde koyuldu ve tlizerine 147,5ul seyreltilmis ABTS radikali koyuldu. Karanlik bir
ortamda 6 dk bekletildikten sonra 734 nm de absorbans degerleri kalorimetrik olarak
o6l¢iildii. Bu ¢alisma icin troloks standart olarak kullanildi. Troloks es degeri kullanilarak
elde edilen standart grafigi Sekil 4.2° de gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda E.
macroclada kuru ekstrelerinden elde edilen ABTS radikalini siiptirme aktiviteleri Cizelge

4.3’ de belirtildi. Elde edilen degerler ii¢ bagimsiz denemenin ortalama £SS temsil

etmektedir.
Trolox Standart Egrisi
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Sekil 4.2. Trolox standart egrisi.
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Cizelge 4.3. E. macroclada tiiriiniin ¢igek ve yaprak ekstrelerinin ABTS radikalini
giderme aktivitesi

Cicek Yaprak
E. macroclada ECso (ng/g) ECso (ng/g)
n;4 n;4
Aseton Etanol Su Etanol Su
ABTS 63.44+0.3* 53.76+0.6° 62.9+0.1° 60.41+0.29 84.43+0.8¢

* Ayni tablo i¢inde farkli tist-yazilarla (a, b, c, d ve e) isaretlenmis olan verilerin istatiksel
olarak anlamli bir fark oldugunu gdstermektedir (p <0.0005).

4.2.3. Metal selatlama kapasite tayini bulgulari

E. macroclada ekstrelerinin metalleri baglama kapasitesi Dinis ve arkadaslarinin
1994 yilinda gelistirdikleri yonteme gore belirlendi. Bu yontemde temel prensip materyal
metot kisminda da belirtildigi gibi ekstrelerde bulunan metal baglama yetenegine sahip
antioksidanlar ile ¢cok giiclii bir Fe* ? selatlayici olan ferrozin reaktifinin rekabetine dayanr.
Kuru ekstrede metal baglama yetenegi olan antioksidan miktar1 ne kadar fazla ise ferrozin
bilesiginin olusumu o derece engellenir ve bu durumda bilesikten kaynakli kirmiz1 renk o
kadar ac¢ik olur. Bu c¢alisma da pozitif kontrol i¢in giiclii bir metal selatlayic1 olan EDTA
kullanildi. Cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan EDTA ornekleriyle olusturulan standart
Olgtimleme egrisi Sekil 4.3’ de verilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda E. macroclada
kuru ekstrelerinden elde edilen metal selatlama aktiviteleri Cizelge 4.3” de belirtildi. Elde

edilen degerler ii¢ bagimsiz denemenin ortalama £SS temsil etmektedir.
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EDTA Standart Egrisi
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Sekil 4.3. EDTA standart egrisi.

Cizelge 4.4. E. macroclada tiirtiniin ¢igek ve yaprak ekstrelerinin selatlama aktivitesi

Cicek Yaprak
E. macroclada ECso (ng/g) ECso (ng/g)
n;4 n;4
Aseton Etanol Su Etanol Su

Metal Selatlama  62.65 + 0.3* 68.63 £ 0.5° 69.73 +0.7¢ 64.14 +0.2% 64.76 + 0.2¢

*Ayni tablo i¢inde farkli iist-yazilarla (a, b, ¢ ve d) isaretlenmis olan verilerin istatiksel olarak anlamli bir
fark oldugunu gostermektedir (p <0.0005).

4.2.4. Toplam fenolik madde miktar:1 bulgular

E. macroclada ekstrelerindeki toplam fenolik madde igerigi Singleton ve Rossi’ nin
1965 yilinda gelistirdigi ve mikro diizeye modifiye edilerek kullanilan yonteme gore
belirlendi. Toplam fenolik madde diizeyini belirlemek i¢in etkili bir fenolik bilesik olan
gallik asit kontrol olarak kullanildu.

Gallik asit standart grafigi Sekil 4.4 ‘de gosterilmistir. Toplam fenolik madde miktart
gallik asit esdegeri seklinde hesaplandi. Yapilan ¢aligmalar sonucunda E. macroclada kuru
ekstrelerinden elde edilen toplam fenolik madde igerikleri Cizelge 4.5 de belirtildi. Elde

edilen degerler li¢ bagimsiz denemenin ortalama +SS temsil etmektedir.
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Gallik Asit Standart Egrisi
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Sekil 4.4. Gallik asit standart egrisi.

Cizelge 4.5. E. macroclada tiiriiniin ¢igek ve yaprak ekstrelerinin toplam fenol igerigi

Cicek Yaprak
E. macroclada (ng/g kuru ekstre) (ng/g kuru ekstre)
n;4 n:4
Aseton Etanol Su Etanol Su
Toplam Fenol
(Gallik Asit 4079+ 1.1* 838.8+0.5° 990.2+0.2° 805+0.8° 675.5+0.3°
Esdegeri)

*Ayni tablo i¢inde farkli list-yazilarla (a, b, c, d ve e) isaretlenmis olan verilerin istatiksel olarak anlamli
bir fark oldugunu gdstermektedir (p <0.0005).

4.2.5. Toplam flavonoid madde miktar: bulgular:

E. macroclada ekstrelerinin toplam flavonoid madde miktarini belirlemek igin
Zhishen ve arkadaslarinin 1999 yilinda gelistirdigi ve alimiinyum klorid eklenmesinden
kaynakli renk degisimi prensibine dayanan metoda gore yapildi. Bu deneyde kuru
ekstrelerdeki toplam flavonoid madde igerigini belirlemek i¢in katesin ve kuersetin standart
olarak kullanildi. Cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan katesin ve kuersetinden kalibrasyon
egrileri ¢izildi. Bu grafikler Sekil 4.2.5 ve Sekil 4.2.6 ‘da belirtildi. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda E. macroclada kuru ekstrelerinden elde edilen toplam flavonoid madde igerikleri
Cizelge 4.6’ da belirtildi. Elde edilen degerler ii¢ bagimsiz denemenin ortalama £SS temsil

etmektedir.
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Kuersetin Standart Egrisi.
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Sekil 4.5. Kuersetin standart egrisi.

Katesin Standart Egrisi
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Sekil 4.6. Katesin standart egrisi.
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Cizelge 4.6. E. macroclada tiiriiniin ¢i¢ek ve yaprak ekstrelerinin toplam flavonoid igerigi

Cicek Yaprak
E. macroclada (ng/g kuru ekstre) (ng/g kuru ekstre)
n:4 n:4
Aseton Etanol Su Etanol Su

Toplam Flavon
(Kuersetin 741.7+1.2%8  1138+3.1" 1073 +1.4° 943.6+0.4 783.6+1.1°
Esdegeri)
Toplam Flavon
(Katesin 371.4+11* 481.7+1.1% 4544+0.3° 413.9+1.4% 4533+1.4°
Esdegeri)

*Ayni tablo i¢inde farkli {ist-yazilarla (a, b, c, d ve e) isaretlenmis olan verilerin istatiksel olarak anlamli
bir fark oldugunu géstermektedir (p <0.0005).

4.3. Bitkinin Fenolik iceriginin LC-MS Analiz Bulgular

Bu yontem, sivi kromatografisinin fiziksel ayirma yetenegine kiitle
spektrometrisinin  kiitle farklilasma kapasitesinin kombinasyonundan olusmaktadir.
Ekstrelerdeki fenolik bilesiklerin saptanmasi i¢in olduk¢a hassas ve uygun bir yontemdir.

Fenolik bilesikleri saptamak ic¢in 5 farkli standart kullanilmistir. Kullanilan bu 5
farkli bilesik i¢in Euphorbia macroclada ¢igek ve yaprak boliimlerinin aseton, etanol ve
su ekstrelerinin LC-MS sonuglari; gallik asit, kafeik asit, katesin, kuersetin ve apigenin
kromatogramlari ¢izildi.

LC-MS analizi ile saptanan fenolik bilesik miktarlar1 Cizelge 4.3’de
gosterilmistir. Sonuglarimiza gore, E. macroclada’nin su ve aseton ekstreleri etanol
ekstrelerinden daha fazla yiiksek fenolik bilesik icerigine sahiptir ve ayrica apigenin

sadece cicegin aseton ekstresinde tespit edilmistir.
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Cizelge 4.7. LC-MS analiz sonuglari

Ornek (ng/g ekstre)
Bilesik Ad1 R2 RT EYE EYS ECE ECS  ECA
Gallik asit 0.9963 2.05 227.142 593542 275.191 729.75 23.235
Kafeik asit 0.9973 7.23 5.812 10.357 5.714 7.503 5.331
Katesin 0.9970 6.34 7.093 32.299 7.18 26.506 13.446
Apigenin 0.9991 11.32 T.E T.E T.E T.E 24.032
Kuersetin 0.9958 10.51 68.174 83.718 79.244 96.346  166.066

(RT: Alikonma zamani, T.E: Tespit edilemedi, EYE: Yaprak etanol ekstresi, EYS: Yaprak su ekstresi, ECE:
Cigek etanol ekstresi, ECS: Cigek su ekstresi, ECA: Cicek aseton ekstresi.

4.4. Euphorbia macroclada Tiiriiniin Antiproliferatif Aktivite Bulgular

Euphorbia macroclada tiirtiniin ¢igek boliimiiniin su ve etanol ekstreleri insan
kolon kanser hiicre (HT-29) hattina kars1 antiproliferatif aktiviteleri XTT yontemi ile
arastirildi. 48 saat inkubasyon sonrasi ekstrelerin test edilen hiicre hatt1 {izerinde farkl

konsantrasyonlarda % hiicre proliferasyon inhibisyonlar1 Sekil 4.7 ‘de verilmistir.
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Sekil 4.7. E. macroclada tiiriiniin su etanol ekstresinin HT-29 hiicre hattina karsi
antiproliferasyon aktivitesi.






5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Toplam Fenolik ve Flavonoid Madde Icerigi

Dogal kaynaklardan elde edilen biyoaktif bilesenler insan sagligmma fayda
saglayabilir. Spurge familyasindan (Euphorbiaceae) gelen Spurge (Euphorbia) bitkileri
tim diinyada yaygindir ve halk hekimliginde farkli islevler i¢in kullanilmaktadir
(Ozbilgin ve Citoglu, 2012).

Euphorbia tiirleri iizerine yapilan biyolojik arastirmalar, geleneksel ilaglarda
bir¢ok bitkinin kullanimini desteklemis veya modern farmakolojik boyutlardaki yeni
potansiyelleri ortaya ¢ikarmistir. Sergilenen biyolojik aktiviteler ¢ogunlukla
antiinflamasyon, antipiretik-analjezik, antikanser, antimikrobiyal, yumusak¢a 6ldiiriici,
antifeedant aktiviteleri ve antioksidan i¢germektedir (Shi ve ark., 2008).

Barla ve ark., (2007) Tiirkiye'den toplanan ti¢ Euphorbia tiirii olan E. macroclada
Boiss. E. acanthothamnos Heldr., ve E. rigida Bieb. bitkilerini ti¢ farkli ¢oziicii
kullanarak (etanol, aseton ve petrol eteri) antioksidan potansiyellerini aragtirmistir. E.
acanthothamnos ekstresi tim testlerde en aktif ekstrakt oldugu belirlenmistir. E.
acanthothamnos'un tiim ekstraktlarinin TPC'si, diger ekstraktlardan daha yiiksek toplam
fenolik icerik gOstermistir, en yiiksek olanmi etanolik ekstrakt olarak bulunmustur. E.
macroclada'nin aseton ekstrakti en yiiksek TFC'yi gosterirken, etanolik ekstrakt en
yiiksek verimi sergilemistir. DPPH testinde, E. acanthothamnos'un etanolik ekstraktinin
en aktif ekstrakt oldugu bulunmustur.

Yine Ash Barla ve arkadaslarinin (2007) Euphorbia tiirleri tizerine yaptiklarilart
bir ¢alismada E. macroclada’nin aseton ve etanol ekstreleri alinmis ve fenol ve flavonoid
icerigine bakilmistir. Flavonoid igerigi kuersetin esdegeri bakimindan aseton ekstresinde
45 png KE/mg olciilmiisken fenol icerigi 28 ng PE/mg 6l¢iilmiistiir. Etanol ekstresine
bakildiginda kuersetin es degeri 34 pg KE/mg iken fenol icerigi 22 ug PE/mg dl¢lilmiis
olup yaptigimiz calismaya benzer olarak flavonoid igeriginin fenol igerikten yiiksek

bulunulabilecegi kanisini varilmistir.
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Yapilan diger calismada Muhammad Majid ve ark., (2015) toplam fenolik ve
flavonoid icerigine baktiklar1 Euphorbia dracunculoides bitkisinin en yiiksek fenolik ve
flavonoid igerigi etil asetat-su ekstresinde 17.35 mg GAE/g, 7.57 mg RE/g bulunmustur.

Bu ¢alismada, E. macroclada’ nin ¢igek ve yaprak boliimlerinden elde edilen
aseton, etanol ve su ekstrelerinin antioksidan ve kolorektal adenokarsinom hiicre hatti
(HT-29) iizerindeki hiicre canlilig1 etkileri bakimindan analiz edilmistir.

E. macroclada’ nin aseton ekstresinin fenolik igerigi 407,9 mg GAE/g dlgiiliirken,
etanol ekstresinin fenolik igerigi 838,8 mg GAE/g ve en yiiksek aktivite gosteren su
ekstresinin fenolik icerigi 990,2 mg GAE/g kuru ekstre olarak bulundu. Yapilan
calismada E. macroclada’nin ¢igegi kullanirak elde edilen ii¢ farkli ekstrakta bakildiginda
fenolik madde igerigi en yiiksek su ekstresinde elde edildi. Su ve etanol ekstrelerinin
aseton ekstresine oranla daha yiiksek aktivite gosterdikleri gozlemlendi. Su ve etanol
ekstrelerinin fenolik icerigi aseton ekstresinin fenolik igeriginden 2 kati oldugu
goriilmektedir. E. macroclada bitkisinin diger bir kism1 olan yapragindan elde edilen su
ve etanol ekstrelerinin toplam fenolik icerikleri ise sirastyla su ekstresinin fenolik icerigi
675,5 mg GAE/g iken etanol ekstresinin fenolik icerigi ise 805 mg GAE/g olarak bulundu.
Acikga goriilmekte ki bitkinin farkl kisimlarindan elde edilen su ekstreleri arasindaki
farkin ¢ok oldugu ve cicegin yapraga gore daha ¢ok fenolik madde igerdigi gézlemlendi.
Degerler istatiksel olarak anlamli bulundu (p <0.0005)

E. macroclada’nin toplam flavonoid igerigine bakildiginda bitkinin igerdigi
kuersetin es degeri cicek kisminin {i¢ farkli ekstresinde aseton 741,7 QE/g, etanol 1138
QE/g ve su 1073 QE/g kuru ekstre olarak belirlendi. Yaprak kisminda ise; etanol 943,6
QE/g ve su 783,6 QE/g kuru ekstre olarak bulundu. Etanol ve su ekstresinin kuersetin
igerikleri birbirlerine yakin olarak 6l¢iildii ve bu da demek oluyor ki kuersetin es degeri
hem ¢icek hem de yaprakta bolca bulunmaktadir. Cicek ve yaprak arasindaki kiyasa
bakildiginda ¢igegin yapraga oranla aktivitesinin daha fazla oldugu goriildii. Ekstrelerin
icerdigi katesin es degerine bakildiginda ise ¢icek ekstrelerinde aseton 371,4 KE/g, etanol
481,7 KE/g ve su 454,4 KE/g kuru ekstre olarak belirlendi. Katesin esdegeri ii¢ farkl
ekstrede de diisiik olarak Olgiildii ve aktivitelerinin birbirlerine yakin olduklar1 da
gozlemlendi. Yaprak kisminin katesin es degeri etanol ekstresinde 413,9 KE/g iken su
ekstresinde 453,3 KE/g kuru ekstre oldugu bulundu. Yaprak kisminda da katesin es degeri

diisiik olarak 6lgiildii ve bu sonuglara gore E. macroclada bitkisinde katesin es degerinin
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olduk¢a az oldugu kanisina varilmistir. Degerler istatiksel olarak anlamli bulundu (p

<0.0005).

5.2. Antioksidan Kapasite Sonug¢lari

Lawrence Monah ve ark., (2016) Euphorbia tiirii izerinde yaptiklar1 bir galismada
Euphorbia golondrina tiiriiniin ABTS radikalini siipiirme aktivitesi gallik asit ve
betahidroksitoluen (BHT) ‘den daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Muhammad Majid ve ark., (2015) Euphorbia dracunculoides bitkisi ile yaptiklar
calismada DPPH testinde minimum ECso degeri etil asetat-su ekstresinde 144.7 pg/ml
Olciiliirken, metal selatlama testinde ise minimum ECso degeri etil asetat ekstresinde
279.51 pg/ml olarak bulunmustur.

Serbest radikal siipiiriicii olarak bir bilesik ya da ekstraktin kabiliyetini test etmek
icin yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. DPPH radikalinin baslangigtaki
konsantrasyonunun %50’sinin azalmasi i¢in gerekli olan antioksidan miktar1 ECsp degeri
olarak tanimlanmaktadir. Bu durum ekstrelerin ECso degeri ne kadar az ise antioksidan
aktivitesinin o kadar yiliksek oldugu anlamina gelmektedir (Molyneux, 2004). Yaptigimiz
calismada E. macroclada bitkisinin antioksidan aktivitesi DPPH ve ABTS yapay
radikallerini siiplirme aktivitelerine ve metal selatlama oranina bakildi. DPPH radikalini
siipiirme aktivitesi i¢in kontrol olarak kuersetin es degeri kullanildi. Bitkinin ¢igek ve
yaprak boliimlerinden elde edilen aseton, etanol ve su ekstrelerinin aktiviteleri
incelendiginde ¢igek i¢in; aseton ECso 74,17 mg/ml, etanol ECsg 87,11 mg/ml, su ECsg
84,53 mg/ml kapasitede radikal siipiirdiigii gortildii. Bir diger kisim olan yapraktan alinan
ekstrelere bakildiginda etanol ekstresinin radikal siiplirme aktivitesi 68,23 mg/ml iken su
ekstresi 61,28 mg/ml en yiiksek DPPH radikali siiplirme aktivitesi su ve etanol
ekstrelerinde gézlemlendi. Bu verilere gore DPPH radikalini siiplirme aktivitesini en ¢ok
yapraktan alinan su ekstresi gosterdi. ABTS radikalini siiplirme aktivitesini 6l¢mek i¢in
kontrol olarak troloks es degeri kullanildi. Cigekten elde edilen aseton, etanol ve su
ekstrelerinin radikal siipiirme aktiviteleri sirasiyla ECso; 63,44 mg/ml, 53,76 mg/ml ve
62,9 mg/ml olarak belirlendi. Yapragin etanol ve su ekstrelerinin ECso; 60,41 mg/ml ve

84,43 mg/ml olarak hesaplandi. Burdaki sonucglara gore en yliksek ABTS radikalini
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stiplirme aktivitesini ¢icekten alinan etanol ekstresinin gosterdigi belirlendi. Degerler
istatiksel olarak anlamli bulundu (p <0.0005).

Metal selatlama aktivitesinde demir iyonu reaktif bir metal oldugundan fenton
reaksiyonlarina katilmasi sebebiyle hidroksil radikallerinin olusmasina yol agmaktadir.
Bu yiizden selatlama aktivitesinin olusabilecek bir oksidatif hasarin dl¢iilmesi 6nemli bir
parametredir. E. macroclada’nin metal selatlama aktivitesi EDTA kullanilarak belirlendi.
Cigekten elde edilen aseton, etanol ve su ekstrelerinin ECso; 62,65 mg/ml, 68,63 mg/ml,
69,73 mg/ml olarak hesaplandi. Yaprak ekstrelerinin ECso; etanol 64,14 mg/ml, su 64,76
mg/ml olarak bulindu. Cigek ve yapraktan alinan ekstrelerin metal selatlama
aktivitelerinin ¢ok yakin oldugu gozlemlendi. En ¢ok metal selatlama aktivitesini aseton

ekstresi gosterdi. Degerler istatiksel olarak anlamli bulundu (p <0.0005).

5.3. Euphorbia macroclada Tiiriiniin Fenolik iceriginin LC-MS Analiz Sonuglar

Lawrence Monah ve ark., (2016) Euphorbia tiirii tizerinde yaptiklari bir ¢alismada
Euphorbia golondrina tiiriintin GC-MS sonuglarinda bitkide en bol bulunan bilesikler
karyofilen oksit (% 14.16), kafur (% 9.41) ve fitol (% 5.75) olarak gosterilmistir.

Muhammad Majid ve ark., (2015) yaptiklari ¢alismada Euphorbia dracunculoides
bitkisinin etil asetat-su ekstresinin HPLC analizi sonucunda rutin, katesin, kafeik asit ve
miyrisetin standartlar1 arasinda maksimum miktar1 65.8 pg/mg ile rutin géstermistir.

E. macroclada’nin ¢igek ve yaprak boliimlerinin aseton, etanol ve su ekstreleri,
LC-MS yontemi ile polifenol igerikleri agisindan karakterize edildi.

Sonuglar, aseton ve su ekstrelerinin daha fenolik oldugu ve en bol fenoliklerin

gallik asit ve kuersetin oldugunu gosterdi.

5.4. Euphorbia macroclada Tiiriiniin Antiproliferatif Aktivite Sonuclar:

Euphorbia macroclada tiiriiniin ¢igek boliimiiniin su ve etanol ekstreleri
kolorektal adenokarsinom (HT-29) kanser hiicre hattina kars1 antiproliferatif aktiviteleri
XTT yontemi ile incelendi. Sekil 4.27°de goriildiigii gibi ¢igegin etanol ve su ekstrelerinin
HT-29 hiicre hatt1 lizerinde inhibisyon miktarlar1 goriilmektedir. Her iki ekstreninde

hiicre iizerindeki canlilik inhisyon degerleri birbirine oldukg¢a yakin 6l¢iildii. Bu sonuglara
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gore iki ekstre de hiicre i¢indeki sinyal yolaklar: arasinda fazla baglanti kuramadiklar
icin yiiksek aktivite gosterememislerdir. Elde edilen sonuglara gore, bu caligmada
kullanilan Euphorbia macroclada ‘nin aseton, etanol ve su ekstrelerinin fenolik madde
icerikleri, antioksidan ve antiproliferatif aktiviteleri incelendi. Toplam fenolik ve
flavonoid igerik testlerinde gigegin etanol ekstresi etkiliyken LC-MS analizi sonucunda
cicegin su ekstresin daha fazla fenolikj madde i¢erdigi gézlemlendi. Antioksidan aktivite
testleri sonucunda en etkili sonuglar cigcegin aseton ekstresinde elde edildi. XTT testi
analizindeki sonucglara gore cigegin su ekstresinin ICso degeri 1.916 mg/ml etanol
ekstresinin ICso degeri ise 1.790 mg/ml olarak hesaplandi. Elde edilen degerler istatiksel
olarak anlamli bulunmadi (p <0.0005).
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