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OZET

Bu ¢alismada, Elazi1g ilinde toplanan Scorzonera suberosa C. KOCH, Scorzonera
latifolia Fisch. & Mey. ve Scorzonera laciniata L. ekstraktlarinin in vitro antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteleri, Debaryomyces hansenii ile Kluyveromyces lactis bulunan
kiiltiir ortaminda ise sadece antioksidan etkileri arastirildi. Calismada DPPH serbest radikal
temizleme aktivitesi, flavonoid, resveratrol ve seker igerikleri, lipit peroksidasyon, yag
asidi diizeyi, vitamin degerleri, protein ve glutatyon miktarlar1 6l¢iildi. In vitro lipid
peroksidasyon sonuglarina gore; ekstrakt gruplarinin lipid peroksidasyon seviyesini
azalttig1 ve oleik ve linoleik asit miktarlarini korudugu belirlendi. Bitki ekstrakti eklenen
gruplarda lipid peroksidasyon miktarinin Debaryomyces hansenii’de azaldigi, buna karsin
Kluveromyces lactis’te ise arttigi saptandi. Bitki orneklerinin toprak {istii kisimlar1 doza
bagimli olarak artan DPPH radikal temizleme etkisi gosterdi. Bitki ekstraktlari Escherichia
coli ve Bacillus megaterium iizerinde en yliksek antimikrobiyal etki gosterdi. Calisma
sonucunda Scorzonera tiirlerinin fitokimyasal bilesiklerine bagl olarak antioksidan 6zellik

gosterdigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Scorzonera, Lipid Peroksidasyonu, Maya, Antioksidan, Protein
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SUMMARY

The Research Of Antioxidant Activities And Determination Of

Phytochemical Contains Of The Some Scorzonera Species

In this study, the effects of in vitro antioxidant and antimicrobial activities of extracts
Scorzonera suberosa C. KOCH, Scorzonera latifolia Fisch. & Mey. and Scorzonera
laciniata L. which were collected in Elazig and only antioxidant effects of Debaryomyces
hansenii and Kluyveromyces lactis in cultural medium are researched. In the study, the free
radical scavenging activity, flavonoid, resveratrol and sugar contents, lipid peroxidation,
levels of fatty acid, vitamin values, protein and glutathione amounts were measured.
According to the results of in vitro lipid peroxidation; the determinated that extract groups
to reduce the level of lipid peroxidation and the amount of oleic and linoleic acid were
protected. The amount of lipid peroxidation in Debaryomyces hansenii of plant extract
added to the groups decreased, whereas the lipid peroxidation of Kluveromyces lactis were
increased. Aerial parts of plant samples in a dose dependent effect of increasing showed
DPPH radical scavenging. Plant extract showed the highest antimicrobial effect on
Escherichia coli and Bacillus megaterium. Depending on the species of Scorzonera
phytochemical compounds as a result of the study concluded that the antioxidant properties

shown.

Key Words: Scorzonera, Lipid Peroxidation, Yeast, Antioxidant, Protein
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1. GIRIS

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusturdugu oksidatif strese bagli hastalik
risklerini en az diizeye indirir. Hiicresel veya molekiiler seviyede reaktif oksijen tiirlerini
inaktive eder veya konsantrasyonunu disiiriir. Lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu
durdurur ya da oksidatif stireci geciktirir [1,2]. Bitki, meyve ve baharat tiirleri igerisinde
bulunan fitokimyasal bilesikler, oksidatif bozulmaya karsi antioksidan o6zellik gosterdigi
gibi insan sagligina olumlu etkileri nedeniyle de biiyiik ilgi ¢ekmektedir [3].

Epidemiyolojik ve hayvan ¢aligmalari; meyve, sebze ve tahillarin diizenli tiikketimi
sonucu oksidatif hasarin neden oldugu hastalik risklerinin azaldigin1 gosterir [4,5].
Karotenoidler, tokoferoller, askorbatlar, lipoik asit ve polifenoller giiglii serbest radikal
stiptirticti etki gosteren dogal antioksidanlardir. Biyolojik sistemlerde serbest radikallere ve
etkilerine karsi; sliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz gibi
endojen antioksidan enzimlerin yaninda, A, C ve E vitaminleri ile fitokimyasal bilesikler
gibi ekzojen antioksidanlar da yer alir [6].

Flavonoidler, bitkilerin sekonder metabolitleri arasinda yer alir ve genis bir grubu
kapsar. Bunlar; antiinflamatuar, antiiilser, antitiimor ve antikanser etmenlere neden olan
metal selatorleri ve serbest radikalleri etkisiz hale getiren bilesiklerdir. Flavonoidler,
serbest radikallerin sebep oldugu zincir reaksiyonlar1 yavaslatir ve hatta durdurur. Ayrica C
vitamini emilimini de arttirir [7,8].

E vitamini, yaklasik 50 yildir kimya ve biyoloji bilim dallarinin ¢alisma konulari
arasinda yer almaktadir [9] ve bu calismalar E vitaminin reaktif molekiillerin yikici
etkilerini ortadan kaldirdigini kesin olarak ortaya koymaktadir [10]. Yapilan bir ¢alismada,
yiiksek yagli aterojenik diyetle beslenen tavsanlarda yapilan analizler sonucu, plazma
TBARS degerlerinin ve aort plak olusumunun, E vitamini verilmeyen gruba kiyasla E
vitamini verilen gruplarda diisiik diizeyde bulundugu belirlenmistir [11].

D vitamininin; basta osteoporoz, dis ve dis eti hastaliklar1 olmak itizere [12-16],
kanser, diyabet, tiiberkiiloz ve oksidatif stres tizerine etkileri arastirilmistir [17-22]. Ayrica
D vitamini beyin gelisimini de etkiler [23-26]. D vitamininin beyin igerisinde ki reseptor
gelisimini tegvik ettigi belirlenmistir. Bu sonu¢ D vitamininin proteinler iizerine etkisini

gostermektedir [27].



Sikga tiikettigimiz sebze ve meyvelerde bulunan fitokimyasallar, vitaminler ve
mineraller reaktif oksidan tiirlerinin yakalanmasinin yan1 sira detoksifiye edici enzimlerin
aktivasyonu, immiin sistemin uyarilmasi, hiicre ¢ogalmasi ve apoptozuna iliskin gen
ekspresyonunu, hormon metabolizmasi ve antibakteriyal ve antiviral etkileri diizenleyerek
de etkili olur [28,29].

Scorzonera cinsi (Asteraceae) esas olarak Asya ve Avrupa’nin kurak bolgelerinde
yayilis gosterir. Baz1 Scorzonera tiirleri baharat olarak kullanildig: gibi Asya ve Avrupa’da
sebze olarak da tiiketilmektedir [30]. Ozellikle Scorzonera austriaca Willd. Tibet’in
geleneksel halk tedavi yontemlerinde dnemli bir yer tutmaktadir. Bu bitki; halk arasinda
ates, kan ¢ibani, yangi ve meme iltihab1 gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir
[31].

Asteraceae familyas1 lyelerinin karekteristik bilesigi olarak seskiterpen lakton
bilinmektedir. Bu bilesigin antimikrobiyal, antitiiméoral, sitotoksik ve antiinflamatuar
etkilere sahip oldugu ve ayrica merkezi sinir sistemi ve kardiyovaskiiler hastaliklar iizerine
de etkileri bilinmektedir [32,33].

Scorzonera tomentosa’nin toprak Ustii kisimlarindan triterpen yapisinda lupeol,
lupeol asetat ve a-amirin izole edilmistir [34]. Ayrica S. columnae L. bitkisinden de lupeol
elde edilmistir [35].

Scorzonera hispanica doku kiiltiiriinden bir seskiterpen glikozit izole edilip yapisi 6,
9 — dihidroksi — 4, 10, 14, 15 — tetradihidrogayan - 6, 12 - olit 9 — 10 — § — D-lukopiranozit
(skorzonerozit) olarak agiklanmustir [36].

S. hispanica’dan skorzonerozit, bisabolan tiirevi puligluton, skorzonerozitin 11,13
dehidro tiirevi olan ikserizozit D ve 3-O-anjeloil-11p, 13-dihidrodesasil siyanaropikrin-8-
B-D-glukozit izole edilmistir [37].

Havada kurutulan ve toprak fistii parcalari ekstrakte edilen Scorzonera
veratrifolia’dan scorzoveratrin ve scorzoveratrozit adi verilen iki yeni 3-benzil ftalat izole
edilmistir [38].

S. latifolia’nin kok kismi metanolde ekstrakte edilip, analjezik aktivitelerini deney
hayvanlar1 iizerinde test edilmistir. Bu amacgla hayvanlara asetik asitle indiiklenen
kivranma ve kuyruk kaldirma testleri uygulanmis, ¢alisma sonucunda S. latifolia’nin iyi bir

analjezik oldugu tespit edilmistir [39].



Scorzonera undulata’nin ugucu yag bilesenleri analiz edilerek, antimikrobiyal
aktivitesi arastirllmistir. Gram pozitif ve gram negatif bakterilerin gelismelerini farkli
oranlarda engelledigi belirlenmistir [40].

Tiirkiye i¢in endemik olan Scorzonera sandrasica’in kimyasal kompozisyonunu ve
multirezistan Stenotrophomonas maltophilia iizerine antimikrobiyal etkisi farkli ¢zgenler
kullanilarak arastirilmigtir.  Etanol ve kloroform ekstraktlariin yiiksek diizeyde etkili
oldugunu bulunmustur [41].

Scorzonera radiata’nin toprak dstii kisimlarimi ekstrakte ederek kromatografik
analizler sonucu bes yeni dihidrostilben bilesigi izole edilmistir. Bu bilesiklerin
antioksidan kapasitesi DPPH serbest radikali kullanilarak belirlenmistir [42].

Scorzonera divaricata ve Scorzonera pseudodivaricata’in toprak istii kisimlarinin
kromatografik metotlar ile incelenmesinde iki yeni kuinik asit tiirevi olan
feruloylpodospermic asit A ve B’yi elde edilmistir. Bu bilesiklerin antioksidan kapasitesi
DPPH analizi ile belirlenmis ve sonu¢ olarak yiiksek antioksidan o6zellik gosterdikleri
saptanmustir [43].

Scorzonera mollis aseton, etil asetat, kloroform, etanol, metanol, dimetilstilfoksit ve
TWEEN+su karisimi  ile ekstrakte edilip antimikrobiyal aktivitesi ¢alisilmistir.
Ekstraktlarin kullanilan bakterilere karsi belirgin antimikrobiyal aktivite gosterdigi rapor
edilmistir [44].

Yapilan bir ¢alismada 46 farkli familyaya ait 127 bitki toplanmis ve bu bitkilerin;
serbest radikal temizleme aktivitesi (DPPH), hipoklorik asit ile indiiklenen oksihemoglobin
Olctimii (OxyHb), fare beyin dokusu iizerinde lipid peroksidasyon analizi (MDA) ve
hidrojen peroksit ile indiiklenen DNA hasar1 (COMET) analizleri ile antioksidan diizeyleri
belirlenmistir. Scorzonera cretica DPPH ve OxyHb analizlerinde orta diizey, MDA
analizinde yiiksek diizey etki gosterirken COMET analizinde ise etki belirlenmedigi rapor
edilmistir [45].

Calismamizda, Scorzonera cinsine ait S. latifolia, S. suberosa, S. laciniata’nin
fitokimyasal igerigi ile vitamin degerleri analiz edildi. Bu tiirlerin antiradikal, prooksidan
ve antioksidan kapasiteleri yapilan in vitro deneyler ile gosterildi. Ayrica bu tiirlerin
patojen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkileri belirlendi. Bulunan sonuclar
dogrultusunda bu tiirlerin besin degerlerinin ortaya konulmasi amaclandi. Cilinkii son
yillardaki bilimsel g¢aligmalar, diyet yolu ile alinan bitkisel kaynakli antioksidanlarin

serbest radikallerin neden oldugu hastalik etmenlerini ortadan kaldirdigin1 géstermektedir.



Bu dogrultuda, bitkilerin sekonder metabolit bilesenlerinin belirlenmesiyle bitkilerin tibbi

Ozelliklerinin ortaya ¢ikartilmasi insan sagligi agisindan 6nemlidir.

1.1. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Serbest Radikaller

Terim olarak ‘Reaktif Oksijen Tiirleri’ (ROS), serbest radikaller ve radikal olmayan
O, tiirevleri olarak bilinmektedir [46,47]. ROS organizmada; hipertansiyon, ateroskleroz,
diyabet, kalp hipertrofisi, kalp yetersizligi, iskemi-reperfiizyon hasar1 ve inme gibi olduk¢a
onemli hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda rol oynamaktadir [47].

Serbest radikaller, dis orbitalinde bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron igeren
atom veya molekiil olarak tanimlanir ve olduk¢a reaktif molekiillerdir. Yar1 dmiirleri ¢ok
kisadir. Serbest radikaller normal metabolik olaylar sirasinda olusabilecekleri gibi ¢ok
cesitli dis etkenlere bagl olarak da olusabilirler (Sekil 1). Serbest radikallerin en 6nemlileri
oksijen ve azot kaynakli olanlaridir [46,48-50].
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Sekil 1. Baslica reaktif oksijen tiirleri, bunlarin potansiyel kokenleri ve detoksifikasyon yollari [46].

Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin en fazla meydana geldigi yer
mitokondrilerdir [46,51].

Serbest radikaller pozitif yiikli, negatif yiikli veya elektriksel olarak notr
olabildikleri gibi, organik veya inorganik molekiil seklinde de olabilirler. iki serbest

radikalin birbiri ile reaksiyona girmesi sonucu radikal olmayan bir bilesik ortaya ¢ikar ve
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her iki serbest radikal ortadan kalkar. Bir serbest radikal, radikal olmayan bir yapiyla
reaksiyona girince baska bir serbest radikal olusturur. Bu 6zellik serbest radikallerin zincir

reaksiyonlar1 olusturabilmelerini saglar [49].
1.2. Serbest Radikal Olusumu

Canli sistemde olusan radikallerin en 6nemli tiirleri oksijen kaynakli radikallerdir
[52]. Molekiiler oksijenin (O2) son yoriingesinde iki ¢iftlesmemis elektronu bulunur ve
kendiside bir radikaldir. Her iki atom denge halinde oldugundan bu oksijen molekiiliiniin
reaktif bir 6zelligi yoktur. Bu 6zelliginden dolay1 oksijen, diger serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girer. Radikal olmayan maddelerle ise daha yavas reaksiyona girer. Oksijen en
son suya indirgenir. Mitokondriyal elektron transport zinciri tarafindan gergeklestirilen bu
stirecte, %1-2 oraninda molekiiler oksijen kacagi meydana gelir. Bu oksijenin rediiksiyonu
ile siiperoksit radikali (+O, ) , hidrojen peroksid (H,O) ve hidroksil radikali (OH") gibi
reaktif {rlinler aciga c¢ikar. Bu radikal tiirleri oksijenin toksik etkisinin ger¢ek nedenini
olusturur [50,53].

Molekiiler oksijenin elektron kaybetmesiyle olusan diger bilesik ve radikal yapilari
asagida belirtildigi gibidir.

o _ -
Oy — Oy —Eh- Hng—ah H:(} + {):

1.2.1. Siiperoksit Radikali

Fizyolojik sartlarda aerobik hiicrelerde olusan en onemli serbest radikal siiperoksit
radikalidir [51,54]. Solunum zincir reaksiyonlarinda enzimlerin elektron transferi siiresince
molekiiler oksijene bir elektronun kagmasi siiperoksit radikalini olusturur ve bu radikalin
biiyiik kism1 mitokondri kaynaklidir [55]. Bu olusum diyabet gibi yiikseltilmis glikoz ve
hiperoksinin bulundugu sartlar altinda yiikselir. Normal sartlarda, kullanilan oksijenin
%?2’si mitokondride suya kadar indirgenemez ve siiperoksit radikali olusur. Ayrica
stiperoksit radikali, nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADP) oksidaz, sitokrom P450

ve ksantin oksidaz gibi enzimler araciligiyla da olusur [46,56].



Stiperoksit radikali, metal iyonlarin1 indirgeyerek bagli oldugu proteinlerden
saliigina neden olabilir. Ornegin; siiperoksit anyon radikali ferritinden demiri serbest
birakir, Fe™"ii Fe"®’ye indirger ve Fenton reaksiyonunu hizlandirir [57,58].

Biyolojik sistemlerde siiperoksit radikali kisa siireli bulunur. Bu radikal siiperoksit
dismutaz (SOD) araciligi ile hidrojen perokside doniistiiriiliir (Sekil 2). Siiperoksit
dismutazin memelilerde 3 izoformu vardir; Cu-Zn SOD (SOD1), mitokondrial SOD (Mn
SOD, SOD2) ve ekstraseliiler SOD (ecSOD, SOD3) [47]. Siiperoksit radikaline gore
hidrojen peroksit daha kararli yapidadir ve biyolojik sistemde detoksifikasyonu daha azdir
[46,47].

o SOD
Dgl + D:r + 2H —— = Hzﬂj + Dj

1.2.2. Hidrojen Peroksit

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii iki hidrojen
atomu ile birleserek hidrojen peroksidi meydana getirir. Hidrojen peroksit biyolojik
membranlardan kolayca gegebilen uzun 6miirlii bir oksidandir [47,49].

Hidrojen peroksit, bir serbest radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer
ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Hidrojen peroksit gecis metalleri
(6r: Fe ve Cu), ozon ve UV-isinlar ile aktive olabilir ve sonu¢ olarak daha zararli olan
hidroksil radikaline dontisebilir [59,60]. Hidrojen peroksit katalaz ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) tarafinda su ve molekiiler oksijene doniistiiriiliir [46,60].

KAT
2H,03 ———»= 2H,O + O,
GSH-Px
H,0, + 2GSH ——» GSSG + H,0

GSH-Px
ROOH + 2 GSH ———®» GSSG + ROH + H,0

1.2.3. Hidroksil Radikali

Reaktif oksijen tiirleri igerisinde en reaktif ve en toksik etkili olani hidroksil

radikalidir. Hidroksil radikalinin in vivo yarilanma émrii 10®° s’dir. Bu radikal yakin



cevresindeki herhangi bir biyomolekiil ile tepkimeye girerek 6nemli hasarlar ortaya ¢ikartir
[61,62].

Hidroksil radikali ¢esitli tepkimeler sonucu meydana gelebilir. Bunlardan en 6nemli
tepkime grubu, hidrojen peroksidin gecis metal iyonlarinin indirgenmis formlar1 ile

tepkimesi sonucu olusur [58].

Cu” + Hy0y ————— = Cu?' + OH'+ OH"
Fe*” + H,0,———» Fe'" + OH + OH~
Ti*" + H,0, — Ti*" + OH + OH~

Co”™ + HyO,——— (o’ + OH'+ OH™
Hidrojen peroksit ile Fe*? iyonunun tepkimesi sonrasinda hidroksil radikalinin

olusturdugunu ilk defa 1894 yilinda Fenton goézlemlemistir ve bu tepkime Fenton

Reaksiyonu olarak bilinmektedir [58].

p NN

Fe*~ + Hy0, —— = Fe'™ + OH'+ OH~
Hidroksil radikali, hidrojen peroksitin siiperoksit radikali ile reaksiyonu sonucu

meydana gelir ve bu tepkimeye Haber-Weiss reaksiyonu ad1 verilir [58].
0, + H,0, + H ——— = 0, + H,0 + OH’
Suyun yiiksek enerjili iyonize radyasyona maruz kalmasi sonucunda da hidroksil

radikali olusur [58].

X 1s1m
Hy0) ———— = H'+ OH’

Ayrica hidrojen peroksitin UV 1s181ina maruz kalmasi nedeniyle, hidrojen peroksitteki
O-0 bagimnin homolitik ayrilmasi sonucu Hidroksil radikali olusur [58].

+LY
H-0y ——— = 2 OH"°

Hidroksil radikalinin- meydana gelebilmesi icin siiperoksit radikali ve hidrojen
peroksit gereklidir. Bu radikaller siiperoksit dismutaz, katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz sistemiyle uzaklagtirilir. Bu antioksidan molekiillerin aktivitesi sonucu
fizyolojik sartlarda fazla miktarlarda hidroksil radikali olusamaz [63-65]. Hidroksil
radikali, niikleer ve mitokondriyal DNA, membran lipitleri ve karbonhidratlar1 gibi,

hiicrenin makro molekiilleri lizerine yikici etki yapmamaktadir [49].



1.3. Antioksidan Defans Sistemi

Aerobik solunum ve cevresel faktorlerin etkileri sonucu meydana gelen reaktif
oksijen tiirleri hiicre i¢i sentezlenen veya disaridan alinan enzimatik veya non-enzimatik
molekiillerce etkisiz hale getirilir (Sekil 2) [66].

Kiiciik miktarlarda olsa dahi hidroksil radikali, sliperoksit anyon radikali ve hidrojen
peroksit gibi reaktif oksijen tiirleri siirekli olarak aerobik organizmalarda i¢ ve dis uyarilara
tepki olarak meydana gelir [66].

Diisiik diizeyde reaktif oksijen tiirleri; hiicre i¢i haberlesme basta olmak iizere, hiicre
biiyiimesi, hiicre farklilasmasi, apoptozis, immiin yanit ve mikroorganizmalara direng gibi
birgok biyokimyasal siireci etkilemektedir [67,68]. Bunun aksine yiiksek diizeydeki reaktif
oksijen tiirleri oksidatif strese neden olur ve organizmadaki makro molekiiller iizerinde
ciddi hasarlar meydana getirir [69,70].

Dogal antioksidanlar, diisiik dansiteli lipoproteinler (LDLs) ve plazma hiicrelerini
oksidasyona karsit korur. Aerobik organizmalarda lipid peroksidasyonunun Onlenmesi
onemli bir siiregtir. Lipid peroksidasyon iiriinleri DNA hasarina yol acabilecegi gibi,
Na'/K® ATPaz ve glutamat transport proteinlerini de inhibe edebilir [71]. Lipid
peroksidasyon artis1 ve antioksidan defans sisteminin yetersizligi sonucu, hiicrede ki DNA,
RNA ve proteinler gibi niikleofilik merkezlerde bulunan kovalent baglar zarar goriir [72].
S6z konusu boyle bir epoksit tepki sonrast; sitotoksisite, alerji, mutajenite veya kanserojen
sonugclar ortaya ¢ikar [66].

Lipid peroksidasyonu tiyobarbitiirik asit (TBA) reaktif maddeler yontemi tarafindan
degerlendirilir. Bu yontem lipid oksidasyonu sonucu olusan malondialdehit (MDA)
miktarini belirlemede kullanilir [66,73].

Enzimatik ve non-enzimatik antioksidan savunma; siiperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz, katalaz, askorbik asit (Vitamin C), a-Tokoferol (Vitamin E), glutatyon (GSH),
[-karoten ve vitamin A olmak iizere birgok biyomolekiil tarafindan gergeklestirilir [74-77].
Organizmanin sagligr ve hiicre ici faaliyetlerin siirekliligi acisindan bu antioksidanlar

arasinda hiicre i¢i bir denge s6z konusudur [78-81].
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Sekil 2. Reaktif oksijen tiirleri ve aktif oksijen hasarina kargi savunma mekanizmalarinin olusturulmasi [66].

1.4. Serbest Radikallerin Biyomolekiiller Uzerine Etkileri

1.4.1. Proteinler

Doymamuis bag ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi yliksek
oldugu icin triptofan, tirozin, fenilalanin histidin, metionin, sistein gibi aminoasitleri i¢eren
proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Glutatyon rediiktaz ve gliseraldehid
3 fosfat dehidrogenaz gibi reaktiviteleri i¢in bu aminoasitlere bagimli olan enzimler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenerek inhibe edilirler [82].

Proteinlerin serbest radikal hasarindan ne derece etkilenecegi aminoasit
kompozisyonlarina baglidir. Proteinin hiicresel lokalizasyonuna ve radikalin toksisite

giiciine gore protein hasarmin boyutlart degisebilir [82].



1.4.2. Nukleik Asitler ve DNA

Radyasyonla hiicre i¢inde enerji depolanmasi sonucu iyonlar, serbest radikaller ve
aktif molekiiller meydana gelir. Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller,
DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve 6liime yol acarlar. Sitotoksisite, bilylik oranda,
ya niikleik asit baz modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine ya da
DNA’daki diger bozukluklara baghdir. Normal metabolizma sirasinda, hiperoksia ve
cevresel faktorler ornegin fotokimyasal hava kirliligi etkisiyle agiga ¢ikmis olan serbest
radikallerin yol actig1 hiicre Oliimiine ve mutasyonlara DNA’nin katildigi da ileri

stirilmektedir [82].

1.4.3. Membran Lipidleri

Membran kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle
reaksiyona girerek peroksidasyon olustururlar. Lipid peroksidasyonu organizmada olusan
kuvvetli yiikseltgen bir radikalin membran yapisinda bulunan poliansature yag asidi
zincirindeki metilen gruplarindan bir H atomu uzaklastirilmasi ile baglamaktadir. Biyolojik
sistemlerde bu radikalin siiperoksit radikali ile hidroksil radikali oldugu kabul
edilmektedir. Siiperoksit radikali de hidroksil radikaline doniiserek etkili olmaktadir.
Benzer sekilde hidrojen peroksidin de hidroksil radikaline doniistiigii bilinmektedir. Bu
nedenle lipid peroksidasyonunu baslatan baslica radikalin hidroksil radikali oldugu goriisii
benimsenmektedir [82].

Serbest radikal etkisiyle yag asidi zincirinden bir H atomunun uzaklastirilmasi
sonucu, zincir radikal niteligini kazanmaktadir. Boylece olusan lipid radikali (L)
dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugramaktadir. Ozellikle molekiil igi ¢ift bag
aktarilmasiyla dien konjugatlar1 ve daha sonra lipid radikalinin molekiiler oksijenle
etkilesmesi sonucu lipid peroksit radikali meydana gelir. Bu lipid peroksit radikalleri, zar
yapisindaki diger poliansature yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumunu
saglamakta, kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarmi alarak lipid peroksitlerine
(LOOH) doniismektedir. Boylece olay kendi kendine katalizlenerek yiirimektedir [82].

Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehid ve diger karbonil bilesiklere
donligmesiyle sona ermektedir. Bu bilesiklerden biri olan manolindialdehit miktari

tiobarbiitirik asit reaksiyonlartyla dlgiilmekte ve bu yontem lipid peroksit diizeylerinin
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saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Ayrica, olusan ara bilesiklerinden dien
konjugatlariyla lipid hidroperoksitlerinin ve son iiriinlerden etan ve pentan gibi gazlarin
Olctimii de son yillarda lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir
[82].

Lipid peroksidasyonunun, membranin lipid yapisindaki degisiklikler nedeni ile
membran islevinin bozulmasi, olusan serbest radikallerin enzimler ve diger hiicre

elemanlarinin hasarina neden oldugu diisiiniilmektedir [82].
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Sekil 3. Linoleik asitin hidroksil radikali ile reaksiyonu ve sekonder iiriinlerden aldehit gruplarinin olugsmasi.

1.4.4. Sitozolik Molekiiller

Sitozol proteinleri, sitoplazmik serbest radikallerden etkilenerek degisime ugrarlar.
Hemoproteinler, 6rnegin oksihemoglobin, siiperoksit radikallerinin ya da hidrojen

peroksidin demirle reaksiyonu sonucu methemoglobine doniisiir [82].

O + Hb-Fe™ - Oy——=Hb-Fe™ + H,0, + O,

H,0, = 2Hb-Fe™ -0y ——m 2 Hb-Fe™ + 2H,0 + O,
Hemoproteinlerin genis bir spektrumu oksijen tiirevi serbest radikaller tarafindan

tahrip edilebilir [82].
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1.5. Polifenoller ve insan Diyeti

Polifenoller diyetle alinan en biiyiik antioksidan gruptur. Polifenoller 1g/giin miktar
ile fitokimyasallar i¢erisinde bilinen diger gruplardan daha yiiksek konsantrasyonda alinir.
Bu miktar C vitamini aliniminin ~10 kati, E vitamini ve karotenoid alimindan 100 kat daha
fazladir [83-85]. Meyve ve meyve sulari, ¢ay, kahve ve kirmizi sarap gibi bitkisel {irlinler
polifenol konsantrasyonu agisindan zengindir. Ayrica sebze, hububat, ¢ikolata ve kuru
baklagiller polifenol aliniminda katkida bulunan besin gruplaridir [83,86]. Ornegin elma;
flavanol monomerler veya oligomerler, klorojenik asit ve diger hidroksisinamik asitler,
cesitli quercetin glikozitleri, 2 glikozit floretin ve antosiyaninler gibi oldukc¢a genis
polifenol gruplarini igeren nadir gidalara bir 6rnektir [87,88].

Diger yandan bir¢ok bitkinin polifenol konsantrasyonu ¢ok az bilinmektedir. Ayrica
bitkilerin polifenol igerigini; hasat, gevresel faktorler ve depolama sekli gibi pek ¢ok faktor
dogrudan veya dolayli olarak etkiler [86].

Iklim (giines 15181, yagis) gibi cevresel faktorler veya agromik (farkli kiiltiir tiiri,
aga¢ basina meyve verimi v.b) faktorler polifenol igerigin belirlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Ozellikle, 15132 maruz kalma flavonoidler iizerinde onemli bir etkiye
sahiptir. Uriinlerin olgunluk derecesi polifenollerin cesitliligini ve konsantrasyonunu
etkiler. Genellikle olgunlagma siirecinde antosiyaninlerin miktarinda artis goriliirken
fenolik asit konsantrasyonunda azalma goriiliir [86,89].

Gidalarin polifenol igerigi yemek hazirlama yontemlerinden de etkilenir. Bu
maddeler meyve ve sebzelerin genelde dis kabuklarinda konsantre olmuslardir ve kabuk
kisimlarinin soyularak atilmasi diyet yoluyla alinan polifenol miktarin1 etkilemektedir.
Pisirme polifenol konsantrosyonunu etkileyen diger bir siirectir. Ornegin sogan ve
domatesin kuarsetin igeriginde; 15 dakika kaynatildiktan sonra %75, kizartildiktan sonra
%65 ve mikrodalga firinda pisirildikten sonra %30 azalma goriiliir. Patates yaklasik 190
mg/kg oraninda klorojenik asit igerebilir [90]. Fakat bu oran kizartma siirecinde diger

fenolik igerikler gibi eser miktarlara diiser [91].
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1.6. Polifenoller ve insan Saghg

Bitkilerin genis yayilis alanlarina karsin diyet polifenollerinin insan saglig iizerine
etkileri yakin tarihe kadar bilinmiyordu. 1990’larin ortalarima kadar en ¢ok calisilan
antioksidanlar vitaminler, karotenoidler ve minerallerdi. Flavonoidler ve polifenollerin
antioksidan yapilar1 ve saglik {izerine etkileri konulu aragtirmalar 1995 yilindan sonra
basladir (Sekil 4). Bu gecikmenin baglica nedeni polifenollerin karmasik kimyasal yapilari

ve onemli derecede cesitlilik gostermesidir [83].

40
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Sekil 4. Cesitli antioksidan kaynaklari ile ilgili son 30 yildaki yayinlarin artis1 [83].

Polifenoller igerisindeki fenolik gruplar, serbest radikallere bir elektron vererek
nispeten istikrarli fenoksil radikal gruplarini olusturur. Bdylece oksidasyon siirecini
yavaslatir ve hatta durdurur [91,92].

Epidemiyolojik calismalar; polifenollerce zengin gida tiiketiminin, kronik hastalik
olusma riskini diigtirdiigiinii gosterir. Polifenoller basta kardiyovaskiiler hastaliklar [93-95]
olmak iizere kanser [96,97] ve osteoporozun dnlenmesinde, nérodejeneratif hastaliklar [98-
101] ile diyabetin engellenmesinde [102-105] 6nemli rol oynar.

Polifenoller acisindan zengin gidalarin tiiketilmesi, plazma antioksidan diizeyini
onemli Olglide arttirabilir. Antioksidan seviyesinin artis1 lenfosit DNA’s1 {izerine olusan

oksidatif hasar1 azaltir. Antioksidan olarak polifenoller, oksidatif hasara karsi hiicre
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bilesenlerini korur ve oksidatif stres ile iliski dejeneratif hastaliklarin riskini sinirlamada

rol oynar [92].
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Kimyasal Maddeler ve Organik Coziiciiler

Oleik asit (18:1, n 9), linoleik asit (18:2, n 6), linolenik asit (18:3, n 3), TWEEN 20,
Tris-Base ve hidroklorik, kuarsetin, mirisetin, resveratrol, katesin, naringin, naringenin,
kamferol, metanol, asetonitril, n-hekzan, n-heptan, izopropanol, aseton, demir kloriirii
(FeCl,), hidrojen peroksit (H20,), KH2PO4, Na;HPO,4, butilhidroksitoluen (BHT), n-
Butanol, malt ekstrakt buyyon (MEB), potasyum kloriir, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil,
(DPPH), dimetil siilfoksid (DMSO), 2-thiobarbiturik asit (TBA), etil alkol, sodyum klortir,
potasyum bikarbonat, yag asidi metil esteri (doymus ve doymamis tiirleri), kolesterol, a-
tokoferol, o-tokoferol asetat, vitamin standartlari, fitosterol standartlari, siilfirik asit,
hidroklorik asit, fosfat tamponu, EDTA, glutatyon (GSH), sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), seker analizi standartlari, Tris-EDTA-
Asetikasit tamponu (TEA), Tris-EDTA tamponu, trikloroasetik asit (TCA), 5,5 ditiyobis 2-
nitrobenzoik asit (DTNB), fosfothungustik asit (PHA), sodyum sitrat, bakir siilfat
(CuS04.5H,0), sodyum potasyum tartarat, sodyum hidroksil, sodyum karbonat, folin,
albumin, metafosforik asit (MPA).

2.2. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Doéner buharlastirict (rotavapor), homojenizator, gaz kromatogafi, HPLC cihaz, etiiv,
UV spektrofotometre, vorteks, hassas terazi, otomatik pipetler, santrifiij, sonikasyon, derin

dondurucu.

2.3. Bitki Materyali

Caligmada kullanilan bitki 6rnekleri 2010 yaz aylarinda Elaz1g ilinden toplandi. Bitki
tirlerinden Scorzonera latifolia Baskil ilgesinde, Scorzonera laciniata Harput-Buzluk
Magaras1 mevkiinde, Scorzonera suberosa ise Firat Universitesi Kampiis yerleskesinde
toplandi. Bitki ornekleri steril posetler i¢ine konularak analizleri yapilincaya kadar derin

dondurucuda muhafaza edildi.
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2.4. Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Calismada Scorzonera latifolia ve Scorzonera laciniata’nin yaprak kisimlari ile
Scorzonera suberosa’nin hem yaprak hem de yumru kok kismi kullanildi. Bitki 6rnekleri
icin 1/5 (g/ml) oraninda metanol ekstrakti hazirlandi. Ekstraktlar, bitki gruplarinin ¢6ziicii
icerisinde parcalanmasiyla elde edildi. Blenderde pargalama isleminden sonra biitiin
gruplar santriftij edildi (5000 rpm, +4 °C). Santrifiij sonunda elde edilen supernatantdan
rotovapor kullanilarak ¢oziicli ortamdan uzaklastirildi. Kalan bitki ekstraktt 50 ml DMSO
ile ¢oziilerek stok ¢ozeltiler elde edildi. Kullanilmaya hazir hale getirilen ekstraktlar -20 °C

de muhafaza edildi.

2.5. Resveratrol ve Flavonoid Iceriginin Belirlenmesi

Flavonoidlerin kromatografik analizi i¢in 5 pm i¢ ¢apinda PREVAIL C18 (15x4.6
mm) ters-faz kolon kullanildi. Mobil faz olarak %1 asetik asit iceren metanol/su/asetonitril
(46/46/8, v/v/v) karisimi kullanildi [106]. Bu mobil faz 0,45 pm membran filtresi i¢inden
gecirilerek siiziildii ve daha sonra kullanilmadan 6nce ultrasonikasyon cihazinda havasi
alindi. Katesin ve naringin i¢in 280 nm, rutin, mirisetin, morin ve kuarsetin i¢in 254 nm,
resveratrol i¢in 306 nm ve kamferol i¢in 265 nm dalga boyu kullanilarak RHPLC ayrimin
takiben DAD tarafindan bu flavonoidlerin 6l¢iimii yapildi. Akis hizi1 1 ml/dk ve enjeksiyon
degeri 10 pl olarak ayarlandi. Analizlerin kromatogafik pikleri reaksiyon siirelerinin
karsilastirilmasi ve standart referanslarinin UV spektrumlari ile dogrulandi. Miktar 6l¢tiimi
standart metot kullanimiyla pikin birlestirme yoluyla gergeklestirildi. Tiim kromatogafik

islemler 25 °C’de yapild1.

2.6. Seker Analizi

Toplanan bitki 6rnekleri 1:1 (g/ml) oraninda blender igine alinarak distile su ile
homojenize edildi. Daha sonra siizge¢ kagidi ile siiziilerek pellet ile sivi kisim ayrildi. Bu
islemden sonra, toplam filtratin hacmi belirlenerek RI dedektoriiniin bagh oldugu HPLC
cihazi ile analiz edildi. Analizde mobil faz olarak asetonitril+su (%75/%25; v/v) karisimi
kullanildi. Analiz i¢in Shim-Pack HRC NH2 (150X4.6 mm, 5 p.) kolon kullanildi.
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2.7. Fitosterollerin ve ADEK Vitaminlerinin Ekstraksiyonu ve Analizi

Bitkisel oOrnekler tartilip 3/2 (v/v) oraninda hekzan/izopropil alkol karigimi ile
homojenize edildi ve %S5’lik KOH ile 85 °C’de hidrolizden sonra, fitosterollerin
ekstraksiyonu n-heptan ile yapildi. Fitosterol igerigi UV dedektor kullanilarak HPLC

cihazi ile analiz edildi.

2.8. Serbest Radikal (DPPH) Giderme Aktivitesi

DPPH serbest radikal temizleme aktivitesi, Brand-Williams ve ark. [107] tarafindan
belirtilen metoda gore yapildi. Serbest radikal olarak 25 mg/l DPPH metanolde hazirlandi.
Deney tiiplerine sirasiyla 10, 25, 50, 100 pg/ul bitki ekstraklar1 ve DPPH ¢6zeltisinden 3,9
ml ilave edildi. Karisimlar, oda sicakliginda karanlik bir ortamda 30 dakika inkiibasyona
birakildi ve inkiibasyon sonunda absorbanslart 517 nm’de blanka kars1 spektrofotometrede
okundu [108].

Azalan absorbans, geriye kalan DPPH miktar1 serbest radikal giderme aktivitesi
olarak belirlendi. Sonuglar asagidaki formiile gore hesaplandi:

% = [(Kontrolags - Ornekags) / Kontrolags)] x 100

O,N
NE NO OoN
e e alen.
NO, N NO,
NO,,

DPPH*® Radikali

Metanol va da etanol de coziindiigii |
Zaman pemnbe renk olusur

Antioksidanlar tarafindan nitralize
edildigi zaman pembe rennk acin-

Sekil 5. DPPH serbest radikalinin kimyasal yapisi.

2.9. In vitro Ortamda Antioksidan ve Antiradikal Aktivitenin Belirlenmesi

Bitki ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri Ronald’nin [109] belirttigi literatiire gore
baz1 modifikasyonlar yapilarak belirlendi. Bu amagla; pH’s1 7.4 olan 0.05 M TRIS-
HCI/0.15 M KCI ve %0.2 TWEEN 20 iceren tampon (TH) ¢ozeltisi ile 1 mM FeCl, ve 3
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uM H,0O; giinliik olarak hazirlandi. Ayrica yag asidi olarak linoleik asit karigimindan
(%60-74 18:2; n-6 + %18-32 18:1; n-9) 8 ml alimarak 20 ml DMSO’da ¢6ziindii ve
asagidaki deney gruplar1 hazirlandi.

Kontrol grubu: 5 ml TH, 0.3 ml yag asidi karigima,

FR grubu: 5 ml TH, 1 ml FeCl,, 1 ml H,0,, 0.3 ml yag asidi karigimu,

Bitki gruplari: 5 ml TH, 1 ml FeCl,, 1 ml H,0,, 0.3 ml yag asidi karisimi, 1 ml bitki
ekstrakti (Scorzonera latifolia; LAT, Scorzonera laciniata; LAC Scorzonera suberosa
yaprak; SSY, Scorzonera suberosa kok; SSK) ilave edildi.

Bu gruplar hazirladiktan sonra, 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire
sonunda etiivden ¢ikarilarak oda sicakligina gelmesi saglandi ve gruplardaki drneklere %
4’lik BHT ilave edilerek daha ileri oksidasyonun olmasi engellendi. Daha sonra 6rnek

karisimlardan 1 ml alinarak lipid peroksidasyon diizeyi olgiildii.

2.9.1. In vitro Ortamda Lipid Peroksidasyon (LPO) Ol¢iimii

LPO ol¢iimii i¢in; 1 ml 6rneklerden alindiktan sonra iizerine % 0,6’lik 1 ml TBA
cozeltisi, %20’lik 1 ml TCA ¢dzeltisi, 1 ml %4’lik HCI ile 1 ml distile su ilave edildi ve
vortekslendi. Daha sonra 95 °C’de 60 dakika inkiibasyona birakildi ve reaksiyon sonucu
olusan pembe renk 3 ml n-biitanol ile ekstrakte edildi. Ornekler santrifiij edildi ve santrifiij
sonunda elde edilen supernatant kismin yogunlugu blanka kars1 532 nm dalga boyunda
spektrofotometre okundu. Standart olarak 1,1,3,3-Tetraethoxypropane (TEP) kullanildi ve
okunan degerler kalibrasyon egrisine gore hesaplandi (Sekil 6). Sonuglar nmol/ul olarak

verildi.
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Sekil 6. MDA kalibrasyon egrisi.
2.9.2. In vitro Ortamda Yag Asidi Miktarmin Belirlenmesi

LPO miktarinin dl¢iimii disinda kalan reaksiyon karigimi {izerine % 2’lik metanolik
H,SO4 (v/v) konularak vortekslendi ve 16 saat 55 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda, sogutulduktan sonra tizerine 5 ml %35°lik NaCl ilave edildi. Reaksiyon ortaminda
olusan yag asidi metil esterleri 5 ml n-hekzan ilave edildi [110]. Yag asidi metil esteri
karisimi %2’°lik KHCOj3 ile muamele edildikten sonra ¢oziiclisti uguruldu. Yag asidi metil
esteri karigimlari heptanda ¢oziinerek gaz kromatografisi cihazinda analizi yapildi.

Yag asidi metil esterleri gaz kromatografisi (SHIMADZU GC 17) ile analiz edildi.
Bu analiz i¢in 25 m uzunlugunda, 0,25 pum i¢ capinda ve Pernabontd 25 mikron film
kalinligima sahip Machery-Nagel (Almanya) kapiller kolon kullanildi. Analiz sirasinda
kolon sicaklig1 120-220 °C, enjeksiyon sicakligi 240 °C ve dedektor sicakligi 280 °C olarak
tutuldu ve kolon sicaklik programi 120 °C’den 220 °C’ye kadar ayarlandi. Sicaklik artigi
200 °C’ye kadar +5 °C/dk ve 200 °C’den 220 °C’ye kadar +4 °C/dk olarak belirlendi.
Tas1yic1 gaz olarak azot gazi kullanildi. Analiz sirasinda, standart yag asidi metil esterleri
enjekte edilerek, her bir yag asidinin alikonma stireleri belirlendi. Daha sonra 6rneklere ait
yag asidi metil esterlerinin analizi yapildi. Yag asitlerinin miktar1 Class GC 10 paket

programi kullanilarak belirlendi. Sonuglar pg/ml olarak ifade edildi.
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2.10. Anaerobik Kiiltir Ortaminda Antioksidan ve Antiradikal Aktivitenin

Belirlenmesi

Bu amagla; oOncelikle deneyde kullanilacak olan Debaryomyces hansenii,
Kluveromyces lactis COWAN 1’nin gelisimi ve ¢ogalmasi i¢in Malt Ekstrakt Buyyon
(MEB) (17g/1) hazirlandi. Besiyeri ortami hazirlandiktan sonra asagidaki gruplar
olusturuldu.

Kontrol 1 (Kontrol) : Sadece MEB besiyeri ortami ve ekimi yapilan maya ilave
edildi.

Kontrol 2 (P) : MEB besiyeri, ekimi yapilan maya ve bitki ekstrakti ilave edildi.

FR: MEB besiyeri ortami, ekimi yapilan maya ve inkiibasyonun 24. saatinde
FeCly+H,0, ilave edildi.

Bitki ekstrakti ile FR: MEB besiyeri ortami, ekimi yapilan maya ve bitki ekstrakti
ilave edilerek inkiibasyona birakildi. Ayrica inkiibasyonun 24. saatinde bu gruba
FeCl,+H,0, ¢ozelti karisimi eklendi.

72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, gruplardaki orneklere %4’likk BHT ilave
edilerek daha ileri oksidasyon olmasi engellendi ve ornekler santrifiij edilerek hiicre
pelletinden ayrildi. Elde edilen pellet fosfat tamponu (pH 7.4) ile yikandi. Yikama
isleminden sonra kalan pellete 3 ml TEA (0.03 M Tris, 114 ul Asetik asit, 0.5 M EDTA)
tamponu ilave edildi ve 40 saniye sonikasyon yapildi. Sonikasyon igleminden sonra +4
°C’de 9000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilen 6rneklerin supernatant kisimlari glutatyon,
protein ve lipid peroksidasyonu miktarlarinin belirlenmesi amaciyla tiiplere alindi. Geriye
kalan pellet kismia ise hekzan/izopropanol eklenerek ortamdaki yag asidi miktarlar
belirlendi. Deney sonunda, antioksidan defans enzimlerinin belirlenmesi ve oksidasyon
sonucundaki degisimlerinin de gozlemlenmesi amaciyla elekrtoforez islemi de

gergeklestirildi.
2.10.1. Maya Hiicresinde Glutatyon Miktarimin Olciilmesi
Bu amacla elde edilen supernatanta 1 ml %10’luk TCA ilave edildi. Bu sekilde

proteinlerin ¢oktiiriilmesi saglandi. Karisim bu sekilde yaklasik 10 dakika oda sicakliginda

bekletildi ve bu siirenin sonunda 4500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek proteinlerin
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coktiiriilmesi saglandi. Proteinler ¢oktiiriildiikten sonra iist supernatant kisim baska bir
deney tiipiine alindi ve GSH miktarin1 6lgmek icin asagidaki islemler yapildi.

Supernatant kisim tizerine 0.3 M NayHPO, ¢ozeltisinden 2 ml ilave edildi ve 1 ml
150 uM DTNB c¢ozeltisi ilave edilerek karistirildi 5-10 sn sonra olusan sar1 renk oda
sicakliginda iyice stabil hale geldikten sonra 412 nm’de blanka kars1 okundu [111].

2.10.2. Glutatyon Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Omeklerdeki GSH miktar1 tayini, saf GSH standardindan (Merck) hazirlanan
kalibrasyon egrisine gore hesaplandi. Bunun i¢in; saf glutatyondan 10 ml i¢in 0.002 g

olacak sekilde hazirlandiktan sonra asagidaki sekilde gruplar olusturuldu:

S1— 20 pul GSH + 2 ml Na;HPO,+ 1 ml DTNB
S2— 40 pul GSH + 2 ml Na;HPO,+ 1 ml DTNB
S3— 60 ul GSH + 2 ml Na;HPO4+ 1 mI DTNB
S4— 80 ul GSH + 2 ml Na;HPO4+ 1 ml DTNB
S5— 100 ul GSH + 2 ml Na;HPO4+ 1 ml DTNB

Gruplar stabil hale geldikten sonra 412 nm’de blanka karsi okundu ve okunan

degerlere gore kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil 7). GSH miktart mg/g (GSH/pellet)

olarak belirlendi.
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Sekil 7. Glutatyon kalibrasyon egrisi.
2.10.3. Maya Hiicresinde Total Protein Miktarimin Olciilmesi

Maya hiicresinde proteinler % 10’luk TCA ile ¢oktiiriildiikten sonra elde edilen
pellete 1ml distile su ilave edilip vortekslendi. Ornekler santrifiij edildi ve olusan
supernatant alinarak total protein 6l¢iimiinde kullanildi.

Orneklerin total protein miktarlarinin 8lgiimii Lowry yontemine gore yapildi [112].
Bu amagla asagidaki ¢ozeltiler hazirlandi:

A= %1 (w/v) Bakir siilfat (CuSO4.5H,0) ¢ozeltisi

B= %2 (w/v) Sodyum potasyum tartarat

C=0.2 M Sodyum hidroksit

D= %4 (w/v) Sodyum karbonat

Hazirlanan soliisyonlardan 49 ml C reaktifi {izerine 49 ml D reaktifi ilave edildikten
sonra 1’er ml A ve B reaktifinden eklendi. Bu ¢6zeltilerin karisimindan hazirlanan reaktife
E soliisyonu adi verildi. Daha sonra protein ¢ozeltisinden deney tiipiine alind1 ve 6rnek
tizerine 4 ml E reaktifinden ilave edilip, karistirildi ve 10 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Bekleme siiresi sonunda 500 pl Folin (10 ml Folin-Ciocalteau reaktifi + 10 ml
saf su) karisiminda eklenerek 30 dakika oda sicakliginda bekletildi ve sonra 750 nm’de

balnka kars1 spekrofotometrede okundu.
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2.10.4. Protein Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Bu amacla saf haldeki albuminden 10 ml i¢in 0.003 g olacak sekilde hazirlandiktan

sonra standart gruplar1 asagidaki sekilde hazirlandi:
S1— 100 ul albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin
S2— 200 ul albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin
S3— 300 ul albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin
S4— 400 ul albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin
S5— 500 ul albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin

Gruplar 750 nm’de blanka kars1 okundu ve okunan degerlere gore kalibrasyon egrisi

olusturuldu (Sekil 8). Orneklerin protein miktarlari elde edilen bu kalibrasyon egrisindeki

denklem vasitasiyla hesaplandi.
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Sekil 8. Protein kalibrasyon egrisi.

2.10.5. Maya Kiiltiirii Lipid peroksidasyon Miktarimin Olciilmesi

Inkiibasyon sonrasinda TEA tamponu ile sonikasyon edilen hiicre peletleri +4 °C’de

9000 rpm 10 dakika siire ile santrifiij edildi. Elde edilen supernatantlardan 1 ml alindiktan

sonra lipid peroksidasyon miktari in vitro ortamda lipid peroksidasyon 6l¢iim basamaklari

aynen uygulanarak spektrofotometrede olgiildii [109].
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2.11. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Serbest ve serbest olmayan protein 6rnekleri Laemmli tarafindan belirtildigi sekilde
hazirlanan SDS-PAGE ile incelendi [113].

Jel olusturmak i¢in uygun bir pozisyonda tutturulan iki cam arasina yerlestirilmek
tizere 10 ml’lik ayirma jel soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan bu jel soliisyonu iyice
kanistirildi ve uygun bir otomatik pipet yardimiyla belirli kisimlardan sikistirilarak kaset
haline getirilen iki cam levha arasina aktarildi. iki cam levha arasina jel ilave edilirken iist
kisimda tarak dislerinin yiiksekligi kadar (~1 cm) bir bosluk birakildi. Hazirlanan kaset
seklindeki bu iki cam levha arasindaki jel yaklasik olarak 30 dakika oda sicakliginda
bekletilerek aralarindaki akrilamid monomerlerinin polimerlesmesi saglandi. Daha sonra
iki cam levhanin iist kismina 6rnek sayisina uygun sayida dise sahip tarak yerlestirildi.

Tarak dislerinin ara dolgu maddesi olarak ifade edilen ylikleme jeli 10 ml kadar
hazirlandi. Hazirlanan bu jel soliisyonu iyice karistirilip, pipet yardimiyla jel kasetine
yerlestirilmis olan tarak disleri arasindaki bosluklar dolduruldu. Bu dolgu iki camin en {ist
seviyesine kadar tamamlandi. Yiikleme jeli ¢ok ¢abuk polimerize oldugundan islemlerin
kisa siirede yapilmasina dikkat edildi. 25-30 dakika oda sicakliginda bekletilerek
polimerlesme saglandi. Tarak, polimerlesmesi tamamlanan jelden ¢ikarildi. Bu islem
sirasinda jelde meydana gelen ve orneklerin birakilacagi yuvalarin bozulmamasina dikkat
edildi. Cam levhalardan olusan kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Protein ¢oziicii
sollisyonu; 0.125 M Tris (pH 6.8), %2’lik SDS, %0.002 oraninda Bromofenol mavisi,
%20’lik gliserol, %10’luk merkaptoethanol seklinde hazirlandi. Yaklasik olarak 150 pl
olarak alinan her bir protein 6rnegine esit oranda ¢oziicii soliisyondan ilave edildi ve iyice
karistirildi. Tarak disinin genisligine bagl olarak, hazirladigimiz karisimdan 10-20 pl
kadar transfer edildi. Tank igerisine yeterli miktarda tank soliisyonu ilave edildi.

Gli¢ kaynagindan once diisiik voltajla (150 V) akim elektroforeze verildi. 5-10
dakika sonra voltaj degeri yiikseltildi (180-200 V). Ciplak gozle izlenebilen mavi boya
band jelin alt kismina gelince elektroforez cihazi kapatildi.

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra kaseti olusturan iki cam birbirinden
ayrilarak aradaki jel ¢ikarildi. Protein bantlarmin goriiniir hale gelebilmesi i¢in bu jel
%1.25’lik Coomassie blue boya ortamina alindi. Burada en az yarim saat en ¢ok bir gece

boyunca oda sicakliginda bekletildi.
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Boya solusyonundan alinan jel boyay1 giderici soliisyon (destain solution) ortamina
alindi. Ara sira g¢alkalayarak protein bantlarimin disindaki boya maddesi uzaklastirildi.
Boya giderici soliisyonda 5’er dakika bekletildi ve soliisyon dokiildii. Jel tekrar boya
giderici ortama alindi1 ve bu islem 2-3 kez tekrarlandi. Boylece jel iizerinde bulunan

protein bantlarinin disindaki boya giderilmis oldu.

Kullanilan Cozeltiler
e 1.5MTris-HCI (pH 8.8)
e 0.5MTris-HCI (pH 6.8)
e %10 Sodyum dodesilsiilfat ¢ozeltisi (SDS)
o %30 Akrilamid/Bisakrilamid ¢6zeltisi
e %10 Amonyum persiilfat ¢ézeltisi (APS)
e N, N, N’, N-tetrametil-ethilendiamin (TEMED)
e Gliserin
e  2-B-merkaptoethanol
e 9%0.05 Bromofenol blue ¢ozeltisi
e Boyama ¢ozeltisi (Stain solusyon/100 ml):
%0.1 Coomassie blue R-250
%45 Metanol
%10 Glasiyal asetik asit
%45 Distile su
e Boya cikarma ¢ozeltisi (Destain solusyon/100 ml):
%5 Metanol
%7 Glasiyal asetik asit
%88 Distile su
e Tank soliisyonu (Running buffer, pH 8.3)
Tris base 9.0 g
Glisin43.0g
Distile su 600 ml
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Tablo 1. SDS-PAGE Ayirma jelinin hazirlanmasi.

Ayirma jelinin hazirlanmasi (%12) Miktar
Distile su 3.35 ml
1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5 ml
%10 SDS 100 ul
Akrilamid-Bis (%30) 4.0 ml
Amonyum persiilfat (%10) 50 ul
TEMED 5ul
Toplam 10.0 ml

Tablo 2. SDS-PAGE Yiikleme jelinin hazirlanmasi.

Yiikleme jelinin hazirlanmasi (%4) Miktar
Distile su 6.1 ml
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5 ml
SDS (%10) 100 pl
Akrilamid-Bis (%30) 1.3 ml
Amonyum persiilfat (%10) 50 pl
TEMED 10 pl
Toplam 10.0 ml

Tablo 3. SDS-PAGE Ornek soliisyonu hazirlanmas.

Ornek solusyonu hazirlanmasi Miktar Son konsantrasyon
1 M Tris-HCI (pH 6.8) 1.25 ml 0.125 M

%10 SDS 1.6 mi %4

%0.05 bromofenol blue 0.2 mi %0.002

Gliserol 0.8 mi %20
2-B-merkaptoetanol 0.4 mi %10

Distile su 3.75 mi -

Toplam 8.0 ml -

2.12. Maya Kiiltiirii Lipidlerin Ekstraksiyonu

Maya oOrneklerinden lipidlerin ekstraksiyonu 3:2 (v/v) hekzan/izopropanol
karistminin kullanildigi Hara ve Radin metoduyla yapildi [114]. Sonikasyon isleminden
sonra kalan pellet {izerine 10 ml hekzan-izopropanol ilave edilip, her 6rnek 5 dakika siire
ile vortekslendi. Daha sonra 4500 rpm’de 10 dakika siire ile santrifiij edilen &rneklerin

supernatant kismi1 alinarak kapakli deney tiiplerine konuldu.

26



2.12.1. Maya Kiiltiirii Yag Asidi Metil Esterlerinin Hazirlanmasi

Metil esteri hazirlamak i¢in hekzan/izopropanol fazi i¢indeki lipid ekstrakti 30 ml’lik
sizdirma yapmayan deney tiiplerine alind1. Uzerine %2’lik metanolik siilfiirik asitten 5 ml
ilave edilip, vortekslendi. Bu karisim 55 °C’lik etiivde 16 saat siire ile metillesmeye
birakildi. Metillesme siiresi sonrasi tiipler etiivden ¢ikarilip oda sicakligmma kadar
sogutulduktan sonra iizerine 5 ml %5’lik sodyum kloriir ilave edilerek iyice karistirildi.
Tiipler i¢inde olusan yag asidi metil esterleri 5 ml hekzan ile ekstre edilip, olusan hekzan
faz1 alindi. Bu faz tizerine 5 ml %?2’lik KHCOjs ilave edildi ve tekrardan faz ayrimina
birakildi. Daha sonra metil esterlerini i¢eren karisim, 45 °C’de ve azot akimi altinda
¢oziiclisli uguruldu. Deney tiipleri igerisinde kalan lipid faz1 1 ml heptan ile ¢oziilerek agz1

kapakli otosampler viallere alind1 ve gaz kromatografisinde analiz edildi [110].

2.12.2. Yag Asidi Metil Esterlerinin Gaz kromatogafik Analizi

Lipid ekstrakti icindeki yag asitleri metil esterlerine doniistiiriildiikten sonra
SHIMADZU GC 17 cihaz ile analiz edildi. Bu analiz i¢in 25 m uzunlugunda, 0,25 pm i¢
capinda ve PERMABOND 25 mikron film kalinligina sahip Machery-Nagel (Alman)
kapiller kolon kullanildi.

Analiz sirasinda kolon sicakligi 120-220 °C, enjeksiyon sicakligi 240 C° ve dedektor
sicakligi 280 °C olarak tutuldu. Kolon sicaklik programi 120 °C’den 220 °C’ye kadar
ayarlandi. Sicaklik artis1 200 °C’ye kadar 5 °C/dk ve 200 °C’den 220 °C’ye kadar 4 °C/dk
olarak belirlendi. 220 °C’de 8 dakika tutulup, toplam siire 35 dakika olarak belirlendi.
Tasiyict gaz olarak azot gazi kullanildi. Analiz sirasinda Orneklere ait yag asidi metil
esterlerinin analizinden Once, standart yag asidi metil esterlerine ait karigimlar enjekte
edilerek, her bir yag asidinin alikonma siireleri belirlendi. Bu islemden sonra gerekli
programlama yapilarak Ornekler ait yag asidi metil esterleri karigimlarinin analizi yapildi

[115].
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2.13. Antimikrobiyal Aktivite

2.13.1. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Bitki gruplart  1/10 (g/ml) oraninda metanol ile ekstrakte edildi [116]. Bitki

ekstraktlar1 deneysel ¢aligmalar siiresince +4 °C’de muhafaza edildi.

2.13.2. Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi ve Asillama

Bakteri suslar1 (Staphylococcus aureus COWAN 1, Klebsiella pneumoniae FMC 5,
Bacillus megaterium DSM 32, Escherichia coli ATCC 25922) Nutrient Buyyon’a
(35£1 °C’de 24 saat) maya (Candida albicans FMC 17) ise Yeast Malt Ekstrakt Buyyon’a
(25+1 °C’de 48 saat) asilanarak inkiibasyona birakildi. Besiyerlerin de gelisen kiiltiirler,
Mc Farland (0.5) standardina gére yogunluk ayari yapildiktan sonra buyyon tiiplerine
aktarildi.

Erlenmayerde steril edilen ve 45-50 °C’ye kadar sogutulan Mueller Hinton Agar ve
Yeast Malt Ekstrakt Agar yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan bakteri ve mayanin
buyyondaki kiiltiirii ile %1 oraminda asilandi  (10° bakteri/ml, 10* maya/ml). lyice
calkalandiktan sonra 9 cm ¢apindaki steril petri kutularina 15’er ml dokiildii ve besiyerinin

homojen bir sekilde dagilmasi saglandi.

2.13.3. Oyuk Agar Metodu

Katilasan agar lizerine 6 mm c¢apinda oyuklar agildi. Agilan oyuklara bir damla
besiyerinden sonra 10 pl bitki ekstrakti aktarildi. Bu sekilde hazirlanan petri kutulari
+4 °C’de 2 saat bekletildikten sonra bakteri asilanan plaklar 37+1 °C’de 24 saat, maya ve
dermatofit asilanan plaklar ise 25+1 °C’de 3 giin siire ile inkiibasyona birakildi (n=3).

Sonuglar ortalama deger olarak inhibisyon zonu (mm) seklinde degerlendirildi [117, 118].

2.14. istatistiksel Analiz

Istatistik analizi icin, SPSS 15.0 for Windows paket programi kullanildi. Kontrol
grubu ile deneysel gruplar arasindaki karsilastirma One Way ANOVA ve LSD testleri
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kullanilarak yapildi. Sonuglar mean+SEM olarak verildi. Gruplar arasindaki farkliliklarda
p>0.05, p<0.05, p<0.01, p<0.001 ve p<0.0001 degerleri kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1. Bitki Orneklerinin Flavonoid ve Resveratrol icerikleri

Flavonoid analizi sonuclarina gore; her ii¢ Scorzonera tiirlinde de kuarsetin
bulundugu belirlendi. Kuarsetin igerigi gruplar arasinda karsilastirildiginda, en fazla
igerige sahip bitki grubunun SSY oldugu belirlenirken (p<0.0001), en diisiik igerigin ise
LAC bitkisinde oldugu goriildi. Mirisetin miktar1 gruplar arasinda karsilastirildiginda,
LAT bitkisinde diger bitkilere oranla bu flavonoid yiiksek oranda bulundu (p<0.0001).
Rutin icerigi sadece SSY grubunda belirlendi (Tablo 4).

Resveratrol analizi sonucunda ¢alismada kullanilan her ii¢ Scorzonera tiriinde de
resveratrol belirlenmedi. Toplam flavonoid ve resveratrol igerigi bakimindan bitki
ornekleri kendi aralarinda kiyaslandiginda ise SSY grubunun diger gruplara kiyasla daha

yiiksek diizeyde bu bilesikleri bulundurdugu tespit edildi (p<0.0001) (Tablo 4).

Tablo 4. Scorzonera bitki ekstraktlarmin flavonoid ve resveratrol igerigi (ug/1 g).

Flavonoidler SSK SSY LAC LAT

Rutin - 15.38+3.27°¢ | - -

Mirisetin 0.35+0.3 3.12+1.02 - 16.16+0.92°

Morin 0.35+0.3 0.91+0.83% 0.17+0.01 -

Kuarsetin 0.36+0.03 6.54+1.16 0.17+0.01 0.65+0.15

Kamferol 0.17+0.01 - 3.55+0.78% | 0.62+0.11

Naringenin 0.66+0.15° | - - -

Resveratrol - - - -

Toplam 1.89+0.79 25.95+5.28°0 | 3.89+0.8 17.43+1.18
cd; p<0.0001
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Sekil 9. Standart flavonoid kromatogrami A= 254 nm.
3.2. Bitki Orneklerinin Fitosterol ve Vitamin icerikleri

Vitamin analizi sonuglarina gére kullanilan Scorzonera tiirlerinde; K, D, retinol ve a-
Tokoferol belirlendi (Tablo 5). Sonuglar degerlendirildiginde; gruplarin D vitamini igerigi
diger vitaminlere oranla daha yiiksek diizeyde bulundu. D vitamini ve retinol bakimindan
gruplar kendi aralarinda degerlendirildiginde, SSY grubunun diger gruplara kiyasal bu
vitamini daha yiiksek diizeyde bulundurdugu goriildi (p<0.0001). a-Tokoferol ve K
vitamini miktar1 bakimindan gruplar kendi aralarinda incelendiginde, en fazla icerigin LAT
grubunda oldugu saptandi (p<0.0001) (Tablo 5).

Fitosterol analiz sonucglarmma gore; tiim gruplarda ergosterol, stigmasterol ve B-
sitosterol saptandi. Fitosteroller igerisinde B-sitosterol’iin en fazla bulunan fitosterol oldugu
tespit edildi. B-sitosterol icerigine en fazla sahip olan grubun SSY oldugu belirlendi
(p<0.0001). Stigmasterol icerigi diger gruplara oranla LAT grubunda oldukca yiiksek
diizeyde goriildii (p<0.0001). Gruplar ergosterol icerigi bakimindan kendi aralarinda
kiyaslandiginda ise SSK grubunda diger gruplara oranla bu bilesige daha yiiksek miktarda
rastland1 (p<0.0001) (Tablo 5).
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Tablo 5. Scorzonera bitki ekstraktlarimin vitamin ve fitosterol igerigi (ng/1 g).

Lipofilik
Vitaminler & SSK SSY LAC LAT
Fitosteroller
Vitamin K 1.38+0.03 1.01+0.03 0.65+0.07 1.59+0.05%
Retinol - 0.25+0.06°C 0.02+0.01 0.12+0.02
Vitamin D 0.73+0.09 3.77+0.09% 1.19+0.17 3.41+0.04
a-Tokoferol 0.2+0.03 0.43+0.06 0.08+0.01 0.6+0.06%
Ergosterol 1.2+0.03% 3.06+£0.41 2.44+0.11 3.22+0.09
Stigmasterol 25.18+3.21 10.80+£0.54 21.67+1.1 30.76+1.19%
B-Sitosterol 3.27+0.24 50.75+3.15% | 4.26+0.34 | 35.55+1.71
cd; p<0.0001
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Sekil 10. Vitamin ve fitosterol standart kromatogrami A= 202 nm, A= 328 nm.
3.3. Bitki Orneklerinin Seker icerikleri

Bitkilerin seker analizi sonuglarina gore; biitiin Scorzonera tiirlerinde fruktoz, glukoz
ve sakkaroz sekerleri ortak olarak bulundu. Gruplar arast toplam seker miktari
karsilastirildiginda en yiiksek seker miktar1 LAT da belirlendi (p<0.0001) (Tablo 6).

Glukoz ve fruktoz miktarlar1 gruplar arasinda karsilastirildiginda en yiiksek diizeyin

SSY grubunda oldugu goriildii (p<0.0001). Sakkaroz miktarlar1 gruplar arasinda
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kiyaslandiginda ise en yiiksek miktarin LAT grubunda oldugu tespit edildi (p<0.0001)

(Tablo 6).

Tablo 6. Bitki gruplarinin seker icerikleri (ng/g).

Sekerler SSK SSY LAC LAT
Arabinoz | 250,314,130 | 35,06+4,33 - -
Fruktoz 231,02+3,10 729,33+4,17°° | 418,08+5,38 519,37+4,03
Glukoz 348,53+2,85 826,97+7,23% | 567,28+3,55 730,26+7,78
Sakkaroz | 228,22+6,60 535,33+5,08 521,33+5,16 1158,84+3,60°
Maltoz - 14,53+1,13% 10,26+1,96 -
Toplam 1058,08+16,68 | 2106,16+21,94 | 1516,95+16,05 | 2408,47+15,41°
cd; p<0.0001
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Sekil 11. Bitki 6rneklerinin 6rnek seker analizi kromatogrami.

3.4. Bitki Ekstraktlarinin DPPH Radikali Temizleme Etkisi

Bitki gruplarmin konsantrasyona bagli % DPPH temizleme etkisi Sekil 12’de
gosterildi. Bitki gruplarinin  DPPH serbest radikalini temizleme sonuglarima gore;
Scorzonera tiirlerinin yapraklarindan elde edilen ekstrakt gruplar1 10 pl konsantrasyondan
itibaren artan konsantrasyonlara paralel olarak DPPH serbest radikali temizleme aktivitesi
artis gosterdi. S. suberosa’nin yaprak kisimlarina kiyasla kok kismindan elde edilen
metanolik ekstraktin olduk¢a zayif etki gosterdigi belirlendi (Sekil 12). 100 pul

konsantrasyonda en etkili bitki grubu SSY olarak saptandi.
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Sekil 12. Bitki gruplarinin DPPH serbest radikal temizleme etkisi.

3.5. Bitki Ekstraktlarimin In vitro Ortamda Antioksidan Etkileri

In vitro lipid peroksidasyon sonuglarina goére; kontrol grubuna kiyasla FR verilen
biitiin gruplarda MDA-TBA seviyesinde artis goriildii (p<0.0001) (Sekil 13). FR grubu ile
bitki ekstrakti verilen gruplar kiyaslandiginda, bitki gruplarinda onemli diizeyde lipid
peroksidasyon seviyesinin azaldig: belirlendi (p<0.0001). Bitki gruplar1 kendi aralarinda
kiyaslandiginda ise SSY+FR grubu ile LAT+FR grubu arasinda istatistiksel bir fark
gozlemlenmedi (p>0.05). SSK+FR ve SSY+FR gruplar1 arasinda kismi bir fark goriiliirken
(p<0.05), LAC+FR grubunda diger bitki gruplarina kiyasla olduk¢a yiiksek diizeyde lipid
peroksidasyon miktari belirlendi (p<0.0001).
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Sekil 13. Bitki ekstraktlarinin in vitro lipid peroksidasyonu iizerine antioksidan etkisi (nmol/ml).
cd; p<0.0001

3.6. Bitki Ekstraktlarinin In vitro Ortamda Yag Asidi Metil Esterleri Uzerine Etkileri

In vitro metil esterleri analiz sonuglarina gore; biitiin bitki gruplarinda oleik (18:1) ve
linoleik (18:2) asit diizeyleri kontrol grubuna kiyasla artis gosterdi (p>0.05, p<0.05,
p<0.01) (Sekil 14). Ayrica bu yag asit seviyeleri kontrol grubuna kiyasla FR grubunda
kismi azalma gostermesine ragmen istatistiksel agidan bu azalma anlamli goriilmedi
(p>0.05) (Sekil 14).

Oleik asit miktar bitki gruplar1 arasinda incelendiginde ise LAC+FR, SSK+FR ve
LAT+FR gruplar arasinda istatistiksel bir fark saptanmazken (p>0.05), bu gruplara kiyasla
oleik asit miktar1 SSY+FR grubunda kismi azalma goriildii (p<0.05).

Linoleik asit diizeyi bakimindan bitki gruplar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda ise

gruplar arasinda bir fark belirlenmedi (p>0.05).
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Sekil 14. Bitki ekstraktlarinin in vitro ortamda metil esterleri iizerine etkisi (umol/ml).

a; p>0.05, b; p<0.05, ¢; p<0.01

3.7. Bitki Ekstraktlarinin Debaryomyces hansenii Uzerine Antioksidan Etkisi

Kiiltlir ortamt lipid peroksidasyon analiz sonuglart Sekil 15°de gosterilmistir. Lipid
peroksidasyon seviyesi kontrol grubuna kiyasla FR grubunda 6nemli diizeyde artis gosterdi
(p<0.0001). Kontrol grubu ile bitki ekstraktlar1 kiyaslandiginda LAC+FR ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel bir fark bulunmazken (p>0.05) diger bitki gruplarinda 6nemli diizeyde
lipid peroksidasyon seviyesinin arttigi saptandi (p<0.01, p<0.0001) (Sekil 15). MDA-TBA
seviyesi FR grubuna kiyasla PSSK grubunda istatistiksel bir farklilik gostermezken
(p>0.05), diger bitki gruplarinda ise onemli diizeyde diisiik bulundu (p<0.0001). Bitki
gruplar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda ise SSK+FR, LAT+FR, PSSY ve PLAT gruplari

arasinda istatistiksel agidan anlamlilik gézlemlenmedi (p>0.05).
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Sekil 15. Debaryomyces hansenii’nin lipid peroksidasyon diizeyi (nmol/ml).
a; p>0.05, c¢; p<0.01, cd; p<0.0001

3.8. Bitki Ekstraktlarinin Debaryomyces hansenii’nin Yag Asidi icerigi Uzerine Etkisi

Maya hiicrelerinin yag asidi profili yapilan analizler sonucu incelendiginde, palmitik
asit (16:0) miktar1 kontrol grubuna kiyasla PSSY, PLAC ve LAC+FR bitki gruplarinda
onemli diizeyde yiiksek bulunurken (p<0.0001), diger bitki gruplar1 ve FR grubunda ise
onemli diizeyde azalma goriildii (p<0.01, p<0.0001).

Palmitoleik asit (16:1) miktarinda kontrol grubu ve PLAT grubu arasinda istatistiksel
olarak farklilhik goriilmezken (p>0.05), LAC+FR, PSSY ve PLAC gruplarinda bu yag
asidinin miktar1 6nemli diizeyde yiiksek bulundu (p<0.0001).

Stearik asit (18:0) miktar1 kontrol grubuna gore FR, PSSY, PLAC gruplarinda
yiiksek miktarda bulundu (Tablo 7). Oleik asit (18:1) miktarinda hem FR hem de bitki
ekstrakti gruplarinda anlamli derecede azalma belirlendi (p<0.0001). Linoleik asit (18:2)
miktarinda kontrole kiyasla SSK+FR, LAC+FR, PSSY ve PLAC gruplarinda anlaml
diizeyde artis goriilirken (p<0.05, p<0.0001), diger gruplarda ise bu yag asidi miktarinda
azalma gozlemlendi (p<0.0001).
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Linolenik asit (18:3) miktarinda kontrol grubuna kiyasla SSK+FR ve SSY+FR
gruplarinda istatistiksel bir fark saptanmadi (p>0.05). FR ve PSSK gruplarn kontrole
kiyasla 18:3 miktar1 anlamli diizeyde az bulundu (p<0.0001), fakat diger ekstrakt
gruplarinda ise 6nemli diizeyde artis belirlendi (p<0.0001).

Tablo 7. Bitki gruplarinin Debaryomyces hansenii hiicresinin yag asidi profili iizerine etkisi (mg/g).

Yag Kontrol |FR SSK+FR |SSY+FR | LAC+FR |LAT+FR
Asitleri

16:0 0.69+0.01 | 0.63+0.02 | 0.08+0.02 | 0.13£0.02 | 1.07+0.01°% | 0.31+0.02
16:1 0.45+0.02 | 0.23+0.01 | 0.07+0.01 | 0.06+0.01 | 0.68+0.01 | 0.15+0.03
18:0 0.37+0.01 | 0.47+0.02 | 0.03+£0.01 | 0.04+0.01 | 0.34+0.07" | 0.11+0.05
18:1 0.31+0.01 | 0.16£0.01 |0.02+0.02°% | 0.02£0.01 | 0.16£0.04 | 0.07+0.01
18:2 0.2+0.006 | 0.09+£0.06 | 0.22+0.01° | 0.03+£0.01°° | 0.23+0.02 | 0.05+0.01
18:3 0.24+0.01 | 0.16£0.06 | 0.25+0.01% | 0.25+£0.01* | 1.96+0.2°" | 0.41+0.01
Digerleri | 0.48£0.01 | 0.30+0.01 | 0.02£0.01 | 0.02£0.06 | 0.55£0.04 |0.11+0.01
Toplam | 2.74+0.07 |2.04+0.12 | 0.69+0.28 | 0.55+0.16 | 4.99+0.23% | 1.21+0.04
Tablo 7’nin devami

Yag Asitleri PSSK PSSY PLAC PLAT

16:0 0.30+0.001 1.27+0.005 0.91+0.004 0.65+0.005 °
16:1 0.11+0.01 0.82+0.003°° 0.55+0.002 0.46+0.004%
18:0 0.26+0.007 0.54+0.001 0.41+0.002 0.33+0.01
18:1 0.10+0.001 0.25+0.001 0.14+0.004 0.15+0.002
18:2 0.1120.002 0.32+0.003°° 0.25+0.005 0.08+0.001
18:3 0.16+0.01 2.18+0.008°° 1.91+0.02 0.91+0.001
Digerleri 0.18+0.004 0.94+0.008 1.07+0.2 0.38+0.005
Toplam 1.22+0.02 6.32+0.03 5.24+0.23 2.96+0.02

a; p>0.05, b; p<0.05, c; p<0.01, cd; p<0.0001

3.9. Bitki Ekstraktlarnin Debaryomyces hansenii’nin Glutatyon Miktar1 Uzerine
Etkisi

Bitki ekstraktlarinin maya hiicresindeki glutatyon miktar1 iizerindeki etkisi Sekil
16°da gosterilmistir. Glutatyon miktar1 kontrol grubuna kiyasla PSSY, PLAT ve PLAC
gruplarinda herhangi bir farklilik gostermezken (p>0.05),
disik bulundu (p<0.01).

SSY+FR grubunda 6nemli

Kontrol ekstrakt

gruplari
karsilagtirildiginda ise ekstrakt gruplarinda glutatyon miktarimin oldukga yiiksek bulundugu

belirlendi (p<0.0001).

diizeyde grubu ile diger
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Sekil 16. Bitki ekstraktlarinin Debaryomyces hansenii’nin glutatyon miktar: tizerine etkisi (mg/g).

a; p>0.05, c¢; p<0.01, cd; p<0.0001

mne

3.10. Bitki Ekstraktlarimin Debaryomyces hansenii’ nin Total Protein Miktar1 Uzer

Etkisi

Bitki ekstraktlarinin Debaryomyces hansenii hiicresindeki total protein miktar

tizerine etkisi kontrol grubuna gore kiyaslandiginda biitiin gruplarda miktarin 6nemli

seviyede azaldig1 gozlemlendi (p<0.01, p<0.0001) (Sekil 17). Bitki gruplari FR grubu ile

kiyaslandiginda; PLAC grubunun FR grubuyla istatistiksel bir farkliliginin olmadig

(p>0.05)

onemli diizeyde yiiksek

fakat diger bitki gruplarinda ise protein miktarinin

oldugu bulundu p<0.0001).
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Sekil 17. Bitki ekstraktlarinin Debaryomyces hansenii’nin total protein miktari tizerine etkisi (mg/g).

C; p<0.01, cd; p<0.0001

kDa SOD CAT K

FR SSK SSY LAC LAT

Sekil 18. Debaryomyces hansenii'nin SDS-PAGE gériintiisii (a).
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SOD CAT PSSK PSSY PLAC PLAT

Sekil 19. Debaryomyces hansenii'nin SDS-PAGE gorintiisii (b).

Sekil 18, 19’daki jel goriintiileri degerlendirilirse; Jelde 1 numarali bant standart
protein markiri, 2 ve 3 nolu bantlar enzim standartlarin1 igermektedir. Kontrole gére SOD
miktar1 gruplar arasinda degerlendirilecek olursa, biitiin gruplarin oldukga zayif ekspresyon
diizeyine sahip oldugu anlagilmaktadir. CAT bandi kontrole kiyasla; FR ve SSK
gruplarinda yiiksek diizeyde, diger ekstrakt gruplarinda ise kontroliin iizerinde bir
bantlasma goriilmektedir. Bantlarin belirginlik diizeyi protein ekspresyon miktari ile

paralellik gosterir.

3.11. Bitki Ekstraktlarmmn Kluveromyces lactis Uzerine Antioksidan Etkisi

Bitki ekstraklarinin maya hiicresi lipid peroksidasyon analiz sonuglar1 Sekil 20°de
verilmigtir. Lipid peroksidasyon seviyesi kontrol grubuna kiyasla FR grubunda 6nemli
diizeyde azalma gosterdi (p<0.0001). Bitki gruplart lipid peroksidasyon miktari
bakimindan kontrol grubuyla karsilastirildiginda, SSK+FR grubunda kismi artis
goriiliirken (p<0.05), LAT+FR grubunda istatistiksel bir fark gozlenmedi (p>0.05). Diger
bitki gruplarinda ise lipid peroksidasyon seviyesi kontrol grubunun oldukca iizerinde

bulundu (p<0.0001).
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Sekil 20. Kluveromyces lactis’nin lipid peroksidasyon diizeyi (nmol/ml).
a; p>0.05, b; p<0.05, cd; p<0.0001

3.12. Bitki Ekstraktlarimin Kluveromyces lactis’nin Yag Asidi Profili Uzerine Etkisi

Maya hiicrelerinin yag asidi profili yapilan analizler sonucu incelendiginde, Palmitik
asit (16:0) miktar1 kontrol grubuna kiyasla SSY+FR grubunda onemli diizeyde azalma
gosterdi (p<0.0001). Diger gruplarda ise kontrol grubunun {izerinde 16:0 miktar1 belirlendi
(Tablo 8).

Palmitoleik asit (16:1) miktarinda kontrol grubu, SSK+FR ve SSY+FR gruplari
arasinda istatistiksel olarak farklilik goriilmezken (p>0.05), diger gruplarda bu yag asidinin
miktar1 6nemli diizeyde yiiksek bulundu (p<0.0001).

Oleik asit miktar1 kontrol grubuna kiyasla SSY+FR ve PSSY gruplarinda anlamli bir
farklilik géstermemesine ragmen hem FR hem de diger bitki gruplarinda anlamli derecede
artis belirlendi (p<0.01, p<0.0001). Linoleik ve linolenik asit miktarlar1 kontrole kiyasla
biitiin gruplarda 6nemli derecede yiiksek bulundu (p<0.0001). Gruplarin toplam lipid
icerdigi kiyaslandiginda ise, PLAC grubunun yiiksek diizeyde lipid icerigine sahip oldugu
gozlemlendi (p<0.0001) (Tablo 8).
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Tablo 8. Bitki gruplarinin Kluveromyces lactis hiicresinin yag asidi profili lizerine etkisi (mg/g).

X?igneri Kontrol | FR SSK+FR | SSY+FR LAC+FR | LAT+FR
16:0 0.3620.003 | 0.91+0.002 | 0.64%0.003 | 0.31£0.001° | 1.13£0.001 | 0.770.003
16:1 0.1120.006 | 0.17+0.005 | 0.1120.017 | 0.11+0.004* | 0.42£0.01 | 0.33+0.005
18:0 0.5120.007 | 0.64+0.005 | 0.312£0.005 | 0.12+0.002 | 0.30£0.004 | 0.110.005
18:1 0.07+0.001 | 0.33+0.002 | 0.23+0.05 | 0.10+0.02° | 0.480.07%" | 0.14+0.002
18:2 0.12+0.01 | 0.33£0.01 | 0.32£0.02 | 0.15+0.001 | 0.61£0.005 | 0.20+0.001
18:3 0.04+0.01 | 0.16+0.006 | 0.25+0.01 | 0.25+0.01 | 1.96£0.2% | 0.41+0.01
Digerleri | 0.07+0.001 | 0.58£0.005 | 0.20+0.001 | 0.13+0.002 | 0.62+0.01 | 0.34+0.003
Toplam | 1.28+0.03 | 3.1240.03 | 2.06:0.09 | 1.17+0.04 | 5.52+0.237 | 2.3+0.02
Tablo &’in devami

Yag Asitleri | PSSK PSSY PLAC PLAT

16:0 0.43+0.002 0.58+0.006 1.68+0.002° 1.07+0.004

16:1 0.14+0.004 0.39+0.004 1.22+0.002 0.55+0.004
18:0 0.36+0.002 0.37+0.003 0.89+0.001 0.53+0.001

18:1 0.12+0.001° 0.1120.004% 0.25+0.006 0.36:+0.002

18:2 0.34+0.001 0.24+0.001 0.75+0.001 0.76+0.001%°
18:3 0.77+0.04 1.22+0.003 4.36+0.02° 1.76+0.001
Digerleri 0.57+0.001 0.58+0.004 1.12+0.02 0.79+0.006
Toplam 2.73+0.05 3.49+0.02 10.27+0.05° | 5.82+0.02

a; p>0.05, c; p<0.01, cd; p<0.0001

3.13. Bitki Ekstraktlarimin Kluveromyces lactis’ in Glutatyon Miktar1 Uzerine Etkisi

Maya kiiltiirii glutatyon miktar1 sonuglarina gore, kontrol grubuna kiyasla FR

grubunda glutatyon miktarinin kismi azaldigi belirlendi (p<0.05).

Kontrol grubu ile

ekstrakt gruplart karsilastirildiginda, ekstrakt gruplarinda kontrol grubunun {izerinde

glutatyon miktar1 saptandi (p<0.05, p<0.0001) (Sekil 21)

Yapilan spektrofotometrik analizler sonucu FR eklenmeyip sadece bitki ekstrakti

eklenen Kluveromyces lactis kiiltiirlerinde glutatyon miktar1 6lgiilemedi.
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Sekil 21. Bitki ekstraktlarinin Kluveromyces lactis’in glutatyon miktari iizerine etkisi (mg/g).

b; p<0.05, cd; p<0.0001

3.14. Bitki Ekstraktlarmm Kluveromyces lactis’ in Total Protein Miktar1 Uzerine

Etkisi

Maya hiicrelerindeki total protein miktar1 sonuglarina gore, kontrol grubuna kiyasla
diger gruplarda 6nemli diizeyde yiiksek protein bulundu (p<0.0001) (Sekil 22). FR grubu
ile ekstrakt gruplar karsilastirildiginda, LAC+FR, LAT+FR ve PSSY gruplarinda diisiik
diizeyde protein belirlenirken (p<0.0001), diger ekstrakt gruplarinda ise oldukca yliksek
miktarda protein 6l¢iildii (p<0.0001). Ekstrakt gruplari total protein miktar1 agisindan kendi
aralarinda kiyaslandiginda, PLAT grubunun diger gruplardan daha yiiksek protein igerigine
sahip oldugu gorildi (Sekil 22).
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Sekil 22. Bitki ekstraktlarinin Kluveromyces lactis’in total protein miktar1 iizerine etkisi (mg/g).

cd; p<0.0001

Sekil 23. Kluveromyces lactis'in SDS-PAGE goriintiisii (a).
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kDa SOD CAT PSSK PSSY PLAC PLAT

Sekil 24. Kluveromyces lactis'in SDS-PAGE goriintiisii (b).

Sekil 23, 24’deki jel goriintiileri degerlendirilirse; Jelde 1 numarali bant standart
protein markiri, 2 ve 3 nolu bantlar enzim standartlarini icermektedir. Kontrole gére SOD
miktar1 gruplar arasinda degerlendirilecek olursa, biitiin gruplarin olduk¢a zayif ekspresyon
diizeyine sahip oldugu anlagilmaktadir. CAT bandi kontrole kiyasla; FR, SSK, SSY, LAC
ve LAT gruplarinda kismi belirginlik gosterirken, diger ekstrakt gruplarinda ise oldukca
zayif bir bantlasma goriilmektedir. Bantlarin belirginlik diizeyi protein ekspresyon miktari

ile paralellik gosterir.

3.15. Bitki Ekstraklarinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Bitki ekstraklarinin antimikrobiyal etkisi ortalama inhibisyon zonu (mm) olarak
degerlendirildi (Tablo 9). Biitiin bitki gruplar1 Escherichia coli ve Bacillus megaterium
iizerinde farkli zonlarda antimikrobiyal etki gosterirken, Klebsiella pneumoniae tizerine
hicbir bitki ektrakt1 etki gostermedi. Staphylococcus aureus mikroorganizmasinda SSK ve
LAT bitki gruplar etkili olurken SSY ve LAC gruplarinda ise inhibisyon zonu olugmadi.

Candida albicans patojen mayasi lizerine bitki gruplarindan sadece SSY’nin

antimikrobiyal aktivitesi gozlemlendi.
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Tablo 9. Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi (mm zon).

SSK |SSY |LAC |LAT
Staphylococcus aureus 8 0 0 8
Klebsiella pneumoniae 0 0 0 0
Bacillus megaterium 9 8 14 11
Escherichia coli 11 16 17 20
Candida albicans 0 11 0 0
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4. TARTISMA

Diinyada 170’den fazla tiiri bilinen Scorzonera cinsi (Asteraceae) Orta Asya ve Orta
Avrupa’ya yayilmis durumdadir [43]. Bu cinsin bazi tiirleri sebze olarak kullanilir. Birkag
Scorzonera tiirli infertilite, akciger 6demi, ishal, zehirli iilserin tedavisinde kullanilmakla
beraber antihelmint, antiromatizmal, analjezik ve diliretik olarak halk arasinda
kullanilmaktadir [43,119,120]. Avrupa’da sebze olarak kiiltiirii yapilan, iilkemizde de halk
arasinda gerek sebze gerekse tibbi amagla kullanilan Scorzonera tiirleri iizerine yapilan
bilimsel ¢aligmalarin azlhig1 dikkat ¢ekmektedir. Mevcut caligmalar bu tiiriin sistematik

yerinin belirlenmesi ve analjezik etkisinin gosterilmesi yoniindedir.

In vitro Ortamda Bitki Ekstraktlarinin Etkisi

Calisma sonucunda Scorzonera tiirlerinin fitokimyasal bilesikleri ortaya konuldu.
Flavonoid analizi sonuglarina gore drneklerde; rutin, mirisetin, morin, kuarsetin, kamferol
ve naringenin farkli miktarlarda belirlendi. Fakat hicbir bitki tiirtinde resveratrole
rastlanmadi. Toplam filavonoid miktar1 S. suberosa’ da diger bitkilere gore oldukga yiliksek
bulundu.

Scorzonera tiirlerinin  fitokimyasal icerigini belirlemeye yonelik yapilan
calismalarda; flavonoidler, fenolik asitler, lignanlar, bibenzil tiirevleri, kava laktonlar,
triterpenler, seskiterpen, seskiterpen laktonlar ve steroller gibi genis bir bilesik grubuna
rastlanmistir [34-36,43,121-133].

S. columnae’ den flavonoid yapisinda ki apigenin, luteolin, karsetol ve karsetol-3-
(6”kafeil)-galaktozit bilesiklerini izole edilmistir [35].

S. divaricata ve S. pseudivaricata bitkilerinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan
ekstrakdan apigenin, izoviteksin-4'-O-glukozit, izoviteksin-2'-O-ksilozit, kemferol-3-O-
rutozit; S. pseudivaricata’dan ise izoviteksin-2"-O-ksilozit, luteolin, luteolin-7-lukozit,
luteolin-5-glukozit izole edilmistir [43].

S. austriaca’dan  flavonoid  yapisindaki luteolin-3'-(6-E-p-kumaroil-f-
Dglukopiranozit) bilesigi belirlenmistir [122].

Scorzonera cinsine ait dokuz taksonda (S. austriaca Willd. var. angustifolia; S.
crispatula Boiss. ; S. graminifolia L.; S. hirsuta L.; S. hispanica L.; S. laciniata L.; S.

mollis M.Bieb.; S. pseudolanata Grossh.; S. pusilla Pall.) flavonoid olarak; apigenin,
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luteolin, kamferol ve kuarsetin belirlenmistir. Kuarsetin ve kamferol kompozisyonlarinin
biitlin taksonlarda yiiksek miktarda saptanmistir [133].

Yaptigimiz c¢alismada elde edilen bulgular literatiirle paralellik gostermektedir.
Mevcut c¢alismalarda Scorzonera tiirlerine ait Orneklerde resveratrol icerigi rapor
edilmemistir. Ayrica bitki Orneklerimizde kuarsetin ve kamferol miktarlar1 diger
flavonoidlere kiyasla daha fazla bulunmus ve bu sonu¢ mevcut calismalarda da
belirtilmistir.

Son yillarda 6zellikle epidemiyolojik calismalar flavonoid igerigi bakimindan zengin
bir beslenmenin, koroner kalp hastaliklar1 ve kanser riskini azalttigini gdstermektedir
[134,135]. Flavonoid igerigi bitkiden bitkiye gore hatta aymi bitkinin farkli kisimlarinda
bile degisiklik gosterir [136]. Flavonoid icerigi bakimimdan zengin bir beslenmenin A ve
C vitaminlerinden bile daha gii¢lii antioksidan etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir [137].

Scorzonera tiirleri iizerine yapilan fitosterol icerigi belirlemeye yonelik ¢aligmalar
oldukga azdir. Scorzonera columnae’da B-sitosterol izole edilmistir [35]. Ayni fitosterol
bilesigi S. hispanica’da da tespit edilmistir [37]. S. tomentosa’dan [-sitosterol ile
stigmasterol-3-O-B-glikozit bilesikleri saptanmistir [34].

Scorzonera undulata ssp. deliciosa’in golgede kurutulan kok kisimlarinin
ekstraktinda  B-Amirin asetat, metil oleat, metil ursolat, stigmasterol, B-Sitosterol,
kumarin-O-B-glikozit ve asteosid izole edilmistir [138].

Yaptigimiz analizler sonucu literatiirler de belirtilen fitosterol tiirevlerine ek olarak
ergosterol de belirlenmistir. Mevcut ¢aligmalarda Scorzonera tiirleri icerisinde ergosterol
tespit edilmemistir.

Giinde 2g diyet yoluyla alinan bitki sterollerinin plazma LDL kolesterol diizeyi ve
apolipoprotein B (ApoB) seviyelerinde 6nemli azalmalar gosterdigi belirlenmistir. Ayrica
ayni ¢alismada LDL oksidasyon seviyesinin de azaldig rapor edilmistir [139].

Diger bir aragtirmada ise diyetle alinan fitosterollerin serbest radikallerin neden
oldugu plazma lipid peroksidasyon seviyesini diisiirdigii belirtilmistir [140].

On goniillii adaydan alinan kan 6rneklerinin plazma kisimlarr bakir ile indiiklenip
LDL lipid oksidasyonu olusturulmus, bu oksidasyon iizerine stigmasterol, -sitosterol ve
kampesteroliin antioksidan etkisi arastirilmigtir. Ayrica sterollerin DPPH radikal temizleme
aktivitesi de belirlenmistir. Sonug olarak fitosterollerin LDL lipid oksidasyonunu azalttigi,

fakat DPPH radikal temizleme aktivitelerinin olmadigi rapor edilmistir [141].

49



Oksidatif strese karsi fitosterollerin koruyucu etkisi hayvan modellerinde yapilan
calismalarla desteklenmistir [142,143].

Bitki 6rneklerimizde lipofilik vitamin analizi sonucu K, D, retinol ve a-Tokoferol
belirlendi. Her ii¢ tiirde D vitamini diger vitaminlere oranla daha yiiksek diizeyde bulundu.
Gruplarda ki K vitamini, retinol ve o-Tokoferol miktarlarina kiyasla oldukga yiiksek
oranda belirlendi. Toplam vitamin miktar tiirler arasinda kiyaslandiginda, S. suberosa’nin
S. laciniata ve S. latifolia’ya oranla vitamin i¢eriginin fazla oldugu saptandi.

Simdiye kadar Scorzonera tiirlerine ait vitamin degerlerini belirten literatiirler ¢ok az
bulunmaktadir. S. hispanica’da vitamin B;, B, kompleksleri ile C vitamini bulundugu
vurgulanmaktadir [144]. Vitaminlerin antioksidan ve prooksidan Ozelliklerini belirten
calismalar oldukg¢a fazladir. Bu c¢aligmalarin biiyiik bir kismi1 vitamin E ve C {izerine
yogunlagsmistir. Bitki 6rneklerimizin vitamin kompozisyonu dikkate alinarak yaptigimiz
lipid peroksidasyon caligmalarinda bu bilesiklerin antioksidan etkilerinin 6ne ¢iktigini
diisiinmekteyiz.

Likopen, vitamin E, vitamin C ve [B-karoten’in DPPH serbest radikal siipiiriicii
etkileri test edilmis ve bu bilesiklerin yliksek etki gosterdigi belirtilmistir [145].

Retinol, metil linoleat soliisyonunda ve fosfatidilkolin lipozom modelinde
peroksidasyonu onleyerek iyi bir peroksil radikal temizleme 6zelligi gostermistir [146].

Streptozotosin verilerek diyabet olusturulan sigcanlarin karaciger dokularindaki
stiperoksit radikal diizeyinin kontrol grubuna goére 6nemli dl¢giide arttig1 tespit edilmistir. E
vitamini verilen gruplarda ise karaciger siiperoksit radikal konsantrasyonu doza bagiml
olarak azalma gostermistir [147].

Bir ¢alismada, giinde 100 IU vitamin E uygulanan Tip 1 diyabetik ¢ocuklarin
eritrosit MDA seviyesi kontrole kiyasla diisiis gdstermis ve eritrosit glutatyon seviyesinin
ise arttig1 saptanmustir [148].

Bitkilerin yapilan seker analizi sonucunda arabinoz, fruktoz, glukoz, sakkaraz ve
maltoz belirlenmistir. Asteraceae familyasinin iiyeleri agirliklarinin %12-16’smn1 proteinler
ve karbonhidratlar olusturur [149]. Suana kadar Scorzonera tiirleri iizerine seker
kompozisyonu ¢alisilmamistir.

Tim bu analizlere ek olarak calismamizda Scorzonera tiirlerinin antioksidan
kapasitesi DPPH serbest radikali kullanilarak belirlendi. Scorzonera tiirlerinin yaprak

kisimlarindan elde edilen ekstraktlarin artan konsantrasyonlara bagli olarak yliksek
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antioksidan etki gosterdigi saptandi. Fakat S. suberosa’nin kok kismindan elde edilen
ekstraktin oldukga diisiik antioksidan etki gosterdigi belirlendi.

Scorzonera divaricata ve Scorzonera pseudodivaricata’dan izole edilen
feruloylpodospermic asit A ve B’nin DPPH serbest radikal temizleme etkisinin artan
konsantrasyonlara paralel olarak arttig1 belirtilmistir [43].

Scorzonera radiata’nin toprak lstii kisimlarindan izole edilen bes yeni dihidrostilben
(skorzodihidrostiloen A-E) bilesiginin antioksidan 6zellikleri DPPH kullanilarak
belirlenmis ve bu bilesiklerin yiiksek antioksidan 6zellik gosterdigi rapor edilmistir [42].

Scorzonera undulata ssp. deliciosa’nin koklerinden elde edilen ekstraktin DPPH
serbest radikal temizleme aktivitesininin doza bagimli olarak arttig1 tespit edilmistir [138].

Yapilan diger calismalar dogrultusunda, calismamizda kullandigimiz tiirlerinde
DPPH serbest radikali iizerine antioksidan etki gosterdigi belirlendi. Bu etkinin ortaya
¢ikmasinda bitkilerin igerdigi flavonoidlerin, fitosterollerin ve vitaminlerin etkili oldugu
sonucuna varildi.  Ozellikle flavonoid bilesikler kimyasal yapi bakimindan giiclii
antioksidan Ozellik gosterirler. Flavonoidlerin kimyasal yapisindaki OH™ gruplarinin
fazlaligt ve yerlesim merkezleri bu bilesiklerin antioksidan 6zelliklerini 6n plana
cikarmaktadir. Yapida bulunan OH" grubundaki hidrojen donor olarak gorev yapmakta ve
basta hidroksil radikali olmak iizere peroksil ve peroksinitrit radikalleri gibi zararh

molekiilleri kararli hale getirmektedir.

Antimikrobiyal Aktivite

Bitki ekstraklariin antimikrobiyal etkisi degerlendirildiginde, biitiin bitki gruplarinin
Escherichia coli ve Bacillus megaterium iizerinde etkili olduklar1 gozlemlenirken,
Klebsiella pneumoniae iizerine hicbir ektraktin etkisi belirlenmedi. Antifungal aktivite
sadece SSY grubunda tespit edildi.

S. latifolia ve S. veratrifolia’nin farkli ¢oziiciilerde hazirlanan ekstraktlarinin;
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella
flexneri ve Candida albicans kiiltiirlerinde ki antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda, her iki
tiirtin de Staphylococcus aureus’a karsi yiiksek etki gosterdigi belirlenmistir [150].

Scorzonera undulata’nin kok ve toprak istii kisimlarinin farkli ¢6zgenlerdeki
ekstraktlariin antimikrobiyal etkisinin arastirilmasinda kullanilan; Staphylococcus aureus,

Enterococcus fecalis, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa ve Citrobacter freundeii
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tizerine etkili oldugu fakat, Escherichia coli’nin gelismesini engellemedigi saptanmustir.
Ayrica toprak Ustii kisimlarin kok kisimlarina kiyasla daha yiiksek antimikrobiyal ve
antifungal etki gosterdigi belirlenmistir [151].

S. sandrasica’nin farkli ¢oziiciilerde hazirlanan ekstraktlarinin antibakteriyal etkisi
tespit edilmesine ragmen, antifungal aktivitesi belirlenmemistir [41].

Scorzonera mollis’in farkli ¢6ziiciiler kullanilarak hazirlanan ekstraktlarin; Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
cloacae, Proteus vulgaris bakteri kiiltiirlerinin gelismelerini farkli oranlarda engellemistir.
Candida albicans’in gelismesini sadece bitkinin yaprak kisimlardan elde edilen
ekstraktlarin engelledigi rapor edilmistir [44].

Yaptigimiz calismalar sonucunda literatiirlerde yer alan sonuglara paralel bulgular
elde ettik. Gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite bitki
tirlerine gore farklilik gostermektedir. Ayrica antifungal aktivite sadece SSY grubunda

gozlenmesi literatiirde belirtilen bulgular ile desteklenmektedir.

Anaerobik Kiiltiir Ortamda Bitki Ekstraktlarinin Etkisi

Bitki ekstraktlarinin probiyotik maya kiiltiirleri iizerine etkileri bazi biyokimyasal
analizler yapilarak arastirildi. Oncelikli olarak oksidatif strese maruz birakilan maya
kiiltiirlerindeki lipid peroksidasyon miktar1 ve lipid kompozisyonu incelendi. Sonrasinda
ise kiiltlirlerin toplam protein miktarlar1 ve glutatyon diizeyleri analiz edildi.

Debaryomyces hansenii kiiltiiriinde yapilan analizler sonucu FeCl,+H,0, eklenen
gruplarda lipid peroksidasyon miktar1 belirgin diizeyde artis gosterdi. Kluveromyces lactis
kiiltiirtinde 1se kontrele kiyasla FR grubunda azalma, diger gruplarda ise yiiksek artislar
kaydedildi. Bu farkli bulgularin nedeni olarak mikroorganizmalarin serbest radikal
hasarlarina kars1 farkli 6l¢iilerde direng gosterdiklerini diisiinmekteyiz.

Maya kiiltlirti oksidatif stres ¢aligmalar1 genellikle Saccharomyces cerevisiae iizerine
yogunlagsmistir. Bu mikroorganizma iizerine yapilan g¢alismalar referans olarak kabul
edilmektedir. Fakat maya hiicrelerinin fizyolojik yapis1 farkliliklar gostermektedir.
Navarrete ve ark. bir ¢alismalarinda referans kabul edilen S. cerevisiae’ya kiyasla
Debaryomyces hansenii’nin kadmiyum kloriir ve hidrojen peroksite karsi daha duyarli
oldugu sonucuna varmiglardir [152]

Uzun zamandan beri siiperoksit anyonunun biyolojik membranlar iizerinde yer alan

anyon kanallar1 aracilifiyla, hidrojen peroksitin ise serbest¢e gectigi diisiiniilmekteydi
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[153]. Fakat daha sonra yapilan arastirmalarda ise bu diisiincenin yanlis oldugu anlasildi.
Seaver ve Imlay yaptiklari bir ¢alismayla H,O,’nin Escherichia coli plazma membranindan
serbestce gegcemedigini belirlemislerdir [154]. Jurkat-T hiicrelerinin sitoplazmik ve
peroksizomal membranlarindan olas1 HO, gecirgenliginin  degerlendirilmesinde,
biyomembranlarin radikal gegirgenligine direng gosterdigi rapor edilmistir [155].

S. cerevisiae lizerine yapilan bir ¢alismada H,O;’in hiicre permabilitesini etkiledigi
ortaya konulmustur [156]. Maya hiicreleri kararli durumda H,0, ile muamele edildigi
zaman iletim sisteminde glukoz oksidaz yerine L-a-amino asit oksidaz kullanir. Sabit fazda
hiicrelerin H,O, gecirgenligi 5 kat daha azdir. Gegirgenligin miktari membranlarin
kompozisyonuna bagli olarak degismektedir.

S. cerevisiae hiicrelerinin H,O; konsantrasyonuna bagli olarak farkli tepkiler verdigi,
diisiik konsantrasyondaki H,O;’ye kars1 adaptasyon gostermesine karsin yliksek miktardaki
H.0,’ye karsi direng ortaya koydugu belirlenmistir [157]. Biitiin bu bulgular hiicre
membranlarinin radikallere kars1 bir bariyer olusturdugunu gostermektedir.

Hidrojen peroksite kars1 hiicre membraninin potansiyel gecirgenligi iizerine FASI
geni tarafindan kodlanan yag asidi sentezinin rolii incelenmistir. Maya hiicresinin H,O;’ye
kars1 yag asidi sentaz aktivitesini arttirdigi, membran yag kompozisyonunda ki bu artigin
H,0; gecirgenliginin azalmasina ve canlilik halinin uzamasina neden oldugu belirtilmistir
[158]. Mayanin gosterdigi bu direng iizerine bir diger hipotez ise Schizosaccharomyces
pombe {izerinde yapilan ¢alisma ile ileri siiriilmiistiir. Bu ¢alisma ile ergosterol sentez
yolundaki bir genin (ERG3 ya da ERG6) delesyonu ile toplam sterol seviyesinin
azalmasiyla membran sterol bilesiminin degiserek mayanin H,O,’ ye karsi daha direngli
hale gelebildigi ileri siiriilmustiir [159].

Literatlirde belirtilen bu bulgularin yaptigimiz calisma ile paralellik gosterdigini
sOyleyebiliriz. Deneysel ¢alismamizda inkiibasyonun 24. saatinde eklenen radikallere kars1
maya hiicrelerinin canlilik aktivitesinde herhangi bir degisim olmadigi gibi radikal
hasarlarina karsida direng¢ gosterdigi sonucuna varildi.

Bitki ekstraktlarinin Debaryomyces hansenii’nin yag asidi profili iizerine etkileri
oldukca farklilik gostermistir. Analizler sonucu 18:1 yag asidinin kontrole kiyasla biitiin
gruplarda azaldig1 belirlenmistir. 18:2 yag asidinin LAC+FR, PLAC ve PSSY gruplarinda
az miktarlarda artt1g1, diger gruplarda ise 6nemli diizeylerde azaldig: belirlendi. 18:3 yag
asidi miktarmin kontrole kiyasla FR ve PSSK gruplarinda azaldigi belirlenirken, diger

gruplarda ise arttig1 tespit edildi.
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Kluveromyces lactis’in yag asidi kompozisyonu incelendiginde palmitik asit
miktarinin SSY-+FR grubunda azaldigi, buna karsin diger gruplarda yiiksek diizeyde arttig1
belirlendi. 18:1, 18:2 ve 18:3 yag asidi miktarlarinda ise kontrole kiyasla biitiin gruplarda
artis gorildi.

Biitiin bu sonuglar goz Oniline alindiginda, bitki ekstraktlarinin icerigi ve radikal
molekiillerin maya hiicreleri ile etkilesimi farkli biyokimyasal siiregleri ortaya
cikarmaktadir. Farkli tiir bitkilerin besin igerigine bagli olarak mikroorganizmalarin
kullandig1 karbon kaynaklarida degiskenlik gostermektedir. Besin maddelerindeki karbon
kaynaklarmin farklilk goéstermesi yag asidi sentezinden sorumlu biyomolekiillerin
aktivitelerini dogrudan ve ya dolayli olarak etkileyebilmektedir. Sonug olarak bu etkilesim
sentezlenen yag asidi miktarlarinda farklilik olugsmasina neden olmaktadir.

Maya hiicrelerindeki tekli doymamis yag asidi sentezinin A desaturaz tarafindan
gerceklestigini rapor edilmistir Ayrica aym1 caligmada Saccharomyces cerevisiae’da
desaturaz geni OLE1’in farkli karbon kaynagi, metal iyonlar1 ve oksijen miktarma bagh
olarak farkli uyarilarin gen ekspresyonunu etkiledigi sonucuna varilmistir [160]. Ciinkii
membran yag asidi kompozisyonu dogrudan veya dolayli olarak c¢evresel faktorlerden
etkilenmektedir. Ayrica hiicrenin yag asidi profilinin, gelisme ortaminda bulunan karbon
kaynagina bagli olarak da degisim gosterdigi ifade edilmistir [161,162].

Saccharomyces cerevisiae’nin yag asidi igerigini; nitrojen kaynaklarinin, gelisme
ortami igeriginin ve ¢evresel sartlarin etkiledigi belirtilmistir [163]. Bu disiincenin
temelinde ise; plazma membraninin mayanin i¢inde bulundugu cevre ile temas kuran ilk
hiicre kismu olmasindan kaynaklandig: ileri stiriilmektedir. Bir aragtirmada ise sicaklik,
oksijen ve besin siirlanmasi gibi gevresel faktorlerden Saccharomyces cerevisiae’nin agik
bir sekilde etkilendigi goriilmiistii. Hiicre plazma membraninda bazi adaptasyonlarin
olustugu belirlenmis ve bu degisikliklerin lipid bilesimindeki modifikasyonlarla
aciklanabilecegi ileri siirtilmistiir [164].

Maya hiicrelerindeki 18:1, 18:2 ve 18:3 yag asit miktarlarimin reaktif eklenen
gruplarda yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir. Bunun nedeni olarak bu yag asitlerinin
sentezinden sorumlu olan enzimler {iizerinde demir iyonunun aktive edici etkisi
olabilecegini sdyleyebiliriz (Sekil 25). Mayalarda doymamis yag asitlerinin sentezi iizerine
yapilan bir ¢alismada bu iyonun oOzellikle A° desaturaz iizerine katalizor etkiye sahip

oldugu rapor edilmistir [160].
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Sekil 25. A° yag asidi desaturaz enziminin redoks bilesenleri.

Debaryomyces hansenii’nin glutatyon miktar1 kontrole gére SSY+FR grubunda
diisiik bulunurken PSSY, PLAC ve PLAT gruplarinda ise bir farklilik belirlenmedi. FR ve
FR+ekstrakt gruplarinda ise glutatyon seviyesinin arttigi belirlendi. Kluveromyces lactis’in
glutatyon miktar1 analiz sonuglari incelendiginde kontrole kiyasla FR+ekstrakt gruplarinda
artis gozlemlenirken, sadece FR verilen grupta kontroliin altinda glutatyon belirlendi.
Sadece ekstrakt verilen gruplarda glutatyon miktar1 spektrofotometrik dlgiimler sonucu
belirlenemedi. Bu durumun, bitki 6rneklerinin flavonoid, fitosterol ve vitamin degerleri ile
mikroorganizmalarin farkli biyokimyasal yapilarindan kaynaklandigimi diisiinmekteyiz.
Bitki orneklerinin toplam flavonoid, fitosterol ve vitamin degerligi g6z Oniine alindigi
zaman SSY grubunun diger gruplara kiyasla bu bilesikleri fazla miktarda biinyesinde
bulundurdugu tespit edilmektedir. Flavonoidlerin, kiiltiir ortamina ilave edilen radikalleri
erken safhada inhibe ederek oksidatif hasari en az diizeye indirdigini diisiinmekteyiz.

Saccharomyces cerevisiae kiiltiiriine 1 mM parakuat ilavesi sonrasinda antioksidan
enzim diizeyleri arastiritlmig ve SOD miktarinin arttig1 rapor edilmistir [165].

Kadmiyum Klorid (KD) ve 1,4-dithiothreitol (DTT) ilavesiyle olusturulan oksidatif
stres sonrasinda, D. hansenii ve S. cerevisiae’nin bazi biyokimyasal parametreleri ile
direng diizeyleri arastirilmistir. D. hansenii’nin gelisme ortamina eklenen KD ve DDT
sonrasi, hiicrenin glutatyon miktarinda artis belirlenmistir. Buna karsin S. cerevisiae’nin
gelisme ortamina eklenen DTT bu organizmanin glutatyon sentezini arttirirken, KD nin ise

sentez lizerinde bir etki saglamadigi rapor edilmistir [152].
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Hidrojen peroksit ve parakuat ilavesi ile olusturulan oksidatif stres sonucu
Kluyveromyces marxianus’un antioksidan enzim diizeyleri ve farkli hava basinglar1 altinda
organizmanin canlilik diizeyleri test edilmistir. Sonu¢ olarak 1.2 ve 6 bar basing altinda
SOD, CAT ve glutatyon rediiktaz miktarlarinin kimyasal maddelerin eklenmesinden sonra
arttig1 belirlenmistir. Basincin artmast ile enzim diizeylerinde ki degisiminde incelendigi
calismada, artan basinca paralel olarak enzim miktarlarinin arttigi fakat bu miktarin
zamana bagl olarak diisiis gosterdigi tespit edilmistir [166].

Biitiin bu bulgular bize mikroorganizmalarin sentezledigi protein diizeyinin farkl
cevre kosullar altinda degiskenlik gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Buna ek olarak
oksidasyonun ilerleyen zamana bagli olarak mikroorganizma tarafindan tolere edildigini de
gostermektedir. Yani akut fazdaki oksidasyonda protein sentez hizi artarken ilerleyen
zaman siirecinde ekspresyonun azaldigi belirlenmistir [166].

Kluveromyces marxianus’un yiiksek doz kimyasal maddelere (50 mM H;0,, 1 mM
parakuat) ve yiiksek basinca (1.2-6 bar) karsi (%68-95) oranla canliligini belirtilmektedir
[166]. Bu sonuglar Kluveromyces’ in hem yiiksek doz kimyasallara karsi hem de olumsuz
cevre kosullar1 altinda yiiksek direng gosterdigini ispat etmektedir

Bir bagka ¢alismada ise 40 mM H,0, ilavesinden 1 saat sonra Schizosaccharomyces
pombe hiicrelerinin %10 undan azinin hayatta kaldig1 tespit edilmistir [167].

Literatiirde belirtildigi iizere farkli mikroorganizmalarin degisken radikal ve cevre
kosullar1 altinda fizyolojik ve biyokimyasal tepkileri farklilik gostermektedir. Ayrica
oksidatif stresin ilerleyen zamana bagl olarak giderildigini de yapilan ¢aligmalar sonucu
gormekteyiz. Yaptigimiz analizler sonucu diisiik glutatyon miktarinin 6lciilmesinde
inkiibasyon ~zamanmmin rolii  olabilecegini  diistinmekteyiz. Buna ek olarak
mikroorganizmalarin farkli toksik elemanlara karsi olusturduklar1 direncin tlire 6zgi
oldugunu kanisina varmaktay1z.

Maya kiiltiirlerinin toplam protein miktari, glutatyon miktarlar1 gibi farklilik
gostermektedir. D. hansenii kiiltiiriinde kontrole kiyasla diger gruplarin protein
miktarlarinda azalmalar tespit edilmistir. K. lactis kiiltiiriinde ise kontrole kiyasla FR ve
ekstrakt gruplarinda protein miktarinin arttig1 belirlenmistir.

Calismamizda kullandigimiz maya kiiltiirlerinin, glutatyon, total protein ve MDA
miktarlart dikkate alindiginda, K. lactis’in D. hansenii’ye kiyasla serbest radikal

hasarlarina kars1 daha direncli oldugu kanisina varmaktayiz. Ayrica S. cerevisiae’ye
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kiyasla D. hansenii’nin ¢evresel etkilere ve olusabilecek stres kosullarina daha az dayanikli
oldugu ilgili literatiirde belirtilmektedir [152].

Her iki maya tiiriiniin de toplam protein miktar1 ile MDA seviyeleri incelendiginde,
FR ve FR+ekstrakt gruplarinda bu iki parametrenin ters iliski igerisinde oldugu
goriilmektedir. T-2 toksin maddesini kullanarak indiiklenen lipid peroksidasyonu sonucu,
Kluyveromyces marxianus’un MDA ve protein miktarinin arastirilmasinda; MDA
miktarindaki artisa zit olarak toplam protein miktarindaki azalma dikkati c¢ekmistir.
Standart antioksidan verilen gruplarda da bu bulgu devam etmekte olup, ancak MDA
miktarindaki artis ile protein miktarindaki azalis diisiik seviyelerde seyretmistir [168]. Bu
bulgular toksik 6gelerin protein miktarindaki azalmaya neden olabilecegini gostermektedir.

Yaptigimiz calisma sonrasinda belirtilen literatiirlere benzer sonuglar elde edildi.
Calismamizda kullandigimiz maya tiirlerinin radikal ilavesi ile olusturulan oksidatif strese
kars1 farkli direng ve tepkiler gosterdiklerini analizler sonucu gozlemlendi. Ayrica bitki
ekstraktlariin antioksidan madde miktarina bagl olarak, gerek in vitro gerekse aerobik
kiiltiir ortam1 lipid peroksidasyon diizeylerine degisken Olgiilerde etki ettigi sonucuna

varildi.
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