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OZET

Bu tez kapsaminda Rosaceae familyasinda yer alan Potentilla recta L. bitkisinin toprak
usti kisimlarindan elde edilen ekstrenin antioksidan aktivitesi, antienflamatuvar
aktivitesi ve kimyasal bilesimi incelenmistir. P. recta toprak istii kisitmlarmin % 70’lik
metanol ekstresi hazirlanmigtir. Ekstrenin spektrofotometrik (toplam fenol, toplam
flavonoit, toplam flavonol) ve kromotografik/spektrometrik (SK-KS/KS) olarak

kompozisyonlari belirlenmistir.

Ekstrenin antioksidan aktivitesini belirlemek amaciyla indirgenme giiciiniin
belirlenmesi, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) ve 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-
6-siilfonik asit) (ABTS"™®) radikallerini siipiiriicii etki, askorbat-Fe(Ill)-katalizli
fosfolipit peroksidasyonunu engelleyici etki, p-karoten-linoleik asit birlikte
oksidasyonunu inhibe edici etki, demir (II) ile selat olusumu, spesifik olmayan hidroksil
radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasi, spesifik hidroksil radikali ile
yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasi deneyleri yapilmistir. Ayni ekstrenin RAW
264.7 fare makrofaj hiicre hattinda sitotoksisitesi incelenmistir. Ekstrenin
antienflamatuvar aktivitesini belirlemek amaciyla, makrofajlar LPS ile indiiklenmis ve
nitrik oksit, IL-1B, IL-6, IL-10 ve TNF-a diizeyleri 6l¢tilmiistiir.

Ekstrenin kimyasal bilesimi incelendiginde fenolik asitler, flavonoitler ve tanenler basta
olmak {izere fenolik bilesikler bakimindan zengin oldugu goriilmiistiir. Yapilan
antioksidan ve antienflamatuvar aktivite ¢alismalarinda gozlenen etkiden bu bilesiklerin

sorumlu oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Potentilla recta L., Rosaceae, Antioksidan aktivite,

Antienflamatuvar aktivite
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ABSTRACT

Within this thesis, the antioxidant activity, antiinflammatory activity and chemical
composition of extract obtained from aerial parts of Potentilla recta L. was investigated.
%70 methanol extract was prepared from aerial parts of P. recta L.. Chemical
composition of extract was analysed spectrophotometrically (total phenol, total
flavonoids, total flavonols) and chromatographic/spectrometric  (LC-MS/MS)

techniques.

In order to determine antioxidant activity of the extracts 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH®) and 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS"™) radical
scavenging effect, preventing peroxidation of the phospholipids, B-carotene-linolenic
acid co-oxidation assay, iron (Il) chelate formation, reduction, 2-deoxy-d-ribose
degradation by site and non site specific OH radical activity assay was investigated. The
cytotoxicity of the extracts was investigated using RAW 264.7 mouse macrophage cell.
Determinig the antiinflammatory activity, macrophages stimulated with LPS and the

levels of IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-q, nitric oxide were measured.

Analyzing the chemical composition of the extract, it was observed that extract was rich
in phenolic compounds especially phenolic acids, flavonoids and tannins. These
compounds are thought to be responsible from the antioxidant and antiinflammatory

effects observed in this study.

Keywords: Potentilla recta L., Rosaceae, Antioxidant activities, Antiinflammatory

activities



viii

ICINDEKILER

POTENTILLA RECTA L. BiTKiSi UZERINDE FARMAKOGNOZIK

ARASTIRMALAR
Sayfa no
| (O N 77N PPN i
BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK .......coiiiiieiicceeiee e i
YONERGEYE UYGUNLUK ONAYT ..ottt i
KABUL VE ONAY ittt ba et e e nna s v
TESEKKUR ......ocooviiiiiiiesee ettt s sttt sttt sttt sttt en et v
L0 /. D PP PPERRT Vi
A B S T R A T e e e e nrre e e anren vii
TCINDEKILER ..ottt sttt viii
KISALTMALAR .ottt e et e e e na e e e nne e e e naeeanneas Xiil
TABLOLAR LISTESI.........cccooiiiiiiiiiieicis e XVi
SEKILLER LISTESI ........cocoiiiiioiei ettt XVii
1. GIRIS VE AMAC ...ttt 1
2. GENEL BILGILER .........cccociviiiiiiiiccese s 5
2.1. BOTANIK OZELLIKLER ......c.coccciiiitiiiiiiesses sttt en e 5
2.1.1. Rosaceae familyasinin 0zelliKleri .........ccooeiviiiiiiiiiciii 5
2.1.2. Potentilla L. Cinsinin Diinyadaki Dagilimi ...........ccccoooviiiiiiiiiinincicicee 5
2.1.3. Potentilla L. Cinsinin Bitki Sistematigindeki Yeri.........ccocooovvniniiiinnnnnnns 6
2.1.4. Potentilla L. Cinsinin OzelliKIETi........cveeeeeeeeereeeeeecececececeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 6
2.1.5. Potentilla Tiirleri I¢in Tayin ANahtars ..........cocoevviveivierereeseeeee e, 7
2.1.6. POENTIIA FECLA L. ..o 10
2.1.7. Potentilla recta L. Tiirtintin Tiirkiye’deki Dagilimi ......cccceevevveieiienieennenn, 10
2.2. FARMAKOPELERDE KAYITLI OLAN POTENTILLA TURLERI................. 11
2.3. POTENTILLA TURLERININ GELENEKSEL KULLANIMI ......cccoovvvvreirinne. 12

2.4. POTENTILLA TURLERININ KIMYASAL BILESIMLERI.........cccccceveveunnnan 13



2.5. POTENTILLA TURLERI UZERINDE YAPILAN AKTIVITE

CALISMALARI ..ottt ettt et e et es st se et en s e e, 16
2.5. 1. ANtIGISET AKLIVITE...veiiiiiiieiiieciiie sttt sre e e 16
2.5.2. Antidiyareik AKEIVITE ........ccoviiiiiiiiiciesieeee e 17
2.5.3. Antineoplastik AKLIVITE ........ccoiieiiee e 17
2.5.4. Antiviral ve Antimikrobiyal AKLIVITE..........ccccoveviiiiiiece e 18
2.5.6. Antihiperglisemik ve Antihiperlipidemik AKtIVIte ... 21
2.5.7. Antienflamatuvar, Spazmolitik, Hepatoprotektif Aktivite...............ccccen...e. 23
2.5.8. ANtIOKSIAAN AKLIVITE .....veivieiieiieieiie et 24
2.5.9. Kardiyovaskller AKEIVITE ........ccooveiieriiiieiiciesee e 27
2.5.10. Tiroit Hastaliklarindaki Kullanimi............ccceevieiiiee e 27
2.5.11. DIZer AKLIVILEIET ..oovveiiieiiieieeeie e 28

2.6. TOKSISITE ...ttt 28
2.7. SERBEST RADIKALLER VE ANTIOKSIDANLAR .......ccocveieviiieeeer e 29
2.7.1. Serbest RAdIKAIIEr ..........coov e 29
2.7.2. Molekiiler Oksijen ve Reaktif Oksijen TUrleri.........ccocoovvviiiiiiiiniiiiiicnns 30
2.7.2.1. Reaktif Oksijen TUIIErT .....occovviiiiiiiiciii i 30
2.7.2.2. Reaktif AZot TUIICTT ..cccicvieee i 31
2.7.3. ANLIOKSIAANIAN ..o 32
2.7.3.1. Enzim Olan Endojen Antioksidanlar ...........ccccocveviiiienie e, 33
2.7.3.2. Enzim Olmayan Endojen Antioksidanlar ...........ccccocovvvevieiiiiinciieenen, 34
2.7.3.3. Eksojen AntioKSIAANIAr ..........ccooeiiiiiine i 35

2.8. ENFLAMASYONDA BAGISIK YANIT .....oooviiiiieieieeeeee e 40
2.8.1. D0ogal BaBISIKIIK .......cooviiiiiiiiiiiiciic e 40
2.8.2. Edinsel BaB1S1KI1K ......cc.oovviiiiiiiiiic 41
2.8.2.1. HUCTESEl YaNIt...c.viiiiiiiiiiiiie ettt 41
2.8.2.2. HUMOTAl YaNIL.....oiiiiiiiiiiiiiiii i 41
2.8.3. Bagisik Yanitta Baslica Hiicreler Arasi iliskiler: Sitokinler ..............c.......... 42

2.8.4. ENFIAMASYON ..ottt et 43



3. GEREC VE YONTEM ........c.ccoooiiiiieeeieeeeeeeeeees e seee s ssn et 45
3.1. DENEYSEL CALISMALARDA KULLANILAN BITKISEL MATERYAL,
KIMYASAL MADDELER VE CIHAZLAR ........ccointiiiiiniiniersissineiesesines 45
3.1.1. BitKISEl Materyal..........coveiiiiiiieiiee e 45
3.1.2. Kimyasal Maddeler .........c.covieiieiiee e 46
3.1.3. Kullanilan Cihazlar ... 46
3.2. DENEYSEL CALISMA ...ttt 46
3.2.1. Ekstrelerin HazirlaniSi...........ocooeiiiiiiieiiiiiec e 47
3.2.2. Fenolik Ierik ANAlIZICTi .......ccvcveveeieieieeeeecee ettt 47
3.2.2.1. Toplam Fenol MiKtar TaYINi........cccooerereiineniiinieieee e 47
3.2.2.2. Toplam Flavonoit MiKtar TaYiNi........cccoeeeieninininieenee e 47
3.2.2.3. Toplam Flavonol MiKtar Tayini.........cccccveveiiieieiieeiiese s 48
3.2.2.4. Siv1 Kromatografisi Kiitle Spektrometresi (SK-KS/KS) ile Fenolik
BileSiKlerin ANALIZI .......cc.oiveiiieiie e 48
3.2.3. Antioksidan Aktivite Calismalari..........cccceviiieiiiiiiiiiie e 49
3.2.3.1. Indirgenme Giiciiniin Belirlenmesi .............c.ccoeuevevrireererereriniecrereennne 49

3.2.3.2. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini.49
3.2.3.3. 2,2’-azino-bis (3-etilbenzatiazolin-6- sulfonik asit) (ABTS **)
Radikalini Stpirict Etki Tayini........ccocovviininiiiiniieeesc s 49

3.2.3.4. B-karoten / linoleik asit Birlikte Oksidasyonunu inhibe Edici Etki

TAYINT ot 50
3.2.3.5. Askorbat —Fe (I11)-Katalizli Fosfolipit Peroksidasyonunun

INRIDISYONU. ....covviiccecc e 50
3.2.3.6. Demir (I1) Selat AKtIVIEE ......covvieiiiiiieiie e 51

3.2.3.7. Spesifik Olmayan Hidroksil Radikali ile Yonlendirilmis 2-Deoksiriboz

BOZUIMASI. ..ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e 51

3.2.3.8. Spesifik Hidroksil Radikali ile Yonlendirilmis 2-Deoksiriboz

BOZUIMAST....iiiiiicie s 52
3.2.4. Hiicre Kultiirth Calismalart ..........cueeieiiiiiiiiiiie e 52

3.2.4.1. RAW 264.7 Hucrelerinin Kultire EAiImesi........cccccvvvveiiiieevieeiiiiiiin e 52



Xi

3.2.4.2. RAW 264.7 Hiicrelerinin Pasaji.........cccccoovveiiiiiniiiiiiiiiic e 52
3.2.4.3. Hiicre Dondurma ve Saklama ..........cccoooveiiiiiiiiiiniii e 53
3.2.4.4. FCS’nin INaKtiVASYONU ...cvcvevivieeveeieceeecececeeeescecreeteteseseseessese e eeeseseens 53
3.2.4.5. RAW 264.7 Hiicrelerinde Sitotoksik Etkinin Sulforhodamin B (SRB)
Kolorimetrik Gelisme Inhibisyonu Testi ile Belirlenmesi..................... 53
3.2.5. Antienflamatuvar EKi...........ccoooiiiiiiiiee e 54
3.2.5.1. Nitrik OKSIt DENEYI ......oviiviiiiiiieiiiieieie e 54
3.2.5.2. Interldkin-1B (IL-1B) Sitokin Seviyesinin Olgiimii..........c.cccveververennnnen. 55
3.2.5.3. Interlokin-10 (IL-10) Sitokin Seviyesinin Olgiimii..........cccoevovvrvevernnnen. 55
3.2.5.4. Interlokin-6 (IL-6) Sitokin Seviyesinin Olgimii..........cccoceveveveverrerernnen. 56
3.2.5.5. Tiimér Nekroz Faktor Alfa (TNF-o) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii........ 57
3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ ......eviviiiiiieinineeetesseessse s 57
4. BULGULAR ...ttt ettt bbbt b e sbe e 59
4.1. EKSTRENIN HAZIRLANISI, ICERIK ANALIZLERI .......ccccceveeeeeeeeee, 59
4.1.1. Ekstrenin HazirlaniSi........oocoviiiiiiiiiieiie e 59
4.1.2. Toplam Fenol, Flavonoit ve Flavonol Miktar Tayini..........ccccoeveveiiveieennnnn 59

4.1.3. Sivi kromatografisi Kiitle-Spektrometresi (SK-KS/KS) ile Fenolik

BilesiKIerin ANAliZi ......oocveiiiiieiiiie e 60

4.2. ANTIOKSIDAN AKTIVITE CALISMALARI ......cocoovevieeeeeeeeeee e, 66
4.2.1. Indirgenme Giiciiniin Belirlenmesi .............ccoeeveviiuevereriiiecrereeseeeeseseesn s 66
4.2.2. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH*® ) Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini....... 68

4.2.3.2,2’- azino-bis (3- etilbenztiazolin-6- sulfonik asit) (ABTS"™®) Radikalini
SUPUrictl Etki TaYINT ....ooeiiiiiiiiicieec s 69

4.2.4. B-Karoten/Linoleik Asit Birlikte Oksidasyonu inhibe Edici Etki

TAYINT 1ot 71
4.2.5. Askorbat —Fe (III) Katalizli Fosfolipit Peroksidasyonunun inhibisyonu......72
4.2.6. Demir (I1) Selat AKEIVIE ....c.eeieieiieiiieiie e e 73

4.2.7. Spesifik Olmayan Hidroksil Radikali ile Yonlendirilmis 2-Deoksiriboz

BOZUIMASI. .ottt et e e e et e e e e e e e e e e e e aas 74



Xii

4.2.8. Spesifik Hidroksil Radikali ile Yonlendirilmis 2-Deoksiriboz Bozulmasi... 75

4.3. HUCRE KULTURU CALISMALARI........ccooviiiierieeeeeeeeeeee e 75
4.3.1. RAW 264.7 Hiicrelerinde Sitotoksik Etkinin Sulforhodamin B (SRB)
Kolorimetrik Gelisme Inhibisyonu Testi ile Belirlenmesi...............ccc..e.... 75
4.4. ANTIENFLAMATUVAR AKTIVITE ....cooooviiiiiciccccee e 76
4.4.1. NIitriK OKSIt DENEY I ....cuviiviiiieie ettt sre e 76
4.4.2. Interldkin-1p (IL-1p) Sitokin Seviyesinin OlgUmii...........occvereeverrrerereennnn. 77
4.4.3. Interlokin-10 (IL-10) Sitokin Seviyesinin Olgimii...........ccocevevevevecererernnnn. 78
4.4.4. Interlokin-6 (IL-6) Sitokin Seviyesinin OIgUMii........cocoevvevererereercrererennn. 79
4.4.5. Tiimér Nekroz Faktor Alfa (TNF-a) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii............... 81
5. TARTISMA VE SONUC ........ooiiiiiiiiiieiie ettt et 82
6. KAYNAKLAR ..ttt bbbttt be et 92

OZGECMIS ...ttt 110



Xiii

KISALTMALAR
% AA : Yiizde Antioksidan Aktivite
ng : Mikrogram
pL : Mikrolitre
uM : Mikromolar
AA : Askorbik Asit
ABTS : 2,2’- azino-bis (3- etilbenztiazolin-6- sulfonik asit)
AscAE : Askorbik Asite Esdeger
BHA : Butil Hidroksi Anisol
BHT : Butil Hidroksi Toluen
CAT : Katalaz
CD - Hiicre Yiizey Molekiilleri
CO, : Karbondioksit
DMSO - Dimetilsiilfoksit
DNA : Deoksiriboniikleik Asit
DPPH : 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
EDTA : Etilendiamin Tetraasetik Asit
FBS : Fetal S1gir Serumu
FeCls; : Demir (1) kloriir
FeCl, : Demir (I1) kloriir
g : Gram
GA - Gallik Asit
GAE : Gallik Asite Esdeger
GSH - Glutatyon

GSH-Px - Glutatyon Peroksidaz
H,0; - Hidrojen Peroksit

HRP : Horseradish Peroksidaz



1Cso

Ig

IL
K3S,0s8
KH,PO,

LDL
LPS
MDA
mg
MHC
MiK
mL

mM
Na,CO3
NADPH
NaNO,
NaOH
NK

NO
NOS
PBS
RA
RAW

RE
ROT

SK-KS/KS

: Yiizde Ellisini inhibe Eden Konsantrasyon
: Immiin Globiilin

: Interldkin

- Potasyumpersiilfat

: Potasyumdihidrojen Fosfat

- Litre

: Diisiik Agirlikli Lipoprotein

: Lipopolisakkarit

: Malondialdehit

: Miligram

- Major Histokompatibilite Kompleksi

: Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
- Mililitre

: Milimolar

: Sodyum Karbonat

: Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat
: Sodyum Nitrat

: Sodyum Hidroksit

: Dogal Oldiiriicii

- Nitrik Oksit

- Nitrik Oksit Sentaz

: Fosfat Tamponu

: Rozmarinik Asit

Xiv

: 264.7 Abelson Fare Losemi Viriisii Transforme Edilmis Makrofaj Hiicre

Hatt1
: Rutine Esdeger Miktar
- Reaktif Oksijen Tiirleri

: Sivi Kromatografisi Kiitle Spektrometresi



SOD
SRB
TBA
TBHQ
TCA
TEAC
TMB
TNF
WHO

- Stiperoksit Dismutaz

: Sulforhodamin B

: Tiyobarbitiirik Asit

- Ter-butil Hidrokinon

: Trikloroasetik Asit

: Troloks’ a Esdeger
:3,3°,5,5 tetrametilbenzidin
: Tiim6r Nekroz Faktor

: Diinya Saglik Orgiitii

XV



Tablo 2.1.
Tablo 2.2.

Tablo 2.3.
Tablo 4.1.

Tablo 4.2.
Tablo 4.3.

Tablo 4.4.
Tablo 4.5.

Tablo 4.6.

Tablo 4.7.

Tablo 4.8.

Tablo 4.9.

Tablo 4.10.

Tablo 4.11.

Tablo 4.12.

Tablo 4.13.

Tablo 4.14.

TABLOLAR LiSTESI

Potentilla tiirlerinin diinyanin farkli bolgelerindeki kullanimlari..............
Bazi Potentilla tiirlerinin toprakiistii kisimlarindan izole edilen
DILESIKIT .t
Temel sitokinlerin siniflandirtlmast...........cccooovviiieiiiici e
Ekstre verimi, toplam fenol, toplam flavonoit ve toplam flavonol
INIKEATTAT T .t
P. recta ekstresinde SK-KS/KS ile tanimlanan bilesikler ...........cc.ccooveee..
P. recta ekstresinin ve standartlarin demir (III)’4 demir (II)’ye
indirgeme Kapasiteleri.........coveiiiieiieiiiicce e
P. recta ekstresi ve standartlarin DPPH® radikalini siipiiriici etkileri.......
P. recta ekstresinin ve standartlarm ABTS™ radikalini siipiiriicii
BEKIIEIT .
P.recta  ekstresi ve  standartlarmm  f-karoten/linoleik  asit
peroksidasyonuna etkileri ..........c.cocveviiiiiicie s
P. recta ekstresinin ve standartlarin fosfolipit peroksidasyonunu
INNTDISYONU.....iiitiie e
P. recta ekstresinin ve standartin spesifik olmayan hidroksil radikali
ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasina etkisi ...........c.ccecvrivirinnnnnn.
P. recta ekstresinin RAW 264.7 hiicrelerinin canliligina etkisi ................
P. recta ekstresinin 6nce ekstre uygulanan, sonra ekstre uygulanan ve
beraber ekstre uygulanan RAW 264.7 hiicrelerinde nitrik oksit
MIKtarna 0lan etKiSi........ccooiviiiiieiie i
P. recta ekstresinin Once ekstre uygulanan ve beraber ekstre
uygulanan RAW 264.7 hiicrelerinde IL-1p miktarina olan etkisi .............
P. recta ekstresinin Once ekstre uygulanan ve beraber ekstre
uygulanan RAW 264.7 hiicrelerinde IL-10 miktarina olan etkisi .............
P. recta ekstresinin Once ekstre uygulanan ve beraber ekstre
uygulanan RAW 264.7 hiicrelerinde IL-6 miktarina olan etkisi ...............
P. recta ekstresinin Once ekstre uygulanan ve beraber ekstre

uygulanan RAW 264.7 hiicrelerinde TNF-a miktarina olan etkisi............

XVi



XVvii

SEKILLER LISTESI
Sekil 2.1.  Potentilla L. cinsinin diinyadaki dagilimi...........cccccoevevveiiiieiieieseseenns 6
Sekil 2.2.  Potentilla recta’nin Tiirkiye’deki dagilimi.........cccocoevviieiieiiiccieccec, 11
Sekil 2.3.  Flavonoitlerin genel kimyasal yapist ........cccoccoviiiiiiiiiinicieiesc s 38
Sekil 2.4.  Sinnamik ve benzoik asitlerin genel kimyasal yapilart ............cccocevennnne. 39
Sekil 3.1.  Potentilla recta L. bitkisinin ¢icekli toprak tistii kisimlari ........................ 45
Sekil 4.1.  P. recta ekstresinin toplam iyon spektrumu [E(-) Q3 scan modu] ............ 60
Sekil 4.2.  Potentilla recta bilesimindeki fenolik maddelerin kimyasal formiilleri....61
Sekil 4.3. 191 [M-H] iyonunun spektrumu [Kinik asit].........cc.ccooeviieneninininnnins 62
Sekil 4.4. 301 [M-H] iyonunun spektrumu [Elajik asit] ..........cccccoeivieiiiiieiieieeene 62
Sekil 4.5. 341 [M-H] iyonunun spektrumu [Kafeik asit tireVi]........cccocervvrieniinnnnnns 63
Sekil 4.6. 447 [M-H] iyonunun spektrumu [Kemferol glikozit] ............cc.ccooevvnnnnns 63
Sekil 4.7. 477 [M-H] iyonunun spektrumu [Kersetin glukronit] ............c.ccccooevnnnns 64
Sekil 4.8. 595 [M-H] iyonunun spektrumu [Kersetin tirevi]........cocevereririeinnnnnens 65
Sekil 4.9. 783 [M-H] iyonunun spektrumu [Bis-HHDP glukoz]..............cccccoovnnnene 65
Sekil 4.10. 934 [M-H] iyonunun spektrumu [Potentilin] .........c.ccooviiiininiiniiinns 66
Sekil 4.11. P. recta ekstresinin ve standartlarin demir (III)’4 demir (II)’ye
indirgeme Kapasiteleri..... ..o 67
Sekil 4.12. P. recta ekstresi ve standartlarin DPPH® radikalini siipiiriicii etkileri....... 69
Sekil 4.13. P. recta ekstresinin ve standartlarm ABTS™ radikalini siipiiriicii
BEKIIEIT ..o 70
Sekil 4.14. P.recta ekstresinin  ve standartlarin  -karoten/linoleik  asit
peroksidasyonuna etkileri ............ccoooiiiiiiiiiiii 72
Sekil 4.15. P. recta ekstresinin ve standartlarin fosfolipit peroksidasyonunu
INNTDISYONU......eii e 73
Sekil 4.16. P. recta ekstresinin RAW 264.7 hiicrelerinin canliligina etkisi................... 76
Sekil 4.17. P. recta ekstresinin 6nce ekstre uygulanan, sonra ekstre uygulanan ve

beraber ekstre uygulanan RAW 264.7 hiicrelerinde nitrik oksit

MNIKEATINA OLAN ETKIST vttt eeeenenenennnne 77



XViii

Sekil 4.18. P. recta ekstresinin Once ekstre uygulanan ve beraber ekstre

uygulanan RAW 264.7 hiicrelerinde IL-1p miktarina olan etkisi ............. 78

Sekil 4.19. P. recta ekstresinin Once ekstre uygulanan ve beraber ekstre

uygulanan RAW 264.7 hiicrelerinde IL-10 miktarina olan etkisi ............. 79

Sekil 4.20. P. recta ekstresinin once ekstre uygulanan ve beraber ekstre

uygulanan RAW 264.7 hiicrelerinde IL-6 miktarina olan etkisi ............... 80

Sekil 4.21. P. recta eckstresinin Once ekstre uygulanan ve beraber ekstre

uygulanan RAW 264.7 hiicrelerinde TNF-a miktarina olan etkisi............ 81



1. GIRIS VE AMAC

Bitkiler, yiizyillardir tibbi amagclarla kullanilmaktadir. Son yillarda, sentetik
hammaddelerle tiretilen ilaglarin olas1 yan etkileri nedeniyle, hastaliklardan korunma ve
tedavi amaciyla bitkisel ilaglarin kullanimi artmigstir. Tiim diinyada tibbi bitkilere yogun

bir ilgi oldugu ve bu bitkilerle yapilan ¢alismalarin giin gegtikce arttigi bilinmektedir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore diinya niifusunun %70-80’i geleneksel
tiptan yararlanmaktadir (1). WHO, kullanilan tibbi bitkilerin toplam miktarinin 20.000
civarinda oldugunu tespit etmistir (2). Geleneksel tipta asirlardir kullanilan bitkiler ve
etnobotanik arastirmalar, eskiden oldugu gibi bugiin de yeni etken madde arayisi
icindeki modern ila¢ arastirmalarina kaynak olmay1 siirdiirmektedir. WHO’ nun Temel
[laglar Model Listesinde bulunan 210 kii¢iik molekiillii ilagc hammaddesinden 17’si
bitkisel kdkenlidir (3).

Tirkiye halk ilact ve besin olarak kullanilabilecek bitkiler agisindan zengin bir floraya
sahiptir. Tirkiye’de 11000 civarinda bitki taksonu yetismektedir. Bunlardan 500 kadari
tibbi amaglarla kullanilmaktadir (4). Ulkemiz florasinin zenginliginin temelinde, degisik
iklim tiplerinin varligi, cografik durumu, jeolojik yapisi, topografik o6zellikleri, cesitli
toprak gruplarma sahip olmasi ve ii¢ degisik fitocografik (Avrupa-Sibirya, iran-Turan

ve Akdeniz bitki cografyasi) bolgenin birlestigi bir alanda yer almasi bulunmaktadir (5).

Rosaceae familyasi diinya ¢apinda yaklasik 110 cins ve 3000°den fazla tiirle temsil
edilmektedir (6). Bunlarin birgogu 6nemli meyve, kabuklu yemis, siis bitkisi ve odun
tirtinleridir. Bu familyanin tiyeleri ¢ok degerli besin maddelerini, estetik veya endiistri
icin ¢ok begenilen iriinleri saglar (7). Meyveleri kurutulmus veya taze olarak, meyve
suyu ve islenmis iirtinler gibi ¢esitli sekillerde kullanilmaktadir. Meyvelerinin (elma,
armut, kiraz, erik kayisi, ¢ilek) ekonomik degeri yliksektir ve kesme c¢icek olarak da

onemli bitkileri kapsamaktadir (8).



Potentilla cinsi Rosaceae familyasi, Rosoideae alt familyasinin bir tiyesidir ve genel
olarak kuzey yarimkiirenin, Alp daglar1 ve 1liman kutup bolgelerinde dagilim gosterir.
Bu cinsin tedavi edici 6zellikleri eski ¢aglardan beri bilinmektedir. Toprak {iistii ve
toprak altt kisimlarmin ekstreleri geleneksel tipta iltihaplarin, yaralarin, bazi kanser
tiplerinin, bakteri, mantar ve viriis enfeksiyonlarinin, ishal, diyabet gibi bazi

rahatsizliklarinin tedavisinde kullanilmistir (9).

Yunan ve Latin dillerinde Potentilla tiirleri "Heptaphyllon" veya "Pentaphyllon",
"Septifolium" ve "Quinquefolium" olarak adlandirilmistir. Yunan hekim Pedanius
Dioscorides, iltihaph yiiz egzamasinda ve agiz boslugu iilserasyonlarinda P. erecta (L.)
Raeusch (Tormentil)’nin toprakalti kisimlarindan hazirlanan dekoksiyonun kullanimini
tavsiye etmistir. Ortagaglarda Avrupali hekim ve botanik¢iler H. Bock, L. Fuchs,
Paracelsus, Tabernaemontanus ve C. Bauhin, Potentilla tiirlerini botanik kitaplarinda
tarif ve tasvir etmislerdir. Fuchs, NewKreiiterbuch (1543)’da P. alba L., P. reptans L.,
P. neumanniana Rchb. (toprak alt1 kisimlar1 ve yapraklar), P. anserina L. (toprak istii
kisim) ve P. erecta (toprak alti ve toprak istii kisimlari)’y1 igeren bes Potentilla
tiirlinden bahsetmistir. Su, siit, bal ile hazirlanan ekstreler ve alkollii ¢ozeltiler dis agrist,
bogaz iltihaplari, yara iyilesmesi, sarilik, agiz {ilseri, dizanteri tedavisinde ve

homeostatik ilag olarak kullanilmistir (9).

Geleneksel Cin tibbinda Potentilla ekstreleri ishal, hepatit, fonksiyonel uterin kanama,
travmatik kanama ve tip 2 diyabette ilag olarak kullanilmistir (10,11). Tibet geleneksel
tibbinda P. anserina kok ekstreleri bazi viral enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmistir
(12). Benzer sekilde birgok Potentilla tiiri Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika’da farkli

kiiltiirlerin geleneksel tibbinda kullanilmistir.

1811 yilinda, C.H. Pfaff, P. erecta rizomlarinda ana madde olarak tanen varligini ilk
kez kanitlamistir ve bu bilesenlerin bitkinin astrenjan etkisinden sorumlu oldugu
sonucuna varmistir. 1960'larda, bitki kimyas1 ilizerine yapilan ¢alismalarda 6zellikle P.
erecta rizomlar1 incelenmis ve yaymlanmistir. 1980'lerden baglayarak sadece yerel
olarak 6nemli Potentilla tiirleri ile ilgili yayinlar yapilmistir. Potentilla tiirleri ve
bunlarin ekstrelerinin farmakolojik olarak degerlendirilmeleri (in vitro ve in vivo)

ozellikle 1980'lerden bu yana yapilmistir. Son yillarda P. erecta kok ekstrelerinin



tilseratif kolit tedavisinde ve cocuklardaki viriis kaynakli ishal tedavisinde kullanimi

tizerine klinik ¢alismalar yapilmaktadir (9).

Antioksidanlar, viicudumuzdaki kimyasal reaksiyonlar sonucu olusan veya dis etkenler
tarafindan olusturulan ve hiicrelere zarar veren serbest radikalleri etkisiz hale getirerek
kanser dahil pek c¢ok hastalifa neden olabilecek zincir reaksiyonlar1 Onleyen
molekiillerdir. Bilinen ve halen ticari olarak kullanilan sentetik antioksidanlar
(butilhidroksi toluen-BHT, butilhidroksi anisol-BHA, ter-butil hidrokinon-TBHQ gibi)
kimyasal yapilarinda fenolik gruba sahiptirler. Antioksidan etkiden sorumlu yapinin da
bu fenolik gruplar oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, son yillarda kimyasal yapisinda

fenolik bilesikler i¢eren bitki tiirleri ile yapilan ¢aligmalar artmistir.

Potentilla cinsinin Tiirkge adi digitat yaprakli olmasi sebebiyle Besparmakotu olarak
bilinmektedir. Bunun yaninda Ingilizce’de Besparmakotu anlama gelen "Cinquefoil
olarak anilmaktadir. Isminin asil anlaminin ise Latince’den (potentiel) Fransizca’ya
gegen "potent (giiglli, saglam, dayanikli) kelimesinden tiiredigi bilinmektedir (13).
Potentilla tiirlerinden biri olan, Potentilla recta L., halk arasinda antibakteriyel, ates
diistiriicii ve tonik olarak kullanilmaktadir. Bitkinin 0ziiti, mantarlarin etkilerini
azaltmaktadir ancak bakteri suslarina kars1 zayif etki gostermektedir. Bitkinin S. aureus,
E. coli, C. albicans ve C. krusei’ye karsi antimikrobiyal etki gosterdigi saptanmistir
(14).

Bu calismada, Kayseri Ili, Pmarbas: ilgesi, Asagibeycayir Koyii yakinlarindan toplanan
P. recta tiriiniin kimyasal bilesimleri ve biyolojik aktivitelerinin incelenmesi
amaclanmistir. Ekstrenin kimyasal bilesimi spektrofotometrik (toplam fenol, toplam
flavonoit, toplam flavonol) ve kromotografik/spektrometrik (SK-KS/KS) olarak

belirlenmistir.

Ekstrenin  antioksidan aktivitesini  belirlemek amaciyla indirgenme giiciiniin
belirlenmesi, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) ve 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-
6-siilfonik asit) (ABTS'®) radikallerini siipiiriicii etki, askorbat-Fe(Ill)-katalizli
fosfolipit peroksidasyonunu engelleyici etki, p-karoten-linoleik asit birlikte
oksidasyonunu inhibe edici etki, demir(II) ile selat olusumu, spesifik olmayan hidroksil

radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasi, spesifik hidroksil radikali ile



yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasi deneyleri yapilmistir. Ayni ekstrenin RAW
264.7 fare makrofaj hiicre hattinda sitotoksisitesi belirlendikten sonra, ekstrenin
sitotoksik olmayan dozlarinda antienflamatuvar aktivitesini belirlemek amaciyla,
makrofajlar LPS ile indiiklenmis ve nitrik oksit, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10 diizeyleri

Olciilmiistiir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. BOTANIK OZELLIiKLER
2.1.1. Rosaceae familyasinin 6zellikleri

Rosaceae familyasi bitkileri otsu ya da odunsu bazen de dikenli olabilirler. Yapraklari
alternan, genellikle stipulali kenarlar1 siklikla digli basit veya birlesiktir. Cigek durumu
aga¢ ve calilarda genellikle kisa siirgiinler {izerindedir; basak, salkim, panikula veya
korimbus seklinde gruplasmistir. Cigek tablasi genellikle gukurlasip bir kupa seklini
almistir (hipantiyum), buraya karpeller yerlesmistir. Cigekler hermafrodit veya tek
eseyli aktinomorf, perigin veya epigindir. Kaliks 4-5 pargal1 serbest; epikaliks mevcut
ya da degildir. Koralla 4-5 parcali ve serbest; ender olarak kaybolabilir. Stamen 1 ya da
daha fazla sayidadir. Ovaryum alt durumludan iist durumluya kadar olabilir, 1 ya da
daha fazla karpellidir. Karpeller genelde serbest; stilus terminal, lateral, veya
ginobaziktir. Meyve etli veya kuru aken, nuks drupa ya da folikiil tipindedir.
Cogunlukla agregat meyve tasir. Tohumlarda endosperma yoktur (15-16).

Rosaceae familyas1t Amygdaloideae, Maloideae, Rosoideae ve Spiraecoideae olarak dort

alt familyaya ayrilmistir (17).
Potentilla cinsi Rosoidae alt familyasina dahildir.
2.1.2. Potentilla L. Cinsinin Diinyadaki Dagilim

Potentilla cinsi genellikle kuzey yarimkiirenin iliman kutup ve Alp daglar1 bolgelerinde
dagilim gosterir. Birkag tiir de tropik yiiksek dag bolgelerinde ve Giliney Amerika'da
bulunur. Tir ¢esitliligi Kuzey Avrasya'da en yliksektir (9).



Sekil 2.1. Potentilla L. cinsinin diinyadaki dagilim1 (9)

2.1.3. Potentilla L. Cinsinin Bitki Sistematigindeki Yeri

Boliim: Spermatophyta

Alt Boliim: Angiospermae

Sinif: Dicotyledonae

Takim: Rosales

Familya: Rosaceae

Alt Familya: Rosoideae

Cins: Potentilla L. (Bes parmak otu)
Tiir: Potentilla recta L. (9,18).

2.1.4. Potentilla L. Cinsinin Ozellikleri

Cok yillik, nadiren tek yillik, ot veya kiigiikk calilar. Yapraklar dijitat, pinnat veya
trifoliat. Cicekler genellikle ucta, ¢icek durumu siméz ya da tek, 5 ya da nadiren 4
parcali. Hipantium merkezi yarikiiremsi bir reseptakulumla birlikte hafifce konkav
seklinde. Epikaliks var. Petaller sar1 ya da beyaz, nadiren kirmizimsi. Stamenler
cogunlukla 20, bazen de ¢ok ya da az. Meyveler aken. Stilus subterminal (ovaryumun
tepesine yakin bir sekilde tutturulmus gibi), lateral ya da bazal, filiform uzun ya da kisa,
genellikle kalinlasmis bazen de tabanda papilli, akenden kisa, ayn1 boyda ya da uzun

olabilir ve genellikle meyve diisiiciidiir (16).



2.1.5. Potentilla Tiirleri I¢in Tayin Anahtar1

=

Calilar; yapraklar pinnat

1. Otsu bitki, bazen tabanda odunsu; yapraklar pinnat, dijitat ya da trifoliat

N

Yapraklar pinnat

N

Yapraklar dijitat ya da trifoliat

w

Yapraklar dijitat, nadiren trifoliat (P. crantzii) Grup C

e

Yapraklar daima trifoliat

Grup C

1. Bitki stolonlu; gigekler tek, cigekler koltuklarda

2. Bazi ciceklerde sepal ve petaller en azindan 4; petaller 4-5.5 mm 43. anglica
2. Sepal ve petaller her zaman 5; petaller 7-11mm 44. reptans
1. Bitki stolonlu degil; ¢igekler u¢ simlerde toplanmis

2. Petaller beyaz, sepallerden daha kisa; akenler kisa yumusak tiiylii

4. Yaprakeiklar altta yogun villoz-tomentoz, kesik ugla birlikte 49. savvalensis

4. Yaprakciklar gengken altta ipeksi-tiiylii, zamanla seyrek villoz olur, uglar

yuvarlak 50. doddsii
3. Petaller sari, sepallerden neredeyse her zaman uzun; akenler tiiysiiz

5. Stilus genellikle obkonical, nadiren tabanda kalinlagmis, akenden kisa veya ayni

uzunlukta

6. Yaprakeiklar pinnatisekt, yaprak orta damar1 neredeyse 3 ila 7 dogrusal veya eliptik
dikdortgen pargaya boliinmiis 40. geranioides

6. Yaprakgiklar boliinmemis, oymali veya oymali-disli

7. Yaprakeiklar 5 35. crantzii
7. Yaprakgiklar (5-)7(-9)

8. Bitki guddesiz, tabanda odunsuz; yaprakgeiklar ipeksi tiiylii-piloz 39. cappadocica
8. Bitki salg tiiylii, tamamen otsu; yaprakgiklar seyrek olarak kisa yumusak tiiylii, yesil
9. Salg tliylii tiiyler sapli, kirmizimsz; stilus papilli degil 38. opaca

9. Guddeler sapsiz, sari; stilus papillin altinda 37. humifusa



5. Stilus her zaman tabanda konik, akenden kisa, ayn1 uzunlukta veya uzun
10. Stilus akenden ¢ok uzun

11. Petaller 8-11 mm

12. Yaprakeiklar her iki tarafta 5-8 disle birlikte; petaller 9-11 mm

13. Yaprakciklar oymali veya oymali-testere disli, her zaman 5; bitki uzun, ipeksi,

yatik-tiyli 25. umbrosa

13. Yaprakeiklar testere disli veya kentikli- testere disli; 5(7-); bitki yogun olarak kisa
titylerle birlikte yayilan-havli 24. anatolica

12. Yaprakgiklar her iki tarafta 2-4 disli; petaller 8-8.5 mm 26. balansae
11. Petaller 5-7.5 mm

14. Yaprakgiklar beyaz-tomentoz veya ipeksi tiiylii-villoz; ¢igekli govde 1-3 cm
27. pulvinaris

14. Yaprakgiklar yatik-tiiylii veya tiiysiiz, yesil; ¢cigekli govde 3-15 cm

15. Petaller 7-7.5 mm; yaprak¢iklar tliysiiz, genellikle kenarlarda kisa
Kirpikli 30. ruprechtii
15. Petaller 7 mm den kisa; yaprakgiklar tiiylii veya tiiysiiz, kenarlarda kisa kirpikli
degil

16. Yaprakgiklar seyrek olarak tliysiizden yumusak kilsiya kadar, yesil ~ 29. aucheriana
16. Yaprakgiklar yatik-villoz, gri 28. pannosa
10. Stilus akenden kisa ya da ayn1 uzunlukta

17. Yaprakgiklar beyaz-tomentoz, altinda tiim tiiyler kivrik

18. Yaprakciklar yelpazemsi-pinnatisekt, yaprak orta damari neredeyse lineer boliimler

halinde boliinmistiir; ¢igekli govde genellikle toprak tizerine yatik 12. calabra

18. Yaprakciklar cesitli disli veya pinnatifid, yaprak orta damari yartya boliinmiis;
cicekli govde dik olarak yiikselmis veya govde ylikselici

19. Yaprakeiklar yogun olarak her iki tarafta beyaz-sik yumusak tiiylii; petaller 5-5.5

mm,; ¢igek durumu birkag ¢igekli, yogun sim 13. meyeri

19. Yaprakeiklar altinda beyaz-sik yumusak tiiyli, seyrek olarak tiiylii, yukarida yesil;
petaller 3.5-5 mm; ¢igek durumu genellikle birgok ¢icekli, gevsek sim 11. argentea



17. Yaprakeiklar altinda ¢esitli tiylli, kivrik tiiylii veya degil, yesil veya gri, hicbir

zaman beyaz-sik yumusak tiiyli degil
20. Cigekli govde yanal; koganlar ¢ok sayida rozet yaprakla birlikte
21. Yaprakgiklar 5; meyve kaliksi zamanla biiyliyen

22. Yaprakgiklar obovat veya obovat-baltamsi; dis kaliks boliimleri 2-3-kama, nadiren
tam 22. kotschyana

22. Yaprakgiklar dikdortgensi-eliptik; dis kaliks boliimleri tam
23. Petaller 4 mm 15. armeniaca
23. Petaller 6-8 mm

24. Govde kirmizimsi; yaprakeiklar 10-20 mm, kenarlar alta dogru kivrik; stilus akenle

ayni uzunlukta 16. lazica

24. Govde kirmizimsi degil; yaprakgiklar (15-)20-35 mm, kenarlar alta dogru kivrik

degil; stilus akenden kisa 33. adscharica
21. Yaprakgiklar (5-)7(-9); meyve kaliksi zamanla biiyiiyen degil
25. Bitki guddeli; yaprakgiklar 15-40 mm, obovat-dikdortgensi 6-12 ¢ift disli

31. thuringiaca
25. Bitki ortii tiiylii; yaprakgiklar 10-12 mm, genis olarak obovat, 4-5 ¢ift disli32.orbiculata
20. Cigekli govde ugta; yaprak rozetleri eksik veya az
26. Stilus aken kadar uzun 14. inclinata
26. Stilus akenden kisa

27. Yaprakeiklar yukarida az ¢ok tiiysiiz, asagida seyrek olarak tiliylli; ¢icekli govde az
cok tiiysiiz 19. sublaevis

27. Yaprakgeiklar her iki tarafta seyrek tiiyliiden yogun tiiyliiye; cicekli govde tiiylii

28. Bitki yogun olarak salgi tiiylii, guddeli tiiyler kisa guddesiz tiiylerden ¢ok uzun;

petaller soluk sari 17. astracanica

28. Bitki guddesiz veya az sayida guddeli tiiyler kisa guddesiz tiiylerden daha kisa;

petaller sari

29. Yaprakgiklar 5(-7), genis olarak obovattan dikdortgenimsiye, ¢ok kii¢iik miktarda

oymali-disli 18. detommasii
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29. Yaprakeiklar 5(-7), genellikle dikdortgenimsi-seritsi, testere disli, tabanda kentikli-

testere digliden pinnatisekte kadar 20. recta
(16)
2.1.6. Potentilla recta L.

Dik veya yiikselici govdeli ¢ok yillik bitkilerdir. Cigekli govde (2-) 20-60 (-90) cm,
uzun veya kisa ortii tiiyleri ve genellikle sayilar1 birkag¢ tane olan yumusak salgi tiiyleri
mevcuttur. Yapraklar parmaksi; yaprakciklar 5 veya 7, oblong-obovattan seritsi-
lanseolata veya bazen kamamsi-obovata degisen sekillerde, 10-50(-70) x 5-25 mm,
testere disli, kentikli-testere disliden pinnatisekte kadar parcali, bazen ciftli ve her iki
tarafta ince uzun yumusak tiiylii, yesil veya gri renklidir. Cigekler simlerde toplanmastir.
Dis kaliks boliimleri serit-lanseolat, tiggen-ovat sepaller kadar uzun veya onlardan gok
az kisa, (3.5-)5-8 mm. Tag yapraklar sar1, obkordat, 6-10(-13) mm, sepallerden uzun.
Akenler piiriizlii, kanatli; boyuncuk tabanda koni seklinde, akenden kisa. Cigeklenme
donemi 5-7. Cayirlar, otlaklar, 1slak ve golgeli yerlerde yetisir, deniz seviyesi -2300
m.’dir (16).

2.1.7. Potentilla recta L. Tiiriiniin Tiirkiye’deki Dagilimi

P. recta son derece degisken poliploit komplekstir. Tiirkiye’de bir dereceye kadar

entegre olmus ii¢ ana resmi olmayan grup tanimlanmistir.

1. Canak yapraklar 3.5- 4 mm; ta¢ yapraklar 6-7 mm; yaprakc¢iklar obovat-kiineat,

pinnatisekt, linear-lanseolat dislere ayrilmig Grup C

1. Canak yapraklar 5-8 mm; ta¢ yapraklar 7-10(-13) mm; yaprak¢iklar oblong-
obovatdan linear- lanseolata, serrattan pinnatisekte kadar tiggensi veya dikdortgen disli

2. Yaprakgiklar serrat, tiggensi disli, sivri, her bir kenarda (5-)6-8(-9) Grup A

2. Yaprakeiklar kentikli- serrattan pinnatisekte, disler dikdortgensi, sivri veya obtus, her
bir kenarda (6-)7-10(-11) Grup B
Grup A.

A1(E) Tekirdag (Inecik), A1(A) Canakkale (Canakkale Bogazi), A4 Cankin (llgaz), A7

Trabzon, A8 Erzurum (Tortum Oltu arasi), A9 Kars (Selim Sartkamis aras1), B1 Izmir

(Karagdl, Yamanlar Da.), B2 Bilecik (Istasyon), B7 Erzincan (Kesis Da., Cimin),
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Tunceli (Piiliimiir), B9 Agr1 (Musun, Balik G.), Bitlis (Tatvan), C6 Adana (Hasanbeyli),
C10 Hakkari (Gevar Ovasi, Yiiksekova).

Grup B.

Al (E) Tekirdag, A2 (E) Istanbul (Sariyer, Belgrat Ormani, Bahcekdy), A5 Sinop
(Inceburun), A6 Samsun (Kizilay Kampindan sonra plaj alani), A7 Giimiisane (Aga
K&yii), Bl Izmir (Kemalpasa, Nif Da.), B2 Kiitahya (Murat Da.), B4 Ankara (Hacikadin
Vadisi, Kegioren), B5 Kayseri (Bakir Da.), B6 Malatya (Hekimhan), B7 Sivas (Divrigi,
Dumlucadag), C1 Aydin (Samsun Da.), C2 Denizli (Yesilova), C2 Antalya (Elmali,
Kogova), C3 Isparta (Siitgiiler, Sarp Da., Kazdere), C5 Adana (Biiriicek), C6 Gaziantep
(Diiliik Baba Da.), C8 Mardin (Mardinden Diyarbakira).

Grup C.

B8 Erzurum (Hinis, Pasinler), C9 Hakkari (Kaval), C10 Hakkari (Semdinli,
Yiiksekova), A4 Corum (Varegoz) (16).

Sekil 2.2. Potentilla recta’nin Tiirkiye’deki dagilimi

2.2. FARMAKOPELERDE KAYITLI OLAN POTENTILLA TURLERI

Alman Komisyon E (1985/1990 ve 1988/1990) tarafindan, P. anserina (bitkisel
pargalar) ve P. erecta (rizomlar) i¢cin monograflar yayinlanmistir. Komisyona E’ ye gore
P. anserina ve P. erecta rizomlarmin terapdtik endikasyonlari; dismenorenin basit
formlari, akut diyareye destek tedavisi ve basit bogaz ve agiz mukozasi iltihaplarini
icermektedir. Baz1 Farmakopeler; 6rnegin Avrupa Farmakopesi 6, 2007 ve Polonya

Farmakopesi VI, 2002 Potentilla tiirleri {izerine monograflar icermektedir. Ayrica,
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HPUS, HAB gibi homeopatik farmakopeler P. erecta (rizomlar1), P. anserina

(toprakiistii kisimlar1 veya biitiin bitki), P. aurea (toprakiistii kisimlar1), P. reptans

(toprakiistii kisimlar1) gibi baz1 Potentilla tiirlerinin homeopatik ila¢g hazirlamak

amaciyla kullanildigini gostermektedir (9).

2.3. POTENTILLA TURLERININ GELENEKSEL KULLANIMI

Potentilla tiirleri ve bunlarin ekstreleri, kuzey yarimkiirenin farkli kiiltiirlerinde yaygin

olarak kullanilmistir.

Tablo 2.1. Potentilla tiirlerinin diinyanin farkli bolgelerindeki kullanimlart

Kullanilan Ulke | Tiir Kullanilan Kisim Kullanilig Kaynak
[Itihap, yara tedavisi,
dizanteri, kanama, ishal,
enflamatuvar bagirsak

. hastalig1, bakteriyel, 9,19,20,21,22,
P.erecta Kokler fungal ve viral 23,24
enfeksiyonlar,
sitotoksisite, agiz ve
. bogaz igin antiseptik

Avrupa, drmegin Viral enfeksiyonlar,

Orta Avrupa, P. fruticosa Toprakiistii kisimlar1 | bagisiklik sistemi 9

Italya, Isveg, bozulmalari

Surbistan ve Akut,nonspesifik ishal,

Karadag, Rusya, < fari |

Bulgaristan, P. anserina Toprakiistii kisimlart agli Ve arlrlllgf;afl ihab 9

Tiirkiye g@ czzanm afif 1ltihabi,

is agrist
P. speciosa Toprakiistii AnFieanama‘tu'var, o5
kisimlari, Kokler antiiilser aktivite
P. recta Toprakiistii kisimlar1 | Mikrobik enfeksiyonlar | 14
Toprakiistii - .
P. reptans kls?mlarl,yapraklar Antidiyareik 26
i Antitiimor, diyabet, 27,28,29,30,31
P. fulgens Kokler mide rahatsizliklar
P. chinensis Toprakiistii kisstmlar1 | Bazi kanser tipleri 32
P. multicaulis Kokler Bazi kanser tipleri 33
P.atrosanguinea | Kokler Yara iyilestirici 34
Grip, oksiiriik,
kabakulak, lenfadenit,
P. kleiniana Toprakiistii kisimlar1 | hepatit, korku, 35

Asya, 6rnegin uzuvlarin uyusmast,

Cin, Kore, dismenore, lilser

L:;\i%(()jrig/tz,nNepal, P. peduncularis I)?::J?ELTI’M Ates, grip, oksiiriik 27

P. freyniana Kokler Viral enfeksiyonlar 36
P_discolor Toprakﬁstii“ Ishal, kanama, diyabet 37
kisimlari, kokler
3 Toprakilstii Hepat_it, enterobi_asis,
P. multifida . fonksiyonel uterin 10
kisimlari, kokler . .
kanama, tip 2 diyabet
Amerika, drnegin | P. arguta Kokler Viral enfeksiyonlar 38
Kanada P. simplex Yapraklar, govde Mantar enfeksiyonlari 39
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2.4. POTENTILLA TURLERININ KIMYASAL BILESIMLERI

Tanenler astrenjan etkileri nedeniyle Potentilla tiirleri ve ekstrelerinin 6nemli bilesikleri
olarak bilinir. Bu nedenle Potentilla tiirleri iizerinde 1960'larda baslayan ayrmntili
fitokimyasal c¢aligmalar Ozellikle tanenler iizerine odaklanir. Son yillarda yapilan
calismalar ise triterpenoit yapilar tizerinde yogunlasmistir. Genellikle fitokimyasal
calismalarin ¢ogu Potentilla tiirlerinin toprakiistii kisimlar1 ile yapilmistir. P. erecta,
Potentilla tiirleri i¢inde en fazla sayida bileseni tanimlanandir (toprakiistii ve toprakalti
kisimlar1 toplam 68 bilesik), bunu P. anserina takip etmektedir (toprakiistii ve toprakalti
kisimlar1 toplam 37 bilesik) (9).

P. erecta rizomlar1 i¢inde yiiksek miktarda (%17-22) tanen (% 15-20 kondanse tanen, %
3.5 hidrolize tanen) bulunmasi nedeniyle, bu grup dogal bilesikler bir¢ok fitokimyasal
calismanin odak noktasi olmustur. P. erecta’nin kondanse tanenleri, katesin birimlerinin
4,8-; 4,6-; 6,6’- veya 6°,8- baglar1 ile baglh oldugu dimerik ve trimerik B tipi
proantosiyanidinlerden olusur. P. erecta rizomlarindan 43 bilesik tespit edilmistir ve
[4,8]-2,3-trans-3,4-cis-bi-(+)-katesin, cis-konfigiire dimerik proantosiyanidine nadir bir
ornektir. Bu bitki kaynaginda (+)-katesin, (-)-epikatesin, (+)-gallokatesin ve (-)-
epigallokatesin gibi kondanse tanenler igin ¢esitli Onciiller belirlenmistir. Hidrolize
tanenler P. erecta ve P. discolor olmak iizere sadece iki Potentilla tiiriinde kok ve

rizomlardan izole edilmistir (9).

Kok ve rizomlar iizerinde yapilan bir kisim fitokimyasal ¢alismalar da triterpenoitlerin
izolasyonu iizerinde yogunlasmistir. Bu bilesikler genellikle bir ursan veya olean
iskeletinden olusur ve bunlar P. erecta, P. anserina, P. discolor ve P. multicaulis’den
olusan dort Potentilla tiiriinden izole edilmistir. Ayrica bu bitkisel kaynaklardan, hem
aglikonlar hem de onlarin 28-O-f-D-glikozil esterleri izole edilmistir. Karakteristik bir
bilesen olan tormentosit esas olarak P. erecta’dan izole edilmistir ve ayni zamanda
P.anserina ve P. discolor’da da oldugu tespit edilmistir. Ayrica P. erecta igin siirh
sayida flavonoit bildirilmistir. Organik asit ve fenol karboksilik asit dizileri igeren

maddeler sadece P. erecta i¢in tanimlanmustir (9).

Bitkinin toprak dstii kisimlarindan elde edilen toplam 134 bilesik yapisal olarak

aydinlatilmistir. Aydinlatilmis bilesiklerin sayisi agisindan 6nemli Potentilla tiirleri,
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P.anserina (26 bilesik), P. erecta (25 bilesik), P. fruticosa (22 bilesik), P. chinensis (19
bilesik), P. discolor (14 bilesik), P. palustris (12 bilesik) ve P. reptans (8 bilesik)’dur.

Bitkilerin toprakiistii kisimlarinda flavonoitler yiiksek miktarda bulunmaktadir (9).

P. recta polifenolleri ile yapilan bir ¢alismada, 1’1 neolignan glikoziti ve 9’u flavonoit
olmak tizere 10 bilesen tespit edilmis ve yapilar1 spektroskopik olarak aydinlatilmistir.

Potentilla cinsinde neolignan glikozit varligi bu ¢alisma ile ortaya konmustur (40).

P. astracanica toprak iistii kisimlarinin fitokimyasal incelenmesi sonucu 2 izoflavonoit
glikoziti, biri flavon-C glikozit olmak iizere 5 flavonoit glikoziti, 2 flavon izole
edilmistir. Potentilla cinsinde flavonoit ve C-glikozil flavon varligi bu ¢alisma ile rapor
edilmistir (41).

P. multifida’ nin kimyasal iceriginin arastirildig1 bir ¢alismada, 3-4, 24-dihidroksil-urs-
12-en, ursolik asit, oskapik asit, tormentik asit ve epihedaragenin’den olusan bes bilesik

tespit edilmistir (42).

P. chinesis’den; a-amirin, g-amirin, ursolik asit, korosolik asit, oskapik asit, pomolik
asit, tormentik asit, 2,3 -dihidroksiyurs-12-en-28-oik asit, 24,3,19 a-trihidroksiyurs-
12-en-28-o0ik asit, asiatik asit, 24-hidroksi tormentik asit, myriantik asit, oleanolik asit,
maslinik asit ve 2q,3a-dihidroksiolean-12-en-28-o0ik asitten olusan 15 triterpen izole
edilmistir (32).

P. discolor’da alt1 bilesik tespit edilmis ve yapilart aydinlatilmistir. Bilegikler 3-O--D-
glukopiranozil - (1->2 )-p-D-ksilopiranosil-19a-hidroksiyurs-12-en-28- asit, 2q, 3p,
19a-trihidroksiyurs-12-en-28-asit, 38,19q-trihidroksiyurs-12-en-24, 28-asit, 2a,3p-
dihidroksiyolean-12-en-28  asit, 2 &3 ,19 o-trihidroksiyurs-12-en-28-asit ve p-
sitosterol’dur (43).

P. chinensis’den 2«- hidroksioleanolik asit, 2«- hidroksiursolik asit, 5, 7, 4'-

trihidroksiflavon, g-sitosterol, daukostarin bilesikleri izole edilmistir (44).

P. chinensis triterpenleri ile yapilan bir c¢alismada, 3-hidroksi-11-ursen-28,13-

olide,11,12-dehidroursolik asit lakton, 3- O-asetil- pomolik asit, betulinik asit, 3-okso-
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12-ursen-28-oik asit, ursolik asit, oleanik asit izole edilmis ve yapilart aydinlatilmistir
(45).

P. multicaulis’den iki yeni bilesik (triterpenoit saponin ve heterosiklik bilesik) , 2a, 34,
19q¢, 23,30-pentahidroksiyurs-12-en-28-oik asit-28-O-4-D-glukopiranozil ester ve N-
hidroksil heksahidroazepin -2,4- dion bu ¢alisma ile izole edilmistir (46).

P. discolor’dan iki yeni pentasiklik triterpenoit, 3¢, 30-dihidroksilup-20( 29 )-en-27-
oik asit ve (20S)-3¢, 29- dihidroksilupan-27-oik asit izole edilmistir (47).

Ters faz yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemi ile yapilan bir ¢alismada, P.
multifida’da bulunan yedi flavonoitin (hiperin, Kkersetin-3-O-/-D-glukopiranosit,
luteolin-7-O- -D-glukronit, apigenin-7-O-4-D-glukronit, kersetin, tribuloit ve apigenin)
eszamanli belirlenmesi i¢in bir metot tanimlanmis ve sonuglar P. multifida flavonoit

igeriginin yoreden yoreye onemli dlgiide degistigini gostermistir (48).

Bir diger ¢alismada P. anserina’dan 2-piron-4,6-dikarboksilik asit izole edilmistir.
Bilesik bu calismadan Once, sadece bakterilerde tespit edilip, yiiksek bitkilerde
bulunmamuistir. Steril ekim ile bu bilesigin bitkilerde de orijinal oldugu teyit edilmistir.
Buna ek olarak Rosaceae i¢indeki 2-piron-4,6-dikarboksilik asitin sistematik iliskisi test
edilmistir (49).

P. evestita etil asetat fraksiyonundan yeni pregnan tiirevi, 2,6-4, 7 f-trihidroksi-4-metil-
19-norpregna-1,3,5 (10) -trien-17-on izole edilmistir ve 11¢, 17, 21- trihidroksipregna
-4,16 (22)-dien-3,20-dion dogal bir iiriin olarak bildirilmistir (50).

P. viscosa kokiinden 6',8- bagl biflavanoit, potentillanin ve prosiyanidin B-3 3'-O-

glukozit izolasyon ve karakterizasyonu gergeklestirilmistir (51).

P. aurea ile yapilan ¢alisma, bitki yapraklarinin yagl asit esterleri biciminde ¢ok uzun
zincirli cis-poliprenolleri icerdigini ve poliprenollerin yapraklarin taze agirliginin, %

0.3’tinii olusturdugunu gostermistir (52).
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Tablo 2.2. Baz1 Potentilla tiirlerinin toprakiistii kisimlarindan izole edilen bilesikler

Flavonoitler Kaynaklar

P. erecta; P. palustris; P. argentea; P. discolor; P. recta; P.
Kemferol reptans; P. aurea; P. fruticosa; P. salesoviana; P. palustris; P. 9,10,53

bifurca; P. biflora; P. multifida; P. viscosa

] P. erecta; P. palustris; P. areata; P. argentea; P. recta; P. reptans;
Kersetin . . ] ] . 9,10,48,53
P. discolor; P. aurea; P. alba; P. multifida; P. chinensis; P. viscosa

Hidrolize tanenler ve ilgili bilesikler

L P. erecta; P. anserina; P. fruticosa; P. palustris; P. argentea; P.
Elajik asit 9,53
recta; P. reptans

Potentilin P. kleiniana 9

Organik asitler ve fenol karboksilik asitler

o P. erecta; P. anserina; P. palustris; P. argentea; P. recta; P.
p-kumarik asit 9
reptans

Kafeik asit P. erecta; P. anserina; P. fruticosa; P. palustris; P. argentea; P.

recta; P. reptans; P. fragarioides

P. erecta; P. fruticosa; P. palustris; P. argentea; P. recta; P.

Ferulik asit 9
reptans

Diger

2-Piron-4,6- P. anserina; P. erecta; P. recta; P. argentea; P. aurea; P. calycina; 9 49

dikarboksilik asit P. crantzii; P. grandiflora

25. POTENTILLA TURLERI UZERINDE YAPILAN AKTIiVITE
CALISMALARI

2.5.1. Antiiilser Aktivite

Kayseri ilinde P. reptans yapraklari, konjenital hastalik tedavisinde, mide eksimesi i¢in
ve karin agrist beraberindeki belirtilerde kullanilmaktadir. Son farmakolojik ve
histopatolojik caligmalar si¢anlarda etanol kaynakli peptik iilserde bu tiiriin yaprak

ekstresinin oral kullaniminin etkinligini dogrulamistir (54).

Histopatolojik bir diger ¢alismada, P. fulgens etanolik kok ekstresinin etanol kaynakl

gastrik lezyonlar1 6nemli derecede onledigi gosterilmistir (55).
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Tormentil (P. erecta) rizom ekstresinin aktif iilseratif kolit tedavisindeki etkinliginin
arastirildig1 bir ¢alismada, 16 hastada artan dozlarda calisilmig, tormentil ekstresi ile
tedavi sirasinda, kolit aktivite indeksi (CAI) 2.400 mg/giin doz uygulandiginda 8.3-3.9
(p < 0.001) ortalama degerini anlamli bir sekilde diistirmiistiir. Diisiik dozlarda (1.200
ve 1.800 mg/giin), 2.400 mg/giin doz kadar yararli olmadig1 goriilmiistiir. Daha yiliksek
dozlarda (3.000 mg/giin) hi¢bir etkinlik saglanmamistir. Calisma ile tormentil rizom

ekstresinin 3.000 mg/giin’e kadar giivenli oldugu ortaya konmustur (56).
2.5.2. Antidiyareik Aktivite

Kondanse tanenler veya proantosiyanidinler olarak bilinen oligomerik ve polimerik
flavan-3-oller diyare tedavisinde terapdtik etkinlik gosterirler (9, 24). Tanenlerin
antidiyareik etkisi yaygin olarak bagirsaktaki mukozal proteinlerin  belirsiz

komplekslesmesi ile koruyucu bir tabaka olusumuna dayanir.

Cocuklarda rotaviriis kaynakli ishal tedavisi i¢in tormentil kok ekstresinin (TRE)
etkinligini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada, kontrollii dozlarda tormentil kok
ekstresi uygulamasinin rotavirlis ishalinin siiresini  kisalttigt ve rehidrasyon
gereksinimini azalttigi gdzlenmistir. Randomize, c¢ift korll, plasebo-kontrollii klinik
denemede, P. erecta rizom ekstresinin (bir kisim kuru kok, 10 kisim, % 40 etanol, %
30-40 tanen, saponin ve diger bilesenler) ¢ocuklardaki rotaviriise bagli ishal
tedavisinde yiiksek etkinligi oldugu gosterilmistir (22). Tormentilin seyahate bagh

ishalin 6nlenmesinde de etkili oldugu saptanmaistir.
2.5.3. Antineoplastik Aktivite

Yapilan ¢alismada, SMMC-7221 (insan hepatoma) ve HL-60 (insan promiyelositik
16semi) hiicrelerine karsi in vitro sitotoksik aktivite gosteren P. chinensis toprak tistii
kisimlarindan ve P. multicaulis koklerinden izole bir dizi triterpenoit bilesigin dnemli

anti-kanser aktiviteleri tespit edilmistir (32,33).

P. erecta, kanserli hastalarda hastalik semptomlarini hafifletmek igin kullanilmus,
rizomlarin etanol ekstresi in vitro veri sonuglarina gore lenfoma hiicrelerinin

biliylimesini inhibe etmistir. P. erecta’nin ham etanol (% 40) ekstresi en yiiksek
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sitotoksisiteyi gostermis, 10 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarda hiicre biiylimesini

tamamen baskilamistir (23).

Bir diger ¢aligmada, P. fulgens koklerinin metanolik ekstresinin doza bagimli olarak
belli tiimorlere karsi aktif oldugu saptanmistir. Yaklagik 1x10° Dalton lenfoma hiicresi
swiss-albino farelerde periton igine transplante edilmis, veriler Dalton lenfoma (DL)
hiicrelerinde metanolik ekstrenin yliksek antitimor aktivite gosterdigini isaret etmistir

(29).

Insan hepatoseliiler karsinoma hiicre dizisi kullanilarak antitimor aktivitenin
arastirlldigi ¢alismada, P. discolor konsantrasyona bagli sekilde hiicre canliligim

azaltmis ve apoptozun tipik 6zelliklerini gostermistir (57).

4T1 fare meme kanseri hiicre hattinda P. reptans sulu ekstresinin (rizom ve toprakiistii
kisimlar1) potansiyel antitimor aktivitesi arastirilmistir. P. reptans rizom ve toprakiistii
kisimlarinin sulu ekstreleri test edilen konsantrasyon araliginda, konsantrasyona bagiml
sitotoksik etki gostermistir. P. reptans rizom ekstresinin, toprak {istii ekstresinden biraz

daha yiiksek antitiimor aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (58).

P. evestita’dan izole flavonoitlerin (krisin 1 ve umbeliferon 2) sitotoksik, antitimor
destekleyici ve protein denatiirasyonu aktivitelerinin inhibisyonunu degerlendirmek i¢in
bir caligma tasarlanmistir. Sonug olarak, her iki bilesigin de gii¢lii sitotoksik, antitimor
destekleyici ve protein denatiirasyonu faaliyetlerini inhibe edici etkiye sahip olduklar

tespit edilmistir (59).

P. argentea toprakiisti kisimlarindan iki polifenol, tilirozit ve metil
brevifolinkarboksilat izole edilerek bunlarin insan meme kanseri hiicre hattina (MCF-7)
kars1  sitotoksisitesi ve DNA-baglama yetenegi  degerlendirilmistir.  Metil
brevifolinkarboksilatin daha aktif oldugu ve tilirozitten daha yiiksek sitotoksik etki

giicline sahip oldugu goriilmiistiir (60).
2.5.4. Antiviral ve Antimikrobiyal Aktivite

P. arguta metanol kok ekstresi ile yapilan ¢aligmada, ekstrenin sigir sinsityal solunum

virilisliniin ¢ogalmasina kars1 baskilayici etkisi oldugu tespit edilmistir (38).
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Bir diger calismada, P. erecta rizomlarindan izole edilen hidrolize ve kondanse

tanenlerin Herpes viriis tip I ve II’ye kars1 antiviral 6zellik gosterdigi saptanmustir (9,
61).

Rus arastirmacilar, bogazi tormentil tentiirii ile ¢alkalamanin, oral mukozanin liken
planus tedavisine yardimci oldugunu gostermislerdir. Tormentil rizomunun sulu ve
etanollii ekstrelerinin suda c¢oziinmeyen glukanlarin sentezini inhibe ettigi ve sert
yiizeylere mutan yapismay1 bozdugu tespit edilmistir. Sonug olarak, her iki ekstre de
etkili bir sekilde dis ¢iiriiklerini dnlemistir. Tormentil rizomunun seyreltilmis tentiir ve
dekoksiyonlari, dis hekimliginde dis eti kanamalarina ve stomatite karsi da

kullanilmistir (9,62).

Dokuz Potentilla tiirtiniin (P. argentea, P. fruticosa, P. recta, P. rupestris, P. erecta, P.
anserina, P. nepalensis, P. thuringiaca, P. grandiflora) toprak iistii kisimlarinin sulu
ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir. Bunun igin Helicobacter pylori
ATCC 43504, Micrococcus luteus ATCC 9341, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC
35218, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
ve Candida albicans ATCC 10231 kullanilmigtir. Helicobacter pylori’ye kars1 yiiksek
etkinlik bulunmus, gram-negatif bakterilere karsi hemen hemen higbir etkinlik
gozlenmemistir. Gram-pozitif bakterilere ve Candida albicans’a karsi orta derecede

etkinlik gozlenmistir (63).

Toplam 27 tanen (hidrolize tanenler, ilgili bilesikler ve A ve B tipi proantosiyanidinler,
Potentilla tiirlerinde ortaya ¢ikan bir dizi proantosiyanidinler) iki gram-pozitif (Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus), dort gram-negatif bakteri (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis) ve iki mayaya (Candida
albicans, Cryptococcus neoformans) karsit etkinlikleri bakimindan test edilmis,
bilesikler zayif ve orta antibakteriyel aktivite, ama olduk¢a yiiksek antikriptokokal
aktivite gostermislerdir (64).

P. recta toprak {iistii kisimlarinin metanol ekstresi Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Candida albicans ve Candida krusei’ye karsi orta derecede antibakteriyel ve

antifungal aktivite gostermistir (14).
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P. simplex kok ve yapraklarinin sulu ekstrelerinin antifungal aktiviteleri analiz edilmis,
ekstrenin gesitli mayalara (Candida tiirleri ve Cryptococcus neoformans) karsi zayif ve
orta antifungal aktivite gosterdigi, Candida glabrata’ya karsi ise ¢ok gii¢lii antifungal
aktivite gosterdigi kanitlanmistir. Dermatofitlere (Trichophyton sp. Epidermophyton
floccosum, Microsporum canis) karsi zayif antifungal aktivite gozlenirken, kiiflere
(Aspergillus sp., Fusarium sp., Rhizopus sp.) karsi ¢ok zayif etki gézlenmis ya da hig
etki gozlenmemistir (39).

P. sericea bitkisi tiiberkiilozun genel tedavisinde bir adjuvan ilag olarak, tiiberkiilosidal
ve tiiberkiilostatik ajanlar ile birlikte kullanilmistir. Bitkinin ve bazi tanen igeren
preparatlarin antimikrobiyal ve antifungal ajan olarak kullanimini destekleyen sonuglar

bulunmustur (65).

P. anserina, P. argentea, P. erecta, P. fruticosa, P. grandiflora, P. nepalensis var.'Miss
Willmott ', P. recta, P. thuringiaca ve P. rupestris toprak iistii kisimlarindan elde edilen
sulu ekstrelerin antibakteriyel ve antifungal faaliyetleri arastirilmistir ve ekstreler H.
pylori’ye (MIC = 0.1-0.5 mg/mL) kars1 gii¢lii antimikrobiyal aktivite gostermislerdir.
Ekstreler 12.5 - 100 mg/mL konsantrasyon araliginda gram-pozitif bakterilerin (M.
luteus, S. aureus, B. subtilis) biiyiimesini engellemis, ancak gram-negatif bakterilerin

biiylimesini engelleyememistir (66).

P. anserina, P. argentea, P. erecta, P. fruticosa, P. grandiflora, P. nepalensis, P.
norvegica, P. pensylvanica, P. crantzii ve P. thuringiaca toprakiistii kisimlari,
polifenolik bilesik igeriklerini belirlemek amaciyla kersetin esdegeri olarak
hesaplanmistir. Sonuglar P. fruticosa’nin nispeten yiiksek konsantrasyonda tanen (167.3
+ 2.0 mg/g kuru agirlik), proantosiyanidin (4.6 + 0.2 mg/g kuru agirlik), fenolik asit
(16.4 £ 0.8 mg/g kuru agirlik), flavonoit (7.0 £ 1.1 mg/g kuru agirlik) igerdigini
gostermistir. Ayrica, dis ¢lirimesine yol agan Streptococcus sp. suslarina bu tiirlerin
sulu ekstrelerinin in vitro inhibitor etkileri arastirilmis ve test edilen 6rneklerin oral

streptokok biiylimesini orta derecede inhibe ettigi gbzlenmistir (67).

P. fruticosa, P. glabra ve P. parvifolia yaprak ekstreleriyle yapilan antimikrobiyal
aktivite sonuglar1 P. fruticosa’nin gram-pozitif bakterilere karsi giiglii inhibisyon

sergiledigini gostermistir (68).
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Dis ¢iiriimesine yol agan Streptococcus spp suslarina kars1 farkli polaritedeki (su, % 50
etanol, dietil eter, etil asetat ve n-butanol) ¢o6ziictilerle ekstre edilen P. recta ve alt
fraksiyonlarinin in vitro inhibitor etkileri arastirilmis, test edilen Orneklerin, oral
streptokok biiylimesini inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayrica, bes P. recta ekstresi de
suda ¢oziilmeyen a- (1 — 3) -, a- (I — 6) -bagh glukan (mutan) ve yapay dental plak
olusumu tizerinde Onleyici bir etki gostermistir. Etil asetat fraksiyonu, bu alt
fraksiyonun yiiksek karyojenik aktivitesi ile iligkili olabilecek yiiksek konsantrasyonda
toplam polifenol icerigi gostermistir. Sonuglar P. recta ekstreleri ve alt fraksiyonlarinin,
dis bakim friinleri iginde yeni ¢iirik Onleme maddeleri olarak, yararli katki

saglayabilecegini gostermistir (69).

P. fruticosa L.’nin gram pozitif (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis), gram
negatif bakteri (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve
Proteus mirabilis), spor olusturucu bakteri (Bacillus subtilis ve Bacillus cereus) ve
mantara (Candida albicans) karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir
(70).

2.5.6. Antihiperglisemik ve Antihiperlipidemik Aktivite

Hindistan'da yapilan bir calismada, P. fulgens kdoklerinin ham metanolik ekstresi
normoglisemik ve alloksan kaynakli diyabetik farelerdeki etkileri bakimindan test
edilmistir. Ekstre hem saglikli hem de alloksan kaynakli diyabetik farelerde, kan glukoz
seviyesini disiirmistiir. Ekstre alloksan kaynakli diyabetik farelere degisen dozlarda
intraperitoneal (ip) uygulanmis (150-450 mg/kg) ve 5 giin boyunca degisen zaman
araliklarinda kan seker diizeyleri Ol¢iilmiistiir. Normal farelerde ekstrenin etkili doz
uygulamasindan 24 saat sonra % 31 azalma gozlendigi halde, alloksan kaynakli
diyabetik farelerde kan sekeri belirgin olarak % 63 azalmstir. Fareler iizerinde yapilan
toksisite calismalar1 ekstrenin, 4 haftalik gozlem boyunca 450 mg/kg doza kadar
herhangi bir yan etki gdstermedigini ortaya koymustur (28).

P. candicans’dan izole edilen elajik asit tiirevinin, aldoz rediiktaz aktivitesini ve enzim
katalizli glikoz gegisini inhibe ettigi bildirilmistir (71). Benzer sekilde, P. recta’nin
(toprakiistii kisimlar1) metanolik ekstresi, insan aldoz rediiktaz (h-AR) iizerinde % 60’1

asan giiclli inhibitor aktivite gostermistir (72).
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P. fungens ile yapilan bir ¢alismada, a-glukozidaz inhibitor aktivitesi olan bilesenlerin
izole edilmesi ve aydinlatilmasi amaglanmistir. Metanolik ekstrenin a-glukozidaza kars1

gii¢lii inhibitor aktivite gosterdigi gézlenmistir (73).

Bagka bir ¢alismada, P. discolor dekoksiyonu obez-diyabetik farelerde artmis kolestrol

ve seker seviyelerini 6nemli derecede diistirmiistiir (74).

P. chinesis etanol ekstresinden izole edilen transtilirozitin 6nemli antihiperglisemik,
antihiperlipidemik ve antioksidan aktiviteleri gozlemlenmistir. Alloksan kaynakli
diyabetik farelerde, aclik serum glikoz, trigliserit (TG) ve toplam kolesterol (TC)
seviyeleri, 0.4, 0.8 ve 1.6 mg/kg/giin dozlarda 15 giin boyunca transtilirozit giinliik oral
uygulanmasi sonrasi anlamli sekilde azalmistir. Transtilirozit (10 hafta siireyle 1.2 ve
0.3 mg/kg viicut agirligl) streptozotosin kaynakli diyabetik sigcanlarda kan seker
diizeyini anlamli sekilde azaltmistir. TC, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL-C) ve TG
seviyeleri azalmig ve yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL-C) seviyesi artmistir.
Transtilirozit diyabetik siganlarda antioksidan aktiviteyi; siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesini artirarak, malondialdehit (MDA) seviyesini azaltarak gostermistir.
Histolojik inceleme sonucu transtilirozitin diyabetli sicanlarin pankreas doku hasarini

onardigint gostermistir (75).

P. discolor toplam flavonoit ekstresi (TFE) ve toplam triterpenoit ekstresinin (TTE)
hipoglisemik ve hipolipidemik &zelliklerinin, muhtemelen gii¢lii antioksidan aktiviteleri
ve p-hiicreleri iizerindeki koruyucu etkilerinden kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. TFE
veya TTE ile tedavi edilen diyabetik farelerde serum total kolesterol diizeyleri,
trigliserit ve diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol diizeyleri daha diisiik ve yiiksek
yogunluklu lipoprotein kolesterol seviyesi kontrol diyabetik siganlardakinden daha fazla
bulunmustur. Ayrica, ekstre ile tedavi edilen diyabetik siganlarda MDA ve NO
diizeyleri azalirken, SOD ve glutatyon diizeyleri artmistir (76).

P. chinesis ile yapilan bir caligmada Potentilla flavonlarinin alloksan kaynakli diyabetik

farelerde belirgin hipoglisemik etki gdosterdigi bulunmustur (77).

Astragalus membranaceus ve P. discolor karisimimin tip 2 diyabetli farelerde insiilin

direncini artirabildigi gosterilmistir (78).
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2.5.7. Antienflamatuvar, Spazmolitik, Hepatoprotektif Aktivite

Enflamatuvar hastaliklar1 veya yaralar1 tedavi etmek igin Isve¢ geleneksel tibbinda
kullanilan bitkiler, literatiir verilerine dayali olarak se¢ilmis ve P. erecta dahil bunlardan
bazilarimin (rizom ekstresi), ¢ok giiclii siklooksijenaz inhibisyon 6zelligine sahip oldugu

ve antienflamatuvar aktivite gosterdigi bulunmustur (19).

P. alba ve P. erecta rizom ve koklerinin aseton ve etanol ekstrelerinin
in vivo lokal antienflamatuvar etkileri fare kulagi test modelinde incelenmistir. En giiglii
farmakolojik etki P. alba rizomunun aseton ekstresi ile elde edilmistir ve hidrokortizon

merhemi ile benzer 6zellik gostermistir (9).

P. anserina toprakdistii kisimlarinin etil asetat ekstresinin, bagirsak ve rahim anormal
diiz kas tonusununda 6nemli spazmolitik aktivitesi bulunmustur. Ayrica, spazmolitik
ozelliklerin kan damarlar1 ve iiriner sistem icin de gegerli oldugu kanitlanmistir. Ayrica,
P. anserina bitkisinin karaciger fonksiyonlari tizerinde ve safra salgisini artirmada etkili
oldugu kanitlanmistir. Bitki yaki gibi, romatizmal ve artrik agrilarin ve nevraljinin

hafifletilmesinde kullanilmistir (9).

P. fruticosa’nin c¢i¢cek ve geng siirgiinlerinden elde edilen sulu ekstrenin karaciger
tizerinde koruyucu bir etkisi oldugu kanitlanmistir. Kronik ve toksik hepatitli siganlarda
yapilan caligmalar, ekstrenin mikrozomal karaciger sistemi iizerinde hepatoprotektif
etkisinin yanisira ksenobiyotik metabolizmas1 ve plazma lipitleri peroksidasyonu
tizerinde koruyucu etkisi oldugunu gostermistir. Ayrica, plazmada alanin

aminotransferaz aktivitesini ve bilirubin diizeyini normallestirdigi goriilmistiir (79).

P. anserina yumrulu koklerinin metanol ekstresi, farelerde D-galaktozamin (d-
GalN)/lipopolisakkarit kaynakli karaciger yaralanmalarina karsi hepatoprotektif etki
gostermistir (80).

P. thurberi *den elde edilen metanolik ekstrenin izole sigan ileumu ftizerindeki etkisi
arastirilmisg ve ekstrenin konsantrasyon bagimli bir sekilde bagirsak diiz kas spontan

kasilmalarini inhibe ettigi gézlenmistir (81).
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P. chinensis’den elde edilen tormentik asitle yapilan caligmada, tormentik asitin
hepatoprotektif etkisi, lipopolisakarit (LPS)/D-galaktozamin (D-GalN) ile indiiklenen
akut karaciger yetmezligi modeli kullanilarak degerlendirilmis ve tormentik asitin akut

karaciger zedelenmesini dnlemek i¢in potansiyel bir madde oldugu goésterilmistir (82).
2.5.8. Antioksidan Aktivite

Tormentil (P. erecta) rizom ekstresi ile yapilan bir ¢alismada, ekstrenin doza bagimli
olarak stiperoksit ve peroksit radikallerini temizledigi tespit edilmistir. Oksijen radikali
salinimi, tormentil ekstresi ile inkiibasyondan sonra azalmistir. Bu bulgu 6nem
tagimaktadir, ¢linki iltihapl bagirsak mukozasinda reaktif oksijen radikallerinin ytiksek
miktarda bulunmasiin enflamatuvar bagirsak hastaliginda (iilseratif kolit) patojenik rol

oynadigi diisliniilmektedir (21).

P. alba koklerinin metanolik ekstresinin antioksidan etkileri DPPH® ve ABTS™

deneyleri ile incelenmis ve yiiksek antioksidan etki bulunmustur (83).

P. atrosanguinea toprakiistii kisimlarinm, ABTS'™®, DPPH® ve demir indirgeyici
antioksidan potansiyel (FRAP) deneyleri ile Trolox esdegeri antioksidan kapasitesi
(TEAC) olgiilmiis ve %50 sulu etanollii ekstrenin giiglii antioksidan aktivite gosterdigi
bulunmustur (84). Benzer antioksidan aktiviteler P. fruticosa ¢iceklerinden elde edilen

izole bilesikler i¢in de gosterilmistir (85).

P. evestita ile yapilan ¢alisma sonuglar1, metanol ve kloroform fraksiyonlarinin énemli

DPPH?® radikal siipiiriicii etkisi oldugunu gostermistir (86).

Kondense tanenler ve bunlarin monomerlerini igeren Potentilla ekstreleri ile yapilan
calismalarda ekstrelerin  antioksidan ozellikleri  gosterilmistir.  P. tormentilla
rizomlarmin prosiyanidinleri Sephadex LH-20 kullanilarak kromatografi ile
polimerizasyon derecelerine gore fraksiyonlarina ayrilmistir. Dimer ve trimerlerin
lipoperoksidasyona karst en yiiksek antiradikal aktiviteyi gosterdigi, pentamer ve

hekzamerlerin belirgin antielastaz 6zelliklere sahip olduklar1 bulunmustur (87).

P. freyniana kok ve rizom ekstrelerinin (%70 EtOH) antioksidan aktiviteleri enzimatik

ve non-enzimatik in vitro antioksidan yontemler kullanilarak incelenmistir. P. freyniana
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ekstresi tiziim ¢ekirdegi ekstresine gore daha giiclii antioksidan aktivite gdstermistir

(36).

P. erecta rizomu alkol tentiiriiniin farkli dozlarinin etkisi, normal fizyolojik kosullar
altinda albino siganlarin kaninda arastirilmigtir. Tentlir 14 giin boyunca hayvanlarin
viicut agirhigmin her 100 g’1 i¢in 0.05 ve 0.1 mL olarak verilmistir. P. erecta tentiir
uygulanmasi sonrasinda malonaldehit ve endojenik lipit miktarinda azalma tespit

edilmistir. P. erecta tentiiriinde gii¢lii antioksidan etkiler gézlenmistir (9).

P. reptans toprakiistii kisimlarinin etanol ekstresi antioksidan ve hiperkolestrolemik
aktiviteleri acisindan arastirilmig, ekstrenin serum HDL konsantrasyonunu ve NO’i

arttirdig1 gézlenmistir (88).

Selenizasyon ile P. anseriana polisakkaritinin antioksidan aktivitesinin arttirilabilecegi
diisiiniilmiis ve yapilan calismada, selenizasyon modifikasyonunun antioksidan
aktiviteyi arttirdigi gortilmustiir (89). P. anserina koklerinin n-butanol ekstresinin,
mitokondriyal hiicre 6liimiinii azaltarak hipoksik yaralanmaya karsi birincil hipokampal
noronlar1 koruyabilecegi tespit edilmistir (90). P. anserina polisakkaritleri (PAP)’nin
hiicre i¢i oksidatif hasari azalttigi ve apoptozisi doza bagli olarak inhibe ettigi

gosterilmistir. Bu PAP’1n potansiyel antiapoptotik ajan oldugunu gostermistir (91).

P. recta ile yapilan bir ¢caligmada, test edilen tiim numuneler konsantrasyon bagimli bir
sekilde incelenen tiim reaktif tiirlere kars1 siipiiriicii aktivite gdstermistir. DPPH®, H,0,
ve HCIO radikallerine karsi en yiiksek siipiiriicii etki etil esetat fraksiyonunda

gozlenmistir (92).

P. anserine koklerinin suda ¢oOziinen polisakkarit fraksiyonu incelenmis ve bu
fraksiyonun doza bagimli bir sekilde H,O, ile uyarilan oksidatif hasar1 azalttig

gozlemlenmistir (93).

P. fulgens koklerinin antioksidan aktiviteleri ABTS'®, DPPH® ve FRAP deneyleri ile
degerlendirilmistir. Butanol fraksiyonunun gii¢lii antioksidan aktiviteye sahip oldugu
tespit edilmistir, ABTS'™®, DPPH® ve FRAP deneyleri igin sirasiyla (2.54 + 0.69,
2.41+0.53, 3.57+0.05 mM Trolox esdeger/mg ekstre)’dir. Ekstrelerin kimyasal bilesimi
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toplam polifenolik igerik agisindan incelenmistir ve 20.61 + 0.38 — 33.28 £ 0.11 mg/g
galik asite esdeger araliginda bulunmustur (94).

P. fulgens koklerinin alloksan kaynakli diyabetik farelerde lipit peroksidasyonu iizerine
etkisi ve antioksidan etkileri aragtirllmistir. Diyabetik kosullarda tiyobarbitiirik asit
reaktif maddelerinde (TBARS) artis ve glutatyon peroksidaz (GPx), siiperoksit dismutaz
(SOD) ve katalaz (CAT) aktivitelerinde azalma gozlenmistir. P. fulgens kokii metanol
ekstresinin 14 giin boyunca 250 mg/kg dozda erkek Swiss albino diyabetik farelere
intraperitoneal uygulamasindan sonra yliksek TBARS seviyesinde 6nemli bir azalma,
diyabetik farelerde antioksidan enzim aktivitelerinde artma goriilmiistiir. Sonuglar P.
fulgens metanolik kok ekstresinin deneysel Diabetes mellitus’ta serbest radikal aracili

oksidatif stresi azaltabilecegini gostermistir (95).

P. fulgens bitkisinde ursolik asit, oskaphik asit, korosolik asit, epikatesin, katesin, p-
hidroksibenzaldehit, gallik asit ve iki yeni ursan tiirii triterpenoid fuljik asit A ve fuljik
asit B tanimlanmis ve Kkarakterize edilmistir. Bilesikler iyi antioksidan aktivite
gostermislerdir bu nedenle bu bitkinin dogal antioksidan kaynagi olabilecegi

diistiniilmiistiir (96).

Potentilla tiirlerinden Dasiphora fruticosa (P. fruticosa), P. norvegica, P. pensylvanica,
P. thuringiaca, P. crantzii ve P. nepalensis sulu ekstrelerinin biyolojik aktiviteleri

analiz edilmistir. Tim ekstreler konsantrasyon-bagimli serbest radikal siipiiriici
(DPPH®) etki gostermistir (97).

P. anserine polisakkaritleri (PAP)’nin antioksidan aktivitesi, farelerde deksametazon
kaynakli oksidatif stres modeli kullanilarak in vivo g¢alisilmistir. Sonuglar PAP’la
deksametazon kaynakli oksidatif stresin iistesinden gelmenin miimkiin oldugunu ve
PAP’1In bagisiklik sistemi oksidatif hasarinin onarilmasinda 6nemli bir rol

oynayabilecegini ortaya koymustur (98).

P. fulgens toprakiistii kisimlarmin fitokimyasal incelemesi sonucunda potenten A ve
potenten B olmak iizere iki yeni triterpenin izole edilmistir. Buna ek olarak, ii¢ bilinen
bilesik afzelsin-4o - --> 8-katesin, epiafzelsin ve rutin izole edilmistir. Bilesiklerden

afzelsin-4o --> 8-katesin, epiafzelsin ve rutin sirasiyla 1.21; 2.88; 5.20 mg/mL 'lik 1Csg
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degerleriyle onemli DPPH® radikal siipiiriicii aktivite gdstermistir. Bilinen standart

antioksidan C vitamininin ICsq degeri ise 0.44 mg / mL bulunmustur (99).

P. atrosanguinea toprakiistii kisimlariin antioksidan aktivitesine, farkli ¢oziiciilerin
(metanol, etanol, aseton ve bunlarin % 50 sulu konsantrasyonlar1) ve ekstraksiyon
prosediirlerinin (mikrodalga, ultrason, soxhlet ve maserasyon) etkileri, ABTS"®, DPPH*
radikal siipiirici ve FRAP deneyleri ile arastirilmistir. % 50 sulu etanol ekstresi
ABTS"™, DPPH® ve FRAP deneylerinde sirasiyla Trolox esdegeri antioksidan kapasite
acisindan (TEAC) [(122.96-54.34, 101.22-29.82 ve 41.43-13.64 mg) Trolox/ g] giiglii
antioksidan aktivite sergilemistir. Genel olarak, Soxhlet ekstrelerinin TEAC’1nin
ultrason ve maserasyondan 1.8-3 kat daha yiiksek, mikrodalgadan biraz (1.2 kat) daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Antioksidan aktivite ile toplam polifenol (TCK) ve toplam
flavonoit (TFC) igerikleri arasinda pozitif korelasyon (R? = 0.931-0.982) gbzlenmistir.
(Strasiyla 30.7-26.7 mgl/g gallik asit esdegeri ve 20.8-16.8 mg/g kersetin esdegeri
arasinda degisen) (84).

2.5.9. Kardiyovaskiiler Aktivite

P. anserina ile yapilan bir ¢alismada, n-butanol ekstresinin Ca** konsantrasyonunu
azaltig;, Ca'’-ATPaz aktivitesini arttirdigi ve verapamil ile karsilastirildiginda
hipoksilli miyokard hiicrelerinde sarkoplazmik retikulum (SR) Ca*’-ATPases

(SERCA2)’ nin mRNA ve protein ekspresyonunu gelistirdigi gosterilmistir (100).

Ispanya Navarra’da kardiyovaskiiler hastaliklar1 tedavi etmek icin kullanilan bitkiler
tizerinde yapilan etnofarmakolojik ¢alismada, kardiyovaskiiler hastaliklarda Rhamnus
alaternus L., Potentilla reptans L., Equisetum telmateia Ehrh., Centaurium erythraea

Rafn. ve Parietaria judaica L. tiirlerinin kullanim1 6nerilmistir (101).
2.5.10. Tiroit Hastaliklarindaki Kullanimi

P. alba kok ekstresi ile hazirlanan, bitkisel tibbi bir {iriin olan Alba® ile gergeklestirilen
3 bagimsiz agik etiketli klinik ¢alisma sonuglar1 degerlendirilmis ve ¢esitli tiroit bezi

patolojilerinde Alba® kullanimi tedavi segenegi olarak sunulmustur (102).
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P. alba kok ekstresinin tiroit patolojisindeki etkisini arastiran bir ¢alismada, bulgular
tiroit bezinin biiyiikliigiinde goriiniir azalma oldugunu dogrulamis ve Alba® ile oral
tedavinin ¢ocuklarda ve yetiskinlerde tiroit bezi fonksiyonlarini normallestirdigini

gostermistir (103).

Yapilan arastirma sonuglari, P. alba’nin iyi huylu tiroit guatrda ve ayn1 zamanda toksik

ve hipotiroidi guatrin karmasik tedavisinde tavsiye edilebilecegini gostermistir (104).

2.5.11. Diger Aktiviteler

P. bifurca metanol ekstresi ve butanol fraksiyonu giiglii tirozinaz inhibe edici aktivite
gostermistir. P. bifurca butanol fraksiyonundan tirozinaz inhibe edici bilesen Kersetin-
4'-0-p-D-glukozit izole edilmis ve aydmlatilmistir. Bu bilesik kojik asit olarak bilinen

tirozinaz inhibitoriinden daha gii¢lii tirozinaz inhibe edici etki gostermistir (105).

Alchemilla tiirleri ve P. anserina’dan hazirlanan etanol, su ekstreleri ve ticari tenttrleri,
standart mutajen olarak 2-nitrofluoren kullanilarak antimutajenik etki yoniinden
karsilagtirilmistir. Toplam tanen miktar1 ile inhibisyon derecesi arasinda iyi bir
korelasyon bulunmamistir. Ancak, tanen igermeyen ekstreler mutajenik olarak
herhangibir inhibisyon gostermemislerdir. Bu nedenle incelenen ekstrelerin

antimutanijetisine tanen fraksiyonunun kismen etkisi oldugu diigiiniilmiistiir (106).

P. fulgens etanolik kok kabugu ekstresiyle yapilan ¢alisma sonuglari, P. fulgens

fitokimyasallarinin antihelmentik potansiyeli oldugunu diisiindiirmektedir (107).

P. indica ve Dendrophthoe pentandra yaprak ekstreleri immiinomodiilatdr aktiviteleri
yoniinden in vitro olarak arastirilmig ve ekstrelerin potansiyel immiinostimiilan olarak
gorev yapabilecegi ve dolayisiyla insan immiin-aracili hastaliklarin tedavisi ig¢in

immiinomodiilator bilesiklerin alternatif bir kaynagi olabilecegi gosterilmistir (108).

2.6. TOKSISITE

Potentilla tiirleri ve bunlarin ekstrelerinin geleneksel tipta rapor edilmis toksik etkileri

yoktur.
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P. erecta rizomu su ekstresinin akut toksisitesi, sirasi ile sican ve farelere intragastrik
yoldan 2.5 g/kg ve 6.8 g/kg dozlarda, tek doz verilerek degerlendirilmistir. Ayrica
ekstrenin tek dozu 3.8 ve 14.5 g/kg olacak sekilde sirasiyla sican ve farelere
intraperitonal olarak uygulanmistir. Mide uygulanmasindan 2 hafta ve intraperitoneal
uygulamadan 3 giin sonra, hi¢bir 6liim gozlenmemis, gorlinlim, davranis veya viicut
agirhginda herhangi bir degisiklik olmamistir. Bu kemirgenlerin i¢ organlarinin
makroskobik ve mikroskobik c¢alismalarinda patolojik degisiklikler goriilmemistir.
Veriler, yetiskinlerde iilseratif kolit ve ¢cocuklarda rotaviriis kaynakli ishalin tedavisinde
P. erecta rizom ekstresi uygulamasinin herhangi bir toksik etkisi olmadigin1 ortaya
koymustur. P. erecta rizom ekstresi insanlar igin, akut toksisite agisindan emniyetli
kabul edilmistir (109).

Wistar sicanlarinda P. fulgens kok kabuk ve C. baccans kok yumru ekstrelerinin
subakut toksisite profilini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada, sonuclar tedavinin
uzun bir siire devam etmesi halinde bitki ekstresinin yiiksek dozlarda toksikolojik etkiye

neden olabilecegini gostermistir (110).
2.7. SERBEST RADIKALLER VE ANTIOKSIDANLAR
2.7.1. Serbest Radikaller

Yiiksek oranda reaktif 6zellikler tasiyan ve tahrip giicli fazla olan serbest radikaller,
insan saglig1 ve hastaliklardaki rollerinden dolay1 son yillarda olduk¢a 6nemli bir konu
haline gelmistir. Serbest radikaller son yoriingelerinde bir veya daha fazla eslenmemis
elektron bulunduran molekiil veya molekiil pargaciklaridir (111). Serbest radikaller
oldukca kararsiz molekiillerdir (112). Stabil hale gelebilmek igin elektronlarini
paylasmak tizere diger stabil molekiillerle hizla reaksiyona girerler. Serbest radikallerle
reaksiyona giren molekiillerin bir elektronu azaldigi i¢in, onlar da reaktif hale gelir ve
bu reaksiyon zincirleme olarak devam eder. Serbest radikaller hiicrelerin lipit, protein,
DNA, karbohidratlar gibi tiim Onemli bilesiklerine etki ederler ve yapilarinin
bozulmasma neden olurlar. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, artmig serbest oksijen
radikallerinin ve lipit peroksidasyonun, miyokard enfarktiisii gibi kardiyolojik

hastaliklar, norolojik hastaliklar, astim, diyabet, romatoid artrit gibi romatolojik
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hastaliklar, kanser ve yaglanma dahil bircok hastaligin patogenezinde rol oynadigini

gostermektedir (113).

Reaktif oksijen tiirleri, mutasyonlara ya da kansere neden olacak sekilde niikleik asit
fonksiyonunun bozulmasina, geri doniisiimsiiz DNA hasar1 olusmasina, enzim
aktivitelerinde degisikliklere, proteinlere zarar vererek, yeni immunolojik yapilarin
olusmasina neden olmaktadirlar. Reaktif oksijen tiirleri dzellikle hiicre membranindaki
doymamis yag asitlerine etki ederek lipit peroksidasyonu olustururlar. Lipit
peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baglatilan membran yapisindaki yag asitleri
zincirinden bir hidrojen atomu uzaklastirilmasi ile baslayarak membran lipit yapisini
degistiren ve dolayli olarak da reaktif aldehitler tireterek diger hiicre bilesenlerinin yap1
ve fonksiyonlarina zarar veren ¢ok zararli kimyasal bir zincir reaksiyonudur. Bu
reaksiyon otokatalitik olarak bir kez basladiginda zincirleme olarak devam eder ve eger
engellenmezse hiicre membranin1 harap eder, organelleri pargalayarak lizozomal

enzimlerin salinmasina ve otolize neden olur (114).
2.7.2. Molekiiler Oksijen ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Molekiiler oksijen kendi basina serbest bir radikaldir veya baska bir ifade ile iki
eslesmemis elektron igeren bir diradikaldir. Oksijenin reaktivitesi ayri orbitallerde
bulunan ve paralel spine sahip olan iki eslesmemis elektronu dolayisiyla
siirlanmaktadir (115). Molekiiler oksijen, radikal dogasinin bir sonucu olarak yiiksek

derecede reaktif oksijen tiirii (ROT) olusturma egilimindedir.
2.7.2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri
Siiperoksit Anyon Radikali

Molekiiler oksijenin bir elektronunun rediiksiyonu ile siiperoksit anyon radikali olusur
(115). Siiperoksit anyonu bir serbest radikal olmasina karsin ¢ok fazla reaktif degildir.
Stiperoksit, 6zellikle solunum zinciri ile birlikte mitokondriyal membranin i¢ yilizeyinde
elektronca zengin aerobik bir ortamda kendiliginden olusmaktadir. Siiperoksit ayrica
iskemi reperfiizyonda aktif olan 6rnegin, ksantin oksidaz gibi flavoenzimler tarafindan
endojen olarak da tiretilmektedir. Diger siliperoksit iiretici enzimler lipoksijenaz ve

siklooksijenazdir. Membran bagimli enzim kompleksi olan, fagositik hiicrelerin
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NADPH’a bagimli oksidaz1 yiiksek diizeyde O,° iiretimine neden olur. iki molekiil
stiperoksit hizlica hidrojen perokside ve molekiiler oksijene doniisiir ve bu reaksiyon

stiperoksit dismutaz (SOD) ile katalizlenir (116).
Hidroksil Radikali (OH®)

Hidroksil radikali biyolojik sistemlerde yaklasik 107 saniye yar1 Omrii olan ve yaklasik
1.5 atom difiizyon yolu olan son derece giiglii bir oksidandir. Bilinen en toksik
radikaldir ve lipitler, proteinler ve niikleik asitler dahil hemen hemen tiim biyolojik
makromolekiilleri difiizyon ile sinirli oranlarda okside edebilir. Demir iyonu varliginda
hidrojen peroksitten hidroksil radikallerinin olusumu “Fenton Reaksiyonu’’, hidrojen
peroksit ve siliperoksitten hidroksil radikallerinin olusumu ise ‘“Haber-Weiss
reaksiyonu” olarak bilinmektedir (115).

Hidrojen Peroksit (H,0,)

H,0, reaktif bir radikal degildir, bununla birlikte biyolojik membranlardan gecerek,
uzak mesafelere gidebilir, bdylece olustugu yerden ¢ok uzaklarda oksidatif hasara neden
olabilir (117). Ortamda metal iyonlari fazla miktarda bulundugunda fenton reaksiyonu

tetiklenecegi ve bu reaksiyon sonucunda da hidroksil radikali olusacagi i¢in tehlikelidir.
2.7.2.2. Reaktif Azot Tiirleri
Nitrik oksit

Nitrik oksit nitrik oksit sentaz (iNOS) tarafindan L-argininden iiretilir (118). Diger
serbest oksijen radikalleri her konsantrasyonda zararli iken, NO disiik
konsantrasyonlarda kan basinci ve sindirim sisteminin diizenlenmesinden konak
savunmast ve ozgiil olmayan imminiteye kadar bir ¢ok onemli fizyolojik olayin
diizenlenmesinde rol oynar. Ancak, asirn miktarda iretildiginde, bir ¢ok patolojik
durumun da ortaya ¢ikmasina neden olur. iNOS vasitasiyla iretilen makrofaj kaynakli
NO bakteri, parazit ve timor hiicreleri tizerine sitotoksik etki yaparken, DNA ve RNA
viriislerinin yayilmasini da onler. NO bu etkilerini, bazi enzimlerdeki duyarli demir
gruplarina baglanarak, ¢ogalmay: saglayan anahtar metabolik yollarin blokajina yol

acarak ve oksijen ile birlesip giiclii hiicresel toksinler ortaya cikararak gosterir (119).
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Nitrik oksit vazodilatasyonu artirir, ddem olusturur ve hassas sinir uglarini etkiler. Tim

bu etkiler enflamatuvar yanitin 6nemli gostergelerindendir (120).
Peroksinitrit (ONOQ®)

Siiperoksit ile NO reaksiyonunun iiriinii olan peroksinitrit (ONOQO?®) gii¢lii ve yarilanma
Omrii uzun bir oksidandir. Organizmada peroksinitrit, hidroksil radikali gibi davranan
hidroksinitrite  (HOONQO)  doniislir.  Peroksinitritin ~ parcalanmasiyla  yiiksek
konsantrasyonlarda NO; olusur. Bu reaktif nitrojen bilesikleri lipitler, DNA, tioller,
amino asitler ve metallerle reaksiyona girerek enzim fonksiyonlarini bozar, membran

biitiinltigline zarar verir ve DNA mutasyonuna neden olabilir (120).
2.7.3. Antioksidanlar

Antioksidanlar, yiikseltgenebilen substratlara gore daha diisiik konsantrasyonlarda,
substratin prooksidanlarla baglatilan oksidasyonunu ciddi derecede engelleyen ya da
geciktiren maddelerdir. Prooksidanlar ise lipitler, proteinler ve niikleik asitlerde
oksidatif hasara sebep olan ve bunun sonucunda cesitli patolojik olaylara ve/veya
hastaliklara yol acan toksik maddelerdir. Antioksidanlar, hiicrelere zarar veren bu
prooksidanlar1 (reaktif oksijen ve azot tiirleri, serbest radikaller) etkin bir sekilde

indirgeyerek diisiik toksisiteli veya toksik olmayan iiriinlere doniistiiriirler (121).

Saglikl1 bireylerde, serbest radikallerin tiretimi ile antioksidan savunma sistemi arasinda
bir denge mevcuttur. Denge, antioksidan seviyelerinin azalmasi veya Serbest
radikallerin liretiminin artmasi lehine oldugunda oksidatif stres olusmaktadir. Oksidatif
stresin, Ozellikle yaslanmaya bagli olarak Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1 gibi
norodejeneratif bozukluklara neden olabilecegi yaygin bir sekilde bilinmektedir. Dahasi
oksidatif hasar kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, ateroskleroz, Kkatarakt ve

enflamasyon gibi bir¢ok kronik hastaligi baslatabilmekte ve ilerletebilmektedir (122).

Antioksidanlar, serbest radikalleri indirgeyerek olusacak hasari onlemede rol oynar.
Bunlar serbest radikalleri tutarak veya daha zayif yeni bir molekiile doniistiirerek
aktivitelerini azaltir veya serbest radikalleri kendilerine baglayip reaksiyon zincirini
kirma/onarma seklinde etki gosterirler. Antioksidanlarin siniflandirilmasi  farkl

sekillerde yapilabilmektedir; yapilarma gore enzimatik ve enzimatik olmayan,
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kaynaklarina gore endojen ve eksojen, ¢oziiniirliiklerine gore suda ¢oziinenler ve yagda

cOziinenler ve organizmada yerlesimlerine gore intraselluler ve ekstraselluler olarak

siiflandirilirlar (114).
Endojen antioksidanlar enzim ve enzim olmayanlar olmak {izere iki sinifa ayrilirlar:
2.7.3.1. Enzim Olan Endojen Antioksidanlar

En Onemli antioksidan enzimler; siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz,
glutatyon-S -transferaz, glutatyon rediiktazdir. Bu antioksidan enzimler, serbest oksijen

radikallerine kars1 6nemli hiicre i¢i enzimatik savunma sistemleridir.
Siiperoksit dismutaz (SOD)

Serbest radikallere kars1 organizmadaki ilk savunma islemi SOD enzimiyle gerceklesir.
SOD, endojen olarak {iretilen ve organizmayi olusturan her hiicre i¢in esansiyel bir
enzim olup peroksinitrit olusumunu engelleyici ve hiicre hasarina yol agan siiperoksit
radikalini, daha az zararli hidrojen peroksite ve molekiiler oksijene doniistiiriicii etkisi
nedeniyle organizmayi oksidanlarin zararli etkilerinden Kkorur (114). Siiperoksit
dismutaz enziminin 3 farkl tipi vardir: metal igeren siiperoksit dismutaz enzimi (Fe-
SOD), manganez igeren siiperoksit dismutaz enzimi (Mn-SOD), bakir/¢inko igeren

stiperoksit dismutaz enzimi (Cu, Zn-SOD) (124).
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

GSH-Px, her birinde selenosistein igeren 4 alt birimden olusur. Rediikte glutatyonu
yiikseltgerken H,0,’i de suya cevirir ve boylece membran lipitlerini ve hemoglobini
oksidatif strese karsit korur. Ayrica E vitamini yetersiz oldugunda membram
peroksidasyona karsi korur. GSH-PX yetersizligi selenyum eksikligi sonucu olabilir,

¢linkii selenyum bu enzimin integral bir par¢asidir (125).
Katalaz (CAT)

CAT, tim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan bir hemoproteindir.
Peroksizomlarda H,O;’in H,O ve O;‘ye doniisiimiinii katalizler. CAT ayni zamanda

fenoller ve alkoller gibi farkli substratlarin detoksifikasyonunda goérev alir. Katalazin
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antioksidan roliine drnek olarak Cu*? ve Fe*® tarafindan katalizlenen Fenton reaksiyonu

ile H,O,’den hidroksil radikali olusum riskini azaltmasi verilebilir (116).
Glutatyon-S-Transferaz (GST)

GST, elektrofilik ve hidrofobik bilesiklerin glutatyon ile konjugasyonunu saglayarak,
genellikle daha kolay atilabilen ve daha az toksik metabolitlere doniisiimiinii

katalizleyen antioksidan bir enzimdir (123).
Glutatyon Rediiktaz (GR)

GR, hiicre i¢i glutatyon (GSH) seviyelerini korunmasina yardimci olarak hiicre iginde
oksidatif hasarin Onlenmesi ac¢isindan dolayli ama o6nemli bir rol oynamaktadir.
Glutatyon peroksidaz enzimi ile birlikte zararli hidrojen peroksitin hiicredeki diizeyini
diistirmekten sorumludur. Bir flavoprotein olan GR hidrojen dondr olarak -nikotinamid
diniikleotid fosfat (NADPH) kullanarak okside glutatyonu (GSSG) indirgenmis
glutatyona (GSH) katalizler. Boylelikle giiclii antioksidan etkiye sahip glutatyon
muhafaza edilir (123).

2.7.3.2. Enzim Olmayan Endojen Antioksidanlar

Melatonin

Melatonin imminite, uyku, retinal fizyoloji, endokrin sistem, sirkadiyen ritmin
diizenlenmesi gibi bir¢ok biyolojik fonksiyonda rol oynayan bir hormondur. Bununla
birlikte, son yillarda, indoliin etkili bir serbest radikal siipiiriicii ve antioksidan oldugu
bulundugundan beri melatoninin etki alan1 da genislemistir. indol, hem yiiksek derecede
toksik olan hidroksil radikalinin hem de doymamuis lipitlerin oksidasyonu sirasinda
tiretilen ve lipit peroksidasyonunu yayan peroksil radikalinin etkili bir temizleyicisidir.
Ayrica, melatonin bazi Onemli antioksidan enzimleri, yani siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazi uyararak da etki gosterebilir. Toksik
olmamasi, fizyolojik engelleri asabilmesi ve hiicre i¢i bolmelere girme kolayligi bu
antioksidanin temel Ozellikleridir. Yas artimi ile birlikte melatonin iiretiminin de
azaldig tesbit edilmistir (126). Bu durumun yaslanma ve yaslanmaya bagli hastaliklarin

patogenezinde 6nemli rol oynadig1 diistiniilmektedir.
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Glutatyon

Glutatyon (GSH); glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir tripeptittir. Onemli bir
indirgeyici ajan ve antioksidan olan glutatyon, hiicrenin oksido-rediiksiyon dengesini
sirdiirip hiicreleri endojen ve eksojen kaynakli oksidanlarin zararli etkilerinden
korumaktadir. GSH proteinlerdeki SH gruplarinin korunmasi ve bazi reaksiyonlarda
koenzim olarak gorev almasimin yani sira, aminoasitlerin transportunda, protein ve
DNA sentezinde de 6nemli rol oynar (127). Diyetteki GSH kismen ince bagirsaktan
emilebilir ve de novo sentezlenebilir; boylece GSH eksojen ve endojen bir antioksidan
olarak gorev yapabilir. GSH'nin oksidasyonundan olusan glutatyon radikali (GS®), pro-
oksidan bir radikal olmasina ragmen, GS" baska bir GS’ ile reaksiyona girebilir GS-
SG'yi iiretebilir ve daha sonra NADPH'ye bagli glutatyon rediiktaz tarafindan GSH'ye
indirgenir. GSH, enzimatik reaksiyonlar yoluyla dogrudan ve dolayli olarak reaktif

tirleri (6rnegin;lipit peroksil radikali, peroksinitrit, H,0,) siipiiriir (118).
Transferrin

Transferrin esas olarak serumda mevcut olmasina ragmen diger viicut sivilarinda da
diisiik konsantrasyonlarda bulunur. Temel islevi ¢ogalan hiicrelere demir tasimasidir.
Dolayisiyla hiicrelerin gelismesinde oynadigi rol 6nemlidir. Demir iyonlari, fenton
reaksiyonlarina neden olarak hidrojen peroksitin yiiksek toksisiteye sahip hidroksil
radikallerine doniisiimiinii katalizler. Boylelikle oksidatif stresin artisina katkida
bulunur. Transferin serbest demir iyon konsantrasyonu azaltarak antioksidan etKi
gosterir (123).

Bilirubin

Bilirubinin biiytik bir kism1 dmriinii dolduran eritrositlerin parcalanmasiyla meydana
gelir. Dolasim esnasinda karaciger tarafindan alinir, biyotransformasyona ugratilarak

safra veya idrarla atilir. Antioksidan etkisi peroksil radikallerini toplamasindan

kaynaklanir (123).
2.7.3.3. Eksojen Antioksidanlar
E Vitamini

E vitamini normal metabolik siire¢ sirasinda Uretilen serbest radikalleri etkisiz hale
getiren bir antioksidandir. E vitamini ile GSH-Px serbest radikallere kars1 birbirlerini

tamamlayici etkilere sahiptir. E vitamini tokoferol yapisinda olup a, , v ve o olarak
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adlandirilan dort tokoferol karisimidir. Antioksidan etkisi en fazla olan a-tokoferol’diir.
a-tokoferol biyolojik membranlardaki lipoproteinleri oksidasyona karsi koruyan ve
yagda ¢oziinen ana antioksidan vitamindir (114). E vitamininin gérevi kardiyovaskiiler
hastaliklarda rol oynayan lipit peroksidasyonunu engellemektir (128). Ayrica, E
vitamini singlet oksijeni de sondiirerek oksidatif strese karsi olusan savunma hattina da
katkida bulunur (129).

C Vitamini

Askorbik asit veya C vitamini, insan plazmasinda ve hiicre membranlarinda bulunan,
baslica antioksidan olarak gosterilmektedir. Reaktif oksijen tiirlerini, peroksitleri ve a-
tokoferolii indirger. Vitamin, esas itibariyle lipit peroksil radikalleri ile reaksiyon
sonucunda olusan a-tokoferol radikallerini azaltarak plazma lipoproteinlerinde, 6rnegin
LDL'de lipit hidroperoksit olusumunu oOnler. Bu fonksiyonu aterosklerotik plak
olusumunun engellenmesinde 6nemlidir. Ayrica askorbat bu mekanizma ile hiicre

membranlarindaki lipitleri de korur (116, 130).
Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, bitkiler alemindeki yaygin sekonder metabolitlerin biiylik bir
grubunu olustururlar. Fenolik bilesikler yapilarina gore siniflandirilirlar ve hidroksil
gruplariin sayisina, konumuna ve diger siibstitiientlerin varligina goére alt gruplara
ayrilirlar. Fenolik bilesikler, o6zellikle flavonoitler, farkli biyolojik aktivitelere
sahiptirler, bunlardan en onemlileri; antioksidan aktivite, damar koruyucu etki ve
timoriin gesitli evrelerinde ortaya ¢ikan inhibe edici etkidir. Fenolikler reaktif oksijen
tirlerinin  elektron verme Ozelliklerine bagli  olarak bunlar siipliriicii  etki
gostermektedirler. Antioksidan etkinlikleri hidroksil gruplarinin sayisi ve bulundugu
yerin yani sira farkli sistemlerdeki kararliliklarina baglidir. Birgok in vitro calismaya
gore, fenolik bilesikler vitaminler ve karotenoidlerden daha yiiksek antioksidan aktivite

gostermektedir (129).

Bitki polifenolleri ¢ok fonksiyonlu olup hidrojen atomu verici, singlet oksijeni siipiiriicii
ve indirgeyici olarak davranirlar. Bazi polifenoller ise antioksidan 6zelliklerini metal

iyonlarini selatlama 6zelliklerine borgludurlar (131).

Bir polifenolun antioksidan olarak tanimlanabilmesi icin iki temel 6zelligin saglanmasi

gerekmektedir. Bunlar;
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a) Okside olabilen substratlara oranla diisilk konsantrasyonlarda bulunduklarinda,
otooksidasyonu veya serbest radikal merkezli oksidasyonu erteleyebilmeli,

geciktirebilmeli veya onleyebilmelidir.

b) Siipiirme sonunda olusan radikal, oksidasyon zincir reaksiyonunu kesmekte kararl

olmalidir (131).

Polifenolik antioksidanlar (PPH), peroksil radikaline (ROO®) hizl1 bir sekilde hidrojen
atomu vererek ve onlar1 alkil hidroperoksit (ROOH) yapisina doniistiirerek lipit

peroksidasyonunu inhibe ederler.
ROO*® + PPH — ROOH + PP*

Olusan polifenol fenoksil radikali bir bagka hidrojen atomu vererek ve kinonlarin
olusumu ile kararli hale gelmekte veya baska fenoksil radikali ile reaksiyona girerek

yeni bir zincir reaksiyonu baglamadan kesilmektedir (131).
Flavonoitler

Flavonoit terimi sar1 anlamina gelen Latince "flavus" sozcligiinden tiiretilmistir.
Flavonoitler serbest radikalleri dogrudan hidrojen atomu vererek temizleyebilirler.
Flavonoitlerin in vitro antioksidan aktiviteleri, ¢ekirdek yapilarindaki fonksiyonel
gruplarin yerlesimine baglidir. Hidroksil gruplarinin hem konfigiirasyonu hem de sayzsi,
antioksidan aktivitenin mekanizmasint biiyiik 6lgiide etkiler. B halkasinin hidroksil
konfigiirasyonu reaktif oksijen tiirlerini stipiiriicii etkinin en 6nemli belirleyicisidir.
Ancak, A ve C halkalarinin siibstitiisyonu siiperoksit anyon radikali siipirme hiz
sabitleri iizerinde cok az etkiye sahiptir. /n vitro antioksidan aktivite, flavonoit
monomerlerin polimerizasyonu ile artirilabilir; proantosiyanidinler, katesin polimerleri,
molekiillerinde bulunan ¢ok sayida hidroksil grubundan dolayr miikemmel in vitro
antioksidan Ozellik gosterirler. Proantosiyanidinlerin antioksidan kapasitesi, oligomer
zincir uzunluguna ve reaksiyona girdigi reaktif tiiriine baglhdir. Flavonoitlerin

glikozilasyonu, in vitro antioksidan aktiviteyi azaltir (132).

Flavonoitlerin etkin radikal siipiiriicii aktiviteleri i¢in gerekli olan temel yapisal

ozellikleri s0yle 6zetlenebilir:
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A) elektron delokalizasyonu i¢in B halkasinda bir orto-dihidroksi (katekol) yapisi,

B) C halkasinda 4-okso grubu ile 2,3 arasinda ¢ifte bag, B halkasindan elektron

delokalizasyonunu saglar.

C) 3 ve 5 konumlarindaki hidroksil gruplari, okso grubu ile hidrojen bagini saglar (132).

Flavonoitler dogrudan reaktif oksijen radikallerini siipiirerek, antioksidan enzimleri
aktive ederek, metal selatlayici olarak, oksidazlari inhibe ederek, nitrik oksitin neden
oldugu oksidatif stresi azaltarak etki gosterebilirler (132). Flavonoitlerin aterosklerozda
onemli rol oynayan LDL peroksidasyonunu onledigi de bildirilmistir. Flavonoitlerin
kanseri Onleyebilmesi, antimutajenik ve antiproliferatif yeteneklerinden, giiglii
antioksidan kapasitelerinden, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve anjiyogenezde yer
almalarindan kaynaklanmaktadir (133). Flavonoitler ayrica, antiviral, antitrombotik,
antienflamatuvar, antialerjik ve vazodilatasyon etkileri, aterosklerosis ve koroner kalp
hastaliklarindan koruma, hiicresel immunitenin stimiilasyonu gibi etkiler de gosterirler

(134).

0

Sekil 2.3. Flavonoitlerin genel kimyasal yapisi

Fenolik Asitler

Fenolik asitler, sinnamik asit ve benzoik asitin hidroksi tiirevleri olmak iizere iki ana
gruba ayrilir. Hidroksibenzoik asitler C6-C1 fenilmetan yapisinda olup,

hidroksisinnamik asitler ise C6-C3 fenilpropan yapisindadirlar (135).
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sinnamik asit benzoik asit
Sekil 2.4. Sinnamik ve benzoik asitlerin genel kimyasal yapilari

Fenolik asitlerin ve bunlarin esterlerinin antioksidan aktivitesi, molekiil i¢indeki
hidroksil gruplarinin sayisina baglidir. Benzoik asitlerdeki karboksil grubunun elektron
cekici ozelligi, hidroksi benzoatlarin H-verici kabiliyeti iizerinde olumsuz bir etkiye
sahiptir. Hidroksi sinnamatlar, hidroksi benzoatlara gore daha aktiftirler (136). Fenolik
asitlerin singlet oksijen, hidroksil, hidrojen peroksit radikallerini giderme ve metal
selatlama kabiliyetine sahip oldugu yapilan g¢aligmalarda bildirilmistir (137, 138).
Ayrica fenolik asitler iltihap Onleyici, bagisiklik sistemlerini giiclendirici ve kan
dolagimini iyilestirici 6zelliklerinden dolayr viicutta 6nemli diizeyde anti-aging etki

gosterirler (123).
Tanenler

Fenolik polimerler diger bir deyisle tanenler veya proantosiyanidinler, yiiksek molekiil
agirlikli bilesikler olup flavonoitlerin (flavan-3-ol) oligomer veya polimeridirler.
Bitkilerin sekonder metabolitleri olup, bitkileri zararlilara (mantarlar ve bocekler v.s)
kars1 korurlar. Proantosiyanidin igerigi yiiksek gida ya da gida takviyelerini kisa/uzun
stireli kullananlarda ateroskleroz, bazi kanser tiirleri ve enflamasyonun goriilme
oranlarinin azaldig: bildirilmistir. Tanenlerin ayrica kan pihtilagmasini hizlandirma, kan
basincini azaltma, serum lipit diizeylerini diisiirme, immiin cevabi ayarlama gibi

fizyolojik etkileri de bildirilmistir (139).
Karotenoitler

Karotenoitler, birgok meyve ve sebzede bulunan sari, turuncu ve kirmizi renk veren

pigmentlerdir. Coklu doymamis yapilar1 bu pigmentlere kolay okside olabilen ve stabil
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olmayan bir yap1 kazandirmaktadir. Karotenoitler antioksidan aktivitelerini serbest
radikal reaksiyonlarina katilarak, zararli hidrojen peroksitlerin olusum hizin1 azaltmak
suretiyle gosterirler. Ayrica, siiperoksit anyonlarini yok ederler ve plazmada diisiik
yogunluklu lipoprotein iginde tasindiklari i¢in potansiyel olarak LDL oksidasyonunu
siirlarlar ve oksidasyona karst koruyucu gorev distlenirler. Karotenoitlerin in vitro
ortamlarda antioksidan etkili oldugu; buna karsilik, in vivo ortamlarda antioksidan
davraniglarinin, konsantrasyon, ger¢ek hedef ve dokularda birikim, reaktif oksijen
tiirlerinin yapis1 gibi heniiz tam agiklanamamis faktorlere bagli oldugu bildirilmektedir

(140).
Antosiyaninler

Antosiyaninler meyve sebzelerin yani sira ¢igeklerde de bulunur ve suda ¢dziinen dogal
pigmentler arasinda en 6nemli grup olarak kategorize edilir. Bunlar meyve sebzelere
mavi, kirmizi, mor rengi veren pigmentlerdir. Bu dogal pigmentlere antioksidan,
antikanser, antidiyabetik ve iltihap onleyici 6zellikleri ve ayn1 zamanda ¢ekici renkleri
nedeniyle gida sanayinde ve alternatif tipta biiyiik ilgi gosterilmektedir. Antosiyaninler,
LDL konsantrasyonunu yani kotii kolestroliin olusumunu 6nler. Ayrica kemoprotektif,
antienflamatuvar ve iiriner enfeksiyonlari 6nleyici etkilerinin de oldugu bildirilmektedir
(123).

2.8. ENFLAMASYONDA BAGISIK YANIT

Bagisiklik; organizmanin kendine yabanci nesnelerin tiimiinii tanima, kendi dokulari
yararina ya da zararina nétralize etme ve ortadan kaldirma yetenegi ile karakterize
fizyolojik bir fonksiyonudur. Viicuttaki bagisiklik sistemi dogal ve edinsel bagisiklik
olmak tizere iki grupta incelenmektedir. Her iki grubun da humoral (kanda dolasan) ve

hiicresel olmak {izere iki tiirii bulunmaktadir (141).
2.8.1. Dogal Bagisikhik

Dogal bagisiklik sistemi, mikroorganizma veya patojenle karsilagildiginda ortaya ¢ikan
ilk enflamatuvar yanittir (142). Dogal immunitenin hiicresel elemanlar1 fagositik
makrofajlar, graniilositler, antijen sunan dentrik hiicreler, dogal dldiiriici (NK) hiicreler

ve T lenfositlerdir (143).
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2.8.2. Edinsel Bagisikhik

Edinsel bagisiklik ise pasif ve aktif bagisiklik olmak {izere iki sekilde ortaya
cikmaktadir. Pasif bagigiklik antikorlarin daha 6nce bagisiklik gegirmis bir canlidan
baska bir canliya ge¢mesi ile elde edilen bagisikliktir. Aktif bagisiklik ise asilarla ya da
hastaligin gecirilmesiyle mevcut antijenle daha 6nce tanisip ikinci kere karsilasmasiyla

olusmaktadir (141).

Edinsel bagisiklik T ve B lenfositlerden olusmaktadir ve belirli bir antijene 6zgili olan
bagisikliktir (144). B lenfositler humoral bagisikligin olusumunu saglayan antikorlarin
iretiminden sorumlu iken, T lenfositler direkt olarak hiicresel bagisikliktan

sorumludurlar (141).

2.8.2.1. Hiicresel Yanit

Hiicresel yanit, T lenfositler tarafindan olusturulur ve intraselliiler mikroplarla savasir.
T lenfositler kendi icerisinde Yardimci1 T (T Helper) lenfositler ve Sitolitik T lenfositler
olmak tizere ikiye ayrilir. Yardimer T lenfositler makrofajlar1 aktive ederek fagosite
ettikleri patojenleri ortadan kaldirirlar. Sitolitik T hiicreleri ise intraselliiler mikrop
igeren enfekte hiicrelerin ortadan kaldirilmasindan sorumludurlar. Yardimer T hiicreleri
de kendi igerisinde Th1l ve Th2 olmak iizere ikiye ayrilir ve birbirinden farkl sitokinler
aracilifiyla farkli enflamasyonlar olustururlar. Thl’in irettigi en Onemli sitokin
IFNy’dir ve ¢ok potent bir makrofaj aktivatoriidiir. Bu sayede fagositoz araciligiyla
mikroplarin ortadan kaldirilmasini hizlandirir ayn1 zamanda B lenfositleri de aktive
ederek kompleman sisteminde kullanilan fagositozu kolaylastiran antikorlarin tiretimini
hizlandirir. Th2 hiicreleri ise IL-4 salgilayarak B lenfositlerden IgE salinimim
hizlandirir ve IL-5 salgilayarak eozinofilleri aktive ederek 6zellikle parazitlere karst bir
enflamasyon olustururlar. Th2 tarafindan salgilanan IL-4, IL-10 ve IL13; Thl hiicreleri
ve makrofajlart inhibe etmektedir. Bu nedenle Thl ve Th2 arasinda enflamasyon

sirasinda bir denge olugsmaktadir (145).

2.8.2.2. Humoral Yanit

Humoral immiiniteden sorumlu B lenfositleri antijene spesifik antikor yapimi ve bu

antikorlarin dolasima salinmasi1 ile gorevlidirler (146). Canli viicudu her giin
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milyonlarca farkli B lenfosit hiicresi iiretir ve bu hiicrelerin zarinda farkli bir antijene
baglanabilecek 6zgiin bir protein bulunmaktadir. Bu proteinleri tasiyan B lenfositleri
kan ve lenf iginde antikor iiretmeden dolasirlar. Bu lenfositler yabanci bir antijen ile
karsilastiginda veya T lenfositten ilave sinyal aldiginda farklilasir, cogalir ve plazma
hiicresine doniislir. Bunun sonucunda da immiinglobulinler iiretilmeye baslar (141). B
lenfositler antikor yapimi i¢in 6zellesmis hiicrelerdir. Uygun antijenik uyari sonucu B
hiicreleri bes farkli smiftan (IgM, IgG, IgA, IgE, IgD) immiinoglobulin salgilayan

plazma hiicrelerini olustururlar (147).
2.8.3. Bagisik Yamitta Bashica Hiicreler Arasi Iliskiler: Sitokinler

Sitokinler, organizmada immiin sisteminin diizenlenmesinde ve inflamatuvar olaylarda
onemli rol oynayan molekiillerdir. Lenfositlerin meydana getirdigi sitokinlere lenfokin,
monositlerin meydana getirdigi sitokinlere ise monokin denir. Sitokinler yabanci
antijenlere ve ajanlara karsi organizmanin reaksiyonlarinin kontrol ve diizenlenmesinde
onemli rol oynarken ayni zamanda hiicreler arasi iliskileri de diizenleyerek lokal ve
sistemik enflamatuvar cevapta 6nemli rol oynarlar. Sitokinler hormona benzemekle
beraber 6zellemis bir dokudan degil de cesitli hiicreler tarafindan yapildiklar: igin
hormon kabul edilemezler ve etkilerini otokrin veya parakrin sekilde gosterirler. Bazi
hiicreler kiiltiir ortaminda spontan olarak sitokin salgilayabilirse de sitokinlerin ¢ogu
hiicrenin aktivasyonundan sonra salgilanmaktadir. Istirahat halindeki hiicrelerden
sitokin salgilanmamaktadir. Sitokinler peptit veya glikoprotein yapisinda olup mol
agirhiklart 6000 ila 60.000 arasinda degismektedir. Cok aktif maddeler olup ¢ok kiigiik
miktarlar dahi etkili olabilmektedir (148).
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Tablo 2.3. Temel sitokinlerin siiflandirilmasi (149,150)

Sitokin Immiin Sistem Kaynag Esas Hedefler Esas Etkiler
IL-1a Lenfosit ve makrofaj
) ) T, B hiicreleri, makrofaj, )
Makrofajlar, B hiicreleri ) uyarimi,lokosit/endotel adezyon
endotel, doku hiicreleri
IL-1B artis1, yiiksek ates olugturmak
T hiicre farklilasmasi ve
IL-2 T hiicreleri T hiicreleri ¢ogalmasi, sitotoksik lenfosit ve
makrofaj uyarimi
Birgok hiicre ¢esitinde koloni
IL-3 T hiicreleri
uyarim faktorii
B hiicre biiyiime faktorii,
) eozinofil ve mast hiicrelerinin
IL-4 T hiicreleri T hiicreleri, B hiicreleri ) ) ) o
gelismesi,monokin tiretiminin
baskilanmasi
. ) B hiicre biiylime ve
IL-5 T hiicreleri B hiicreleri
farklilagsmasi, IgA segimi
B hiicre farklilagmasi, akut faz
IL-6 T hiicreleri, B hiicreleri B hiicreleri, hepatositler
proteinlerinin arttirilmasi
Pre-B hiicreleri, T o
IL-7 ) T ve B hiicrelerinin cogalmasi
hiicreleri
) Notrofil, bazofil, T Kemotaksi, anjiogenez,
IL-8 Monositler i o )
hiicreleri, keratinositler stiperoksit ve graniil salinmasi
T hiicre yasamini uzatma, Mast
IL-9 T hiicreleri
hiicre uyarimi
Sitokin sentezini 6nleme, B
hiicre ¢ogalmasini ve antikor
IL-10 T hiicreleri THI1 hiicreleri
yapimini kamgilamak, hiicresel
bagisiklig1 baskilamak
INE Aktive makrofajlar, diger IL-1 benzeri etkiler,vaskiiler
a
somatik hiicreler tromboz ve tiimér nekrozu
TNFp Lenfositler TNFa gibidir

2.8.4. Enflamasyon

Enflamasyon organizmanin i¢ veya dis tehlikelerden korunmak i¢in kullandigi temel
mekanizmadir. Bu yolla organizma, disaridan gelen bakteri, vir(is, mantar gibi

mikroorganizmalara veya kendi dokularindan olusan tiimérlere veya doku antijenlerine
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kars1 kendini korumaya calisir. Bir patojenin enflamasyon olusturmasi ig¢in gegmesi
gereken birinci engel deri veya mukozal yiizeylerde yer alan enzimler veya dogal
faktorlerle olusan bariyerdir. Bunu gecebilen organizma once dogal, sonra kazanilmis
immiin sistem tarafindan karsilanir. Akut enflamatuvar yanitin baglamasi i¢in immiin
sistem hiicre ve molekiillerinin patojenin bulundugu yere gelmesi gerekir. Disaridan
gelen organizmanin viicuda giris yaptigr yerdeki 1. temel bariyer mekanizmasi
yikildiktan sonra doku i¢ine giren organizmaya karsi savunma ve enflamatuvar yanitin
olugmas1 oncelikle dogal bagisiklik sistemi hiicre gruplart ve molekiilleri tarafindan
gerceklestirilir. Kompleman sistem aktive olur ve yabanci mikroorganizmanin yiizeyi
kaplanir, mast hiicrelerinin degraniile olmasi saglanarak ortama bazi mediyatorlerin
(histamin gibi) salinimi1 baglar. Hizla lokal kaslarda kasilma ve vaskiiler yatakta
genisleme ile olay yerine daha fazla kan akimi gelmesi saglanir. Hem yabanci
patojenden hem de hasarli dokudan salgilanan mediatorler, genisleyen damarlarda
adezyon molekiillerinin ekspresyonunu artirirlar. Boylece oradan gegmekte olan
hiicreleri bu boélgede bir enflamasyon oldugu konusunda uyarip kolaylikla dokuya
gecmelerine yardimci olurlar. Noétrofillerde yer alan L-selektin vaskiiler yapidaki
karbonhidrat yapilarina baglanir. Bu yolla nétrofilin damar {izerine yapisarak donmesi
saglanir. Aktive olan notrofil L-selektini dokerek yerine integrin ailesinden bazi
molekiilleri eksprese eder. Bu da endotelde TNF ve IL-1 gibi sitokinlerin etkisi ile
artmis olan e-selektin ile baglanarak noétrofillerin damara yapismasimi artirir.
Kemokinler olarak isimlendirilen kemotaktik molekiiller, prostoglandinler,
l6kotrienlerin etkisi ile olay yerine daha fazla hiicre gelir. Aktive olan 16kositler damar
endotelini gecerek doku i¢inde ilerleyip patojenin oldugu bolgeye ulasirlar ve

organizmay1 fagosite ederler (151).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. DENEYSEL CALISMALARDA KULLANILAN BITKiSEL MATERYAL,
KiMYASAL MADDELER VE CiHAZLAR

3.1.1. Bitkisel Materyal

Potentilla recta L. bitkisi, 2013 yilinin haziran ayinda Kayseri’nin Pinarbas1 Ilgesi,
Asagibeycayir Koyl civarindan toplanmistir. Bu calismada bitkinin, a¢ik havada ve
golgede kurutulmus cicekli toprak iistii kisimlari kullanilmistir. Bitkinin herbaryum
ornegi Erciyes Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Herbaryum’unda

(ERCH) saklanmaktadir. Toplayicit numaras1 1001 (BAAB 1001)’dir.

Sekil 3.1. Potentilla recta L. bitkisinin ¢igekli toprak {istii kisimlari
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3.1.2. Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan biitlin  kimyasal maddeler analitik kalitededir. Sivi
Kromotografisi-Kiitle Spektrometrisi analizlerinde yiiksek basingli sivi kromatografisi
kalitesinde ¢oziiciiler ve kimyasal maddeler kullanilmistir. Tiim deneylerde kullanilan

su, distile su veya deiyonize sudur.
3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Calkalamali su banyosu (Niive ST 402)

Su banyosu (Memmert)

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

Spektrofotometre (Shimadzu UV-1800)

Ultrasonik banyo (Elma S 100H Elmasonic)

Vorteks karistirict (Velp scientifica)

pH metre (Inolab pH 720 WTW)

Santrifiij cihazi (Thermo scientific SL 16R, Hettich mikro 200R)
Mikroplaka okuyucu (Biotek Synergy HT)

Steril kabin (Safe Fast Elite)

Hiicre sayim cihazi (Roche Innovatis Cedex Xs)

Karbondioksitli etiiv (New Brunswick Galaxy 170R)

SK-KS/KS (Shimadzu 20A Prominance)

3.2. DENEYSEL CALISMA

Bu bolimde P. recta bitkisinin toprak iisti kisimlari ile yapilan ekstraksiyon islemi,
ekstrenin kimyasal bilesimi, in vitro antioksidan ve antienflamatuvar aktivite

caligmalarinin yontemleri hakkinda bilgi verilmektedir.
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3.2.1. Ekstrelerin Hazirlams1

Bitkisel materyalin kurutulmus toprak iistii kisimlar1 (150 g) kaba toz edildikten sonra,
calkalamali su banyosunda ¢o6ziicii olarak %70’lik metanol kullanilarak, 24’er saat
siireyle 3 kez masere edildi. Ekstreler siiziillip, birlestirildikten sonra, vakum altinda
rotavaporda (37 °C) yogunlastirildi. Elde edilen yogunlastirilmis ekstre liyofilize edildi.

Ekstre analiz anina kadar -18 °C’de saklandi.
3.2.2. Fenolik Icerik Analizleri

Bitkisel materyalden hazirlanan ekstre antioksidan aktiviteden sorumlu fenolik

bilesikleri bakimindan incelendi.
3.2.2.1. Toplam Fenol Miktar Tayini

Ekstrenin igerdigi toplam fenol miktar1 gallik asite esdeger olarak Folin-Ciocalteau
yontemi kullanilarak hesaplandi (152). Bu yontemin esasi, fenolik bilesiklerin Folin-
Ciocalteau (fosfomolibdik-fosfotungstik asit) reaktifi ile bazik ortamda reaksiyona
girmelerine dayanmaktadir. 6 mL distile su iceren 10 mL 6l¢ekli kap icerisine 100 pL.
ornek ¢ozeltisi ve 500 uL Folin- Ciocalteau reaktifi eklendi. 1 dakika sonra 1.5 mL
%20’1ik sulu Na,CO; ilave edilip, 10 mL’ye su ile tamamlandi. Kontrol olarak ekstre
icermeyen reaktif karisimi kullanildi. 25 °C’de 2 saat bekletildikten sonra 760 nm’de
absorbans Ol¢limii yapildi. Gallik asit kalibrasyon egrisi kullanilarak toplam fenolik
madde miktar1 gallik asite esdeger olarak hesaplandi. Deneyler {i¢ paralel olacak sekilde
yapildi ve ortalama degerler kullanildi.

3.2.2.2. Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Ekstrenin toplam flavonoit miktar1 Zhishen ve ark. (1999)’nin kullandiklar1 yontem
modifiye edilerek hesaplandi (153). 1 mL ekstre, 4 ml distile su ve 0.3 mL %5’ lik
NaNO, (50 g/L) ile karistirildi. Bes dakika sonra 0.3 ml %10’ luk aluminyum triklorit
(100 g/L) eklendi. Altinci dakikada 2 mL 1 M NaOH (40 g/L) eklenip, toplam hacim su
ile 10 mL’ye tamamlandi. Cozeltilerin absorbanslart 510 nm’ de 6lgiildi. Ekstrenin
icerdigi toplam flavonoit miktari, katesin kalibrasyon egrisi kullanilarak, katesine
esdeger olarak (mgce/gekstre) hesaplandi. Deneyler ii¢ paralel olacak sekilde yapildi ve

ortalama degerler kullanildi.
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3.2.2.3. Toplam Flavonol Miktar Tayini

Ekstrenin igerdigi toplam flavonol miktar1 rutine esdeger olarak ((RE) mggre/Qekstre )
hesaplandi (154). Rutinin kalibrasyon egrisi 0.5-0.015 mg/mL konsantrasyonlardaki
etanolik rutin ¢ézeltilerinin 2 mL’ sinin 2 mL etanolik aluminyum triklorit (20 g/L) ve 6
mL sodyum asetat (50 g/L) ile karistirilmast ile hazirlandi. Cozeltilerin absorbanslari
20°C de 2.5 saat bekletildikten sonra 440 nm’ de Olgiildii. Ayn1 islemler rutin yerine 2
mL ekstre (10 g/L) eklenerek tekrarlandi. Deneyler {i¢ paralel olacak sekilde yapildi ve

ortalama degerler kullanildi.

3.2.2.4. Sivi Kromatografisi Kiitle Spektrometresi (SK-KS/KS) ile Fenolik

Bilesiklerin Analizi

Bir organik bilesigin yap1 analizi i¢in en kolay yol, hidrojen ve karbon atomlarinin
konumuna, sayisina bakmak, fonksiyonel gruplarini belirlemek yerine tiim yapisini ayni
anda degerlendirmektir. Kiitle spektrometrisi, giinlimiizde mevcut spektroskopik
yontemler arasinda arastirmaciya molekiiliin tiim yapis1 hakkinda bilgi veren ve ¢ogu
kez molekiil kiitlesinin ve molekiil formiiliiniin de bulunmasini saglayan tek yontemdir.
Bununla beraber pahali olusu ve ozel kullanim tekniklerini bilen bir kullanici
gerektirmesi nedeniyle ge¢mis yillarda yaygin olarak kullanilamamistir. Bu durum son
yillarda degismeye baslamis ve sivi kromatografisi ile kiitle spektrometresinin birlikte
kullanildigi ¢alismalar oldukga artmistir. Bu ¢aligmada SK-KS/KS sistemi kullanildi ve

olusan molekiiler iyon pikleri ve temel pikler ilizerinden degerlendirmeler yapildi.

Cihaz : Shimadzu Prominence LC-20A ve Uglii Kuadropol Hibrid

Lineer Iyon Trap Kiitle Spektrometre Sistemi

Dedektor : Shimadzu SK/KS-8040 SK-KS/KS sistemi
Iyonlasma modu : Elektro Sprey Iyonizasyon (ESI), negatif iyonlasma
Hareketli faz : A (%1 asetik asit su igerisinde)

B (%] asetik asit metanol i¢inde)

Akis hizi : 0.2 mL/dak



49

3.2.3. Antioksidan Aktivite Calismalari
3.2.3.1. Indirgenme Giiciiniin Belirlenmesi

Ekstrenin demir (III)’ 1 indirgeme kapasitesi Oyaizu (1986) yoOntemine gore yapildi
(155). 1 mL ekstre ¢ozeltisi, 2.5 mL 0.2 M fosfat tamponu (pH 6.6) ve 2.5 mL %1°lik
potasyum hekzasiyanoferrat ¢ozeltisi karistirildi. 50 °C” de 30 dakika inkiibe edildikten
sonra 2.5 mL %10’ luk trikloroasetikasit (TCA) ilave edildi ve karistm 10 dakika
santriflij edildi. Sonrasinda, 2.5 mL st kisim, 2.5 mL su ve 0.5 mL %1’lik FeClI, ilave
edilip karistirilarak 700 nm’de absorbanslar1 6lgiildii. Pozitif kontrol olarak BHT, BHA,
rozmarinik asit, askorbik asit ve gallik asit kullanildi. Ekstrenin indirgeme giicii
askorbik asite esdeger olarak (AscAE) mmol askorbik asit/g 6rnek olarak verildi (156).
Deneyler ii¢ paralel olacak sekilde yapildi ve ortalama degerler kullanildi.

3.2.3.2. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini

Ekstrenin DPPH*® radikalini siipiiriicii etkisi Gyamfi ve ark.’nin (1999) yontemine goére
yapildi (157). Ekstre ¢ozeltisi Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 7.4) ve 1mL 0.1 mM
metanolde hazirlanmis 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil ¢ozeltisi (DPPH®) ile karistirildi.
Karigim karanlikta, oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra absorbanslar 517
nm’de Olgiildi. Pozitif kontrol olarak BHT, BHA, askorbik asit, rozmarinik asit ve
gallik asit kullanildi. ICso degerleri nonlineer regresyon egrileri (Sigma Plot 2001
versiyon 7.0, SPSS Inc., Chicago IL) kullanilarak hesaplandi. Deneyler ii¢ paralel
olacak sekilde yapildi ve ortalama degerler kullamildi. inhibisyon yiizdesi asagidaki
esitlik kullanilarak hesaplandi.

% inhibisyon= [(AbsSkontrol- ADS smek) / ADS kontrol] X 100

3.2.3.3. 2,2’-azino-bis (3-etilbenzatiazolin-6- sulfonik asit) (ABTS **) Radikalini

Siipiiriicii Etki Tayini

Ekstrenin ABTS™® radikalini siipiiriicii etkisi Re ve ark.’nmn (1998) yéntemine gore
yapildi (158). ABTS* radikali (7 mM) ABTS’ in sulu ¢ozeltisi ile K2S20s (2.45 mM,
son konsantrasyon)’un karanlikta 12-16 saat bekletilmesiyle meydana getirildi ve
absorbansi oda sicakliginda 734 nm’de 0.700 (+0.030) olacak sekilde ayarlandi. Bu
sekilde hazirlanan radikal ¢ozeltisi (990 uL) ile ekstre ¢ozeltisi (10 pL) karistirildi ve
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734 nm’de 1 dakikalik araliklarla 30 dakika siiresince reaksiyon kinetigi ol¢iildii.
Konsantrasyona karsi 6l¢iilen inhibisyon yiizdeleri Troloks’a esdeger olarak (TEAC)
hesaplandi. Pozitif kontrol olarak BHT, BHA, askorbik asit, rozmarinik asit ve gallik
asit kullanildi. Deneyler ii¢ paralel olacak sekilde yapildi ve ortalama degerler
kullanild.

3.2.3.4. p-karoten / linoleik asit Birlikte Oksidasyonunu Inhibe Edici Etki Tayini

Ekstrenin antioksidan aktivitesi pf-karoten soldurma deneyine gore yapildi (159,160).
Tween 20 (120 mg) ve linoleik asit (120 mg) tartildi, kloroformla yikanarak bir kaba
alindi. Sonrasinda bu kaba 1.2 mL S-karoten (1mg/mL kloroform igerisinde) eklendi ve
karisimdaki kloroform rotavaporda ugurularak uzaklastirildi. 300 mL distile su
eklenerek yavasca karistirildi. Kontrol, standart ve drnekler eklenmeden ayni prosediirle
hazirlandi. Kontrol ve orneklerin sahitleri ise ayni sekilde p-karotensiz olarak
hazirlandi. Ekstreler, standartlar ve kontroller hazirlanan emiilsiyonlarla beraber tiiplere
aktarildt ve 470 nm’de Olglimleri yapildi. Daha sonra tiiplerdeki bu &rnekler
otooksidasyon i¢in 50 °C’de 120 dakika su banyosunda bekletildi ve her 15 dakikada bir
Olclim yapilarak solma derecesi izlendi. Deneyler ii¢ paralel olarak yapildi ve ortalama

degerler kullanildi. AA% asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.
AAY%= [1-(ADbS® smek- AbSsmek) / (ADS? kontrol-AbS™? kontrol) X100
3.2.3.5. Askorbat —Fe (111)-Katalizli Fosfolipit Peroksidasyonunun inhibisyonu

Ekstrenin hidroksil radikalini siipiiriicii etkisi Aruoma ve ark. yontemine (1997) gore
yapildi (161). Sigir beyin ekstresi (Bovine brain exract, Folch VII) 10 mM PBS (pH
7.4) ile karistirildi ve buz banyosu igerisinde seffaf bir slispansiyon oluncaya kadar (5
mg/ mL fosfolipit lipozomu) ultrasonik banyoda bekletildi. 0.2 mL Lipozom, 0.5 mL
PBS tamponu, 0.1 mL 1 mM FeClzve 0.1 mL ekstre ¢ozeltisi karistirildi. Peroksidasyon
reaksiyonunu hizlandirmak i¢in 0.1 mL 1 mM askorbat ¢ozeltisi ilave edildi. Karisim
37°C’de 60 dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 50 pL %?2’lik (a/h) butillenmis
hidroksi toluen (etanol igerisinde), 1 mL % 2.8 (a/h) trikloroasetik asit ve 1 mL % 1
(a/h) 2-tiyobarbitiirik asit (TBA, 0.05 M NaOH igerisinde) ilave edildi. Karisim
100°C’de su banyosunda 20 dakika 1sitildi. Reaksiyon sonucunda olusan (TBA),-MDA

kromojenleri 2 mL n-butanolle ekstre edildi. Butanol fazlarinin absorbanst 532 nm’de
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Olciildii. 1Csp degerleri nonlineer regresyon egrileri (Sigma Plot 2001 version 7.0, SPSS
Inc., Chicago, IL) kullanilarak hesaplandi. Deneyler ii¢ paralel olarak yapildi ve

ortalama degerler kullanildi. inhibisyon yiizdeleri asagidaki formiille hesaplandi.
% inhibisyon= [(AbSkontroI -Absémek) / AbSkontrol] x 100
3.2.3.6. Demir (II) Selat Aktivite

Demir (II) iyonlarinin ekstre ile kelasyonu Carter (1971) yontemine gore yapildi (162).
200 pL ekstre g¢ozeltisi, 100 uL 2.0 mM sulu FeCl, ve 900 uL metanol karistirildi.
Reaksiyon karisimi 5 dakika inkiibe edildikten sonra reaksiyon 400 puL 5.0 mM ferrozin
¢Ozeltisi ile hizlandirildi. 10 dakika bekletildikten sonra absorbans 562 nm’de oOlgiildii.
Demir kelasyon aktivitesi kontroliin absorbansi (Ayx) ve Ornek absorbansi (Ag)
kullanilarak asagidaki esitlige gore hesaplandi ve NaEDTA’ya esdeger
(MgnazepTa/Gsmek) Olarak verildi. Deneyler ii¢ paralel olarak yapildi ve ortalama degerler
kullanildi.

% inhibisyon=[(Ax — As) / Ag] x 100

3.2.3.7. Spesifik Olmayan Hidroksil Radikali ile Yonlendirilmis 2-Deoksiriboz

Bozulmasi

Deney Halliwell ve ark. (1987) yontemine gore yapildi (163). 100 puL eksre ¢ozeltisi,
500 pL 5.6 mM 2-deoksiriboz (50 mM KH,PO4-NaOH tampon, pH 7.4 igerisinde), 200
uL onceden karigtirilmis 100 puL FeCls ve 104 mM EDTA (1:1, h/h) ¢ozeltisi, 100 pL
1.0 mM H;0; ve 100 pL 1.0 mM sulu askorbik asit ¢ozeltileri karistirildi. Karisim
vortekslenip 50 °C’de 30 dakika inkiibe edildi, 1 mL % 2.8 trikloroasetik asit ve 1 mL
% 1.0 tiyobarbitiirik asit eklenerek karisim tekrar 50 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Olusan oksidasyon 532 nm’de &lgiildii. Inhibisyon yiizdesi kontroliin absorbans1 (A) ve
ornek absorbansi (Aj;) kullanilarak asagidaki esitlige gore hesaplandi. Deneyler ii¢

paralel olarak yapildi ve ortalama degerler kullanildu.

% inhibisyon = [(Ax — As) / A x 100
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3.2.3.8. Spesifik Hidroksil Radikali ile Yonlendirilmis 2-Deoksiriboz Bozulmasi

Ekstrenin spesifik hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasini
engelleme giicii, spesifik olmayan hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz
bozulmasi deneyindeki yontem kullanilarak hesaplandi. Sadece farkli olarak EDTA
yerine tampon ¢ozelti kullanildi (163).

3.2.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Hiicre kiiltiirti, hiicrelerin in vitro ortamda biiyiitiilmesi ve ¢ogaltilmasi islemidir. Bu
calismada RAW 264.7 (Abelson fare 16semi viriisii transforme edilmis makrofaj hiicre
hatt1) kullanildi. Calismalar siiresince bu hiicreler +37 °C” de CO2’li inkiibatorde delikli
kapakl1 hiicre kiiltlir kaplari icinde tutuldu ve diizenli olarak takip edilip besi yerleri iki
gilin ara ile degistirilerek kiiltiir stirdiiriildii. Cogalan hiicrelerin bir kismi dondurulup -80

°C’de muhafaza edildi.
3.2.4.1. RAW 264.7 Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesi

RAW 264.7 hiicreleri, +37 °C’ de ¢oziildii. Hiicrenin iizerine 5 mL PBS eklendi ve
20°C’de 1600 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan kismi atildiktan sonra hiicre
pelleti {izerine 5 mL kadar taze besiyeri eklenip yavasca pipetleyerek homojenize edildi
ve delikli hiicre kiiltlir kabina aktarilarak CO2’li inkiibatore kaldirildi. Calisma siiresince
kullanilacak olan hiicrelerin devaminin saglanmasit ve canliliginin korunmasi igin

pasajlar yapildi.
3.2.4.2. RAW 264.7 Hiicrelerinin Pasaj1

Hiicre pasajlama islemi; flasklarda tek tabaka halinde bulunan hiicre dizilerini zarar
vermeden, yiizeyden 1s1 ve tripsin yardimiyla kaldirip sivi iginde siispanse ederek bagka
ortamlara aktarma prensibine dayanir. Flask igerisinde kiiltiire edilen hiicreler iki giinliik
inkiibasyon siiresi sonunda, 15 mL’ lik ependorf tiiplere aktarildi ve 800 g’de 5 dakika
santrifiij edilip siipernatan kismi uzaklastirildi. Pellet, penisilin igeren yaklasik 5 mL
PBS (pH:7.3) tamponu i¢inde hiicrelere zarar vermeyecek sekilde c¢oziilip, ayni
kosullarda tekrar sanrifiij edildi. Siipernatan uzaklastirildiktan sonra olusan pellet

onceden hazirlanmis besiyeri icinde ¢oziilerek kiiltiir kabina aktarildi. Pasajlama
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Isleminin iki glin arayla yapilma nedeni, olasi kontaminasyonlardan ve 0li hiicre

kalintilarinin zararl etkilerinden canli hiicrelerin etkilenmesini 6nlemektir.
3.2.4.3. Hiicre Dondurma ve Saklama

Hiicreler besiyeri degistirirken oldugu gibi santrifiij ve yikama islemlerine tabi tutuldu.
Hiicreler santrifiij edildikten sonra siipernatan atildi. Hiicreler 1 mL PBS ile siispande
edilerek, steril tiipe aktarild1 ve lizerine 1 mL krio ¢dzeltisi karisimindan eklendi (% 5
DMSO) ve hazirlanan kriolarin kademeli olarak donmalarini saglamak i¢in ilk olarak +4

°C’de yarim saat, -20 °C’de 3 saat bekletildikten sonra -80 °C’ye kaldirildi.
3.2.4.4. FCS’nin Inaktivasyonu

FCS, besiyerinin en 6nemli besin kaynagidir. Inaktivasyon islemi ile 1stya duyarh
komplement proteinler denatiire edildi. Ayrica 0.22 pum’lik filtreden gegirilmelerine
ragmen mikoplazma gibi mikroorganizmalar hala ortamda mevcut olabilecegi igin 1s1yla
gergeklestirilen bu inaktivasyon prosesi sayesinde besiyeri kontaminasyon riski azalmig
oldu. Inaktivasyon isleminde -20 °C’de muhafaza edilen FCS alinip 37 °C’lik su
banyosuna konuldu ve burada araliklarla calkalanarak erimesi saglandi. Tamamen
eridikten sonra 15 dakika kadar yine aralikli olarak karigtirildi ve FCS’nin sicakliginin
37 °C’ye gelmesi beklenip su banyosunun sicakligi +56 °C’ye ¢ikarildi. Bes dakika su
banyosunu sicakliginin +56 °C’ye gelmesi beklenip sicaklik tamamen yiikselince her 10
dakikada bir karistirmak suretiyle yarim saat su banyosunda bekletildi siire sonunda

steril tiiplere boliiniip -20 °C’ye kaldirilda.

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

Kolorimetrik Gelisme Inhibisyonu Testi ile Belirlenmesi

Ekstrenin RAW 264.7 hiicreleri {izerindeki sitotoksisitesi sulforhodamin B (SRB)
kolorimetrik yontemi ile belirlendi. Calismadan 24 saat dnce flasktaki hiicreler sayilarak
96 kuyucuklu mikroplaga kuyucuk basia 100 puL’ de 25000 hiicre olacak sekilde ekim
yapildi. 24 saat sonunda plaga yapismis olan hiicrelerin iistiindeki besi yerleri atildi.
7.81 pg/mL, 15.6 pg/mL, 31.25 pg/mL, 62.5 pg/mL, 125 pg/mL, 250 pg/mL, 500
ng/mL, 1000 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan ve besi yerinde seyreltilen ekstreler

kuyucuklara 100 pL eklendi. 37°C’de karbondioksitli etiivde 24 saat bekletildi. Siire
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sonunda +4 -C’de bekletilen % 40’lik soguk TCA ¢ozeltisi kuyucuklara ilave edildi ve
plak +4-C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklar bosaltilarak 5 defa
100 pL deiyonize su ile yikandi. Kuyucuklar kurutulduktan sonra %1 asetik asit i¢inde
hazirlanmis %0.4 SRB boyas1 kuyucuklara 50 pL. eklenerek 30 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Kuyucuklar igerigi uzaklastirildiktan ve 5 defa %1 asetik asit ¢ozeltisi ile
yikandiktan sonra kurutuldu, daha sonra 10 nM Tris baz1 100 uL eklenerek 5 dk
calkalayicida calkalandi. Absorbanslar mikroplaka okuyucuda 492 nM’de olciildi
(164). Deneyler 3 paralel calisild1 ve ortalama degerler kullanildi.

3.2.5. Antienflamatuvar Etki

Birinci deney grubunda 1x10° sayida kuyucuklara dagitilan RAW 264.7 hiicreleri 62.5
ug/mL ve 125 pg/mL konsantrasyonlarda ekstre ile 6 saat inkiibe edildikten sonra 1
ng/mL konsantrasyonda LPS ile 24 saat inkiibe edilerek enflamatuvar yanit tetiklendi.
ikinci deney grubunda ise 1x10° sayida kuyucuklara dagitilan RAW 264.7 hiicreleri
62.5 pg/mL ve 125 pg/mL konsantrasyonlarda ekstre ve 1 ng/mL konsantrasyonda LPS
ile ayn1 anda kuyucuklara eklenerek 24 saat inkiibe edildi.

Kuyucuklardan toplanan siipernatan kismi ile Interlokin-1 beta (IL-1p), Interldkin-6
(IL-6), interlokin- 10 (IL-10), Tiimdr Nekroz Faktdr Alfa (TNF-o) sitokin seviyelerinin

Olctimii ve nitrik oksit deneyleri yapildi.
3.2.5.1. Nitrik Oksit Deneyi

Nitrik oksit 6l¢iimiinde kullanilan birgok yontem mevcuttur, bunlardan biri de Griess
yontemidir. Griess yontemi, nitritin asidik ortamda primer bir aromatik amin ile
(stilfanilamit) diazotizasyonu ve N-(1-naftil)etilendiamin hidroklorit (NED) ile mor
renkli bir azo {irlinii olusturmasi esasina dayanir (165). 0.2 gr NazB4O; 100 mL distile
suda ¢oziildii. Uzerine 0.069 gr NaNO, eklendi. Standart egri hazirlamak igin 5, 10, 20,
40, 80, 100 umol/L konsantrasyonlarda sodyum nitrit ¢ozeltileri hazirlandi. Deney
gruplarina ait 50 uLL hacmindeki 6rneklerin iizerine 50 uL Griess reajani ilave edildi,
renk olusumu i¢in oda sicakliginda 10 dakika beklendi. Farkli konsantrasyonda
hazirlanan sodyum nitrit ¢ozeltileri de 50 pL hacminde kuyucuklara eklendikten sonra

Griess reajani ilave edilerek inkiibe edildi. Mikroplak okuyucuda 540 nm'de 6l¢iildii.
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Orneklerdeki nitrit konsantrasyonu, standart sodyum nitrit kalibrasyon egrisinden

yararlanilarak hesaplandi (166).
3.2.5.2. Interlékin-1p (IL-1p) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii

eBioscience Mouse IL-1B (BMS6002) kit prosediiriine gore 6l¢iim yapildi.
-Kuyucuklar 400 pL yikama tamponu ile iki kez yikandi.

-Standart kuyucuklarina 100 pL farkli konsantrasyondaki standartlar, Ornek
kuyucuklarma 50 pL 6rnek eklendi.

-Kuyucuklara 50 pL Biotin-Konjugat eklenerek oda sicakliginda orbital calkalayicida
400 rpm’de 2 saat inkiibe edildi.

-Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 4 kez yikandi.

-Kuyucuklara 100 pL diliie Streptavidin-HRP eklenerek, plak orbital ¢alkalayicida 400
rpm’de 1 saat inkiibe edildi.

- Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 4 kez yikandi.

-100 pL 3,3°,5,5 tetrametilbenzidin Substrat ¢6zeltisi eklenerek plak oda sicakliginda
10 dakika inkiibe edildi.

-100 pL stop ¢ozeltisi eklenerek 450 nm’de absorbanslar okundu.

IL-1B standardi 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62.5 pg/mL, 31.3 pg/mL, 15.6
pg/mL, 7.8 pg/mL konsantrasyonlarda c¢alisilarak standart egri ¢izdirildi ve dogru

denkleminden 6rneklerdeki IL-1p miktarlar1 hesaplandi.

3.2.5.3. interl6kin-10 (IL-10) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii

Sigma-Aldrich Mouse IL-10 (RAB0245-1KT) kit prosediiriine gére 6lgiim yapildi.
-Kullanmadan 6nce biitlin reaktifler ve 6rnekler oda sicakligina getirildi.

-Standartlar ve 6rnekler kuyucuklara 100 pL eklenerek plak kapatildi ve 2.5 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi.

-Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 4 kez yikandi.

-100 pL biotinlenmis tanimlama antikoru eklenerek oda sicakliginda orbital

calkalayicida 1 saat inkiibe edildi.
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-Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 4 kez yikandu.

- Kuyucuklara 100 uL Streptavidin-HRP eklenerek 45 dakika oda sicakliginda orbital
calkalayicida inkiibe edildi.

-Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 4 kez yikandu.

-100 pL Elisa kolorimetrik TMB reaktifi eklenerek 30 dakika karanlikta orbital
calkalayicida inkiibe edildi.

-50 pL stop ¢ozeltisi eklenerek 450 nm’de absorbanslar 6l¢iildii.

IL-10 standardi 5000 pg/mL, 2500 pg/mL, 1250 pg/mL, 625 pg/mL, 312.5 pg/mL,
156.3 pg/mL, 78.13 pg/mL konsantrasyonlarda calisilarak standart egri ¢izdirildi ve

dogru denkleminden 6rneklerdeki IL-10 miktarlar1 hesaplandi.

3.2.5.4. interlékin-6 (I1L-6) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii
Sigma-Aldrich Mouse IL-6 (RAB0308) kit prosediiriine gore 6l¢tim yapildi.
-Kullanmadan 6nce biitlin reaktifler ve 6rnekler oda sicakligina getirildi.

-Standartlar ve ornekler kuyucuklara 100 puL eklenerek plak kapatildi ve 2.5 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi.

-Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 4 kez yikandi.

-100 pL biotinlenmis tanimlama antibody eklenerek oda sicakliginda orbital

calkalayicida 1 saat inkiibe edildi.
-Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 4 kez yikandi.

- Kuyucuklara 100 pL Streptavidin-HRP eklenerek 45 dakika oda sicakliginda orbital
calkalayicida inkiibe edildi.

-Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 4 kez yikandi.

-100 pL Elisa kolorimetrik TMB reaktifi eklenerek 30 dakika karanlikta orbital
calkalayicida inkiibe edildi.

-50 pL stop ¢ozeltisi eklenerek 450 nm’de absorbanslar 6l¢iildii.
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IL-6 standardi 600 pg/mL, 200 pg/mL, 66.7 pg/mL, 22.2 pg/mL, 7.4 pg/mL, 2.5
po/mL, 0.82 pg/mL konsantrasyonlarda ¢aligilarak standart egri ¢izdirildi ve dogru

denkleminden 6rneklerdeki IL-6 miktarlar1 hesaplandi.

3.2.5.5. Tiimér Nekroz Faktor Alfa (TNF-a) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii
eBioscience Mouse TNF-a (BMS 607/3) kit prosediiriine gore 6l¢iim yapildi.
-Kuyucuklar 400 pL yikama tamponu ile iki kez yikandi.

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

-Standart  kuyucuklarna 50 pL  farkli konsantrasyondaki standartlar, O6rnek
kuyucuklarma 50 pL 6rnek eklendi.

-Kuyucuklara 50 pL Biotin-Konjugat eklenerek oda sicakliginda orbital calkalayicida
400 rpm’de 2 saat inkiibe edildi.

-Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 6 kez yikandi.

-Kuyucuklara 100 pL diliie Streptavidin-HRP eklenerek, plak oda sicaklifinda orbital
calkalayicida 400 rpm’de 1 saat inkiibe edildi.

- Kuyucuklar bosaltilarak yikama tamponu ile 6 kez yikandi.

-100 pL TMB Substrat ¢ozeltisi eklenerek plak oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edildi.

-100 pL stop ¢ozeltisi eklenerek 450 nm’de absorbanslar okundu.

TNF-a standardi 2000 pg/mL, 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62.5
pa/mL, 31.3 pg/mL konsantrasyonlarda calisilarak standart egri ¢izdirildi ve dogru

denkleminden 6rneklerdeki TNF-o miktarlar1 hesaplandi.
3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin normal dagilima uygunlugu histogram, q-g grafikleri ve Shapiro-Wilk testi ile
degerlendirildi. Varyans homojenligi Levene testi ile test edildi. Ikili gruplar arasi

karsilastirmalarda nicel degiskenler i¢in bagimsiz iki drneklem t testi uygulandi. Tkiden
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fazla gruplar arasi karsilastirmalarda tek yonlii varyans analizi kullanildi. Coklu
karsilastirmalar icin Dunnett testi ve Tukey testi uygulandi. Veriler R Studio 3.2.2
programi ile degerlendirildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. EKSTRENIN HAZIRLANISI, iCERIK ANALIZLERI
4.1.1. Ekstrenin Hazirlanisi

Potentilla recta L. bitkisinin kurutulmus toprak tstii kisimlar1 kabaca toz edilip,
%70’1ik metanol ile ¢alkalamali su banyosunda, 24’er saat siireyle 3 kez masere edildi.
Ekstreler siiziiliip birlestirildikten sonra vakum altinda rotavaporda (37 °C)
yogunlagtirildi ve sonrasinda liyofilize edildi. Ekstre analiz anina kadar -18 °C’de

saklandi. Ekstreye ait verim Tablo 4.1’de goriildiigii gibi % 20.5°dir.
4.1.2. Toplam Fenol, Flavonoit ve Flavonol Miktar Tayini

Ekstrenin toplam fenol, toplam flavonoit ve toplam flavonol miktarlar1 deneysel ¢alisma
kisminda verilen yontemler kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlendi. Toplam
fenol miktar1 gallik asite, toplam flavonoit miktar1 katesine ve toplam flavonol miktar1

ise rutine esdeger olarak hesaplandi. Sonuglar Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Ekstre verimi, toplam fenol, toplam flavonoit ve toplam flavonol miktarlari

Verim Toplam Fenol Toplam Flavonoit  Toplam Flavonol
Ekstre 0
[/0] [mgGAE/ gekstre] [mgCA/ gekstre] [ngE/ gekstre]
Pr70 20.5 185.85 + 6.51 43.46 +1.48 54.14+0.88

*QOrtalama = SD; Pr70 : %70°lik metanol ekstresi
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4.1.3. Sivi kromatografisi Kiitle-Spektrometresi (SK-KS/KS) ile Fenolik

Bilesiklerin Analizi

Ekstrenin kimyasal igerigi SK-KS/KS sistemi kullanilarak, olusan molekiiler iyon
pikleri ve temel pikler iizerinden degerlendirildi. P. recta ekstresinin toplam iyon
spektrumu [E(-) Q3 scan modu] Sekil 4.1°de, ekstrede tanimlanan bilesikler Tablo 4.2

‘de verilmistir.

Inten. (x100,000)

85
8,04
7,54
7.0
6,5
6,0
5,5+
341,30
5,0] 191,25
459
4,0
401,30
3,5+
3,0+
251 301,20
2,0]
934,60

1,54

1,04 783,20

0,5+

595,30
,30
i MLJ. Jiuuluh\uwuu Aot bl b et st bt

0,0 1 f
600 700 800 900 mz

Sekil 4.1. P. recta ekstresinin toplam iyon spektrumu [E(-) Q3 scan modu]

Tablo 4.2. P. recta ekstresinde SK-KS/KS ile tanimlanan bilesikler

MA [M-H] m/z Madde % miktar* Kaynak
192 191, (85) Kinik asit 7.40 74
302 301, (199, 145) Elajik asit 3.75 167
342 341, (179, 119) Kafeik asit tiirevi 7.86 74
448 447, (284, 255) Kemferol glikozit 1.37 74,167
478 477, (301, 135) Kersetin glukronit 3.12 74,167
596 595, (301) Kersetin tlirevi 1.17 74,167
784 783, (301, 275) Bis-HHDP glukoz 1.43 92,167
935 934, (633, 301) Potentilin 2.46 167

*ylizdeler SK-KS/KS ile alinan toplam iyon spektrumundaki relatif degerlerdir; MA: molekiil agirlig:
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Sekil 4.2. Potentilla recta bilesimindeki fenolik maddelerin kimyasal formiilleri




Inten. (x100)
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Sekil 4.3. 191 [M-H] iyonunun spektrumu [Kinik asit]

Spektrumda goriilen m/z 191 [M-H]™ molekiiler iyon pikine sahip bilesik kinik asit

olarak tanimlandi (74).

Inten. (x1,000)
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Sekil 4.4. 301 [M-H] iyonunun spektrumu [Elajik asit]

mz
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Spektrumda goriilen m/z 301 [M-H]" molekiiler iyon pikine sahip bilesik elajik asit
olarak tanimlandi1 (167).

Inten. (x10,000)
89,00

e 119,15
1,64
1,59
1,4]
1,34
1,24
1,1
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0,99
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Sekil 4.5. 341 [M-H] iyonunun spektrumu [Kafeik asit tiirevi]

Spektrumda goriilen m/z 341 [M-H]" molekiiler iyon pikine ve m/z 179 [M-H] " (kafeik
asit) pikine sahip molekiil lizerinde yapilan incelemede molekiiliin bir kafeik asit tiirevi

oldugu anlasilmistir (74).

Inten. (x1,000)

284,35

105,15 312,85

255,20

179,30
201,15
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1
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75,0 100,0 125,0 150,0 175,0 200,0 225,0 250,0 275,0 300,0 325,0 350,0 375,0 400,0 425,0 450,0 475,0 mz

Sekil 4.6. 447 [M-H] iyonunun spektrumu [Kemferol glikozit]
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m/z 447 [M-H] molekiiler iyon pikli ve m/z 255 [M-H]" (kemferol) pargalanma iiriinlii
molekiil iizerinde yapilan incelemeler sonucu m/z 255 [M-H]  par¢alanmasinin ana
molekiilden bir seker kopmasi ile olustugu diisliniilmiistiir. Bu durumda molekiil

kemferol glikozit olarak tanimlanmustir (74, 167).

Inten. (x10,000)
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Sekil 4.7.. 477 [M-H] iyonunun spektrumu [Kersetin glukronit]

Glukuronik asitin flavonoitler ile yaptigi esterler sonucu flavanoit glukronitler
olusmaktadir ve bu grup molekiillerde molekiiler iyon piki ve temel pik arasinda
karakteristik olarak 176 amu (glukronik asit — H,O) fark goriilmektedir. m/z 477 [M-H]
molekiiler iyon pikli ve m/z 301 [M-H] (kersetin) pikine sahip madde {izerinde yapilan

incelemede molekiiliin kersetin glukronit oldugu anlasilmistir (74,167).
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Inten. (x1,000)
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Sekil 4.8. 595 [M-H]  iyonunun spektrumu [Kersetin tiirevi]

m/z 595 [M-H]" molekiiler iyon pikli ve m/z 301 [M-H] (kersetin) temel pikine sahip
madde iizerinde yapilan incelemede molekiiliin bir kersetin tiirevi oldugu anlagilmistir

(74,167).

Inten. (x10,000)
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Sekil 4.9. 783 [M-H] iyonunun spektrumu [Bis-HHDP glukoz]
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m/z 783 [M-H] molekiiler iyon pikli ve m/z 301 [M-H] (-HHDP glukoz) temel pikine
sahip madde Tlizerinde yapilan incelemede molekiiliin bis-HHDP glukoz oldugu

anlasilmistir (92,167).

6’slinten,()(l,DDD)
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— T — T —
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mz

Sekil 4.10. 934 [M-H]" iyonunun spektrumu [Potentilin]

m/z 934 [M-H]" molekiiler iyon pikli ve m/z 633 [M-H] pikine sahip madde iizerinde

yapilan incelemede molekiiliin potentilin oldugu anlagilmistir (167).

4.2. ANTIOKSIDAN AKTiVITE CALISMALARI
4.2.1. indirgenme Giiciiniin Belirlenmesi

Deney, ortamdaki indirgen maddenin, Fe*® iyonlarini Fe*? iyonlarina indirgemesi ve
FeCl; ilavesiyle olusan Prusya mavisi rengindeki kompleksin absorbansinin dlgiilmesi
esasmna dayanir.  Antioksidan aktivite ile maddelerin indirgeme gii¢leri arasinda
genellikle dogrusal bir baglanti vardir. Bu nedenle indirgeme kapasitesinin belirlenmesi
o maddenin antioksidan aktivitesi hakkinda bilgi verir. Yiiksek absorbans degeri yiiksek
indirgeme kapasitesinin gostergesidir. P. recta bitkisinden elde edilen ekstre ve
standartlarin demiri indirgeme kapasiteleri incelendi ve sonuglar Tablo 4.3 ve Sekil

4.11’ de verildi. Burada verilen sonuglar askorbik asite esdeger olarak hesaplandi.
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P. recta’nin toprak istii kisimlarindan elde edilen ekstrenin demir (III)’i indirgeme
glici pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asit, BHT, BHA, rozmarinik asit ve

gallik asit kadar yiiksek bulunmamustir.

Tablo 4.3. P. recta ekstresinin ve standartlarin demir (III)’i demir (II)’ye indirgeme

kapasiteleri
Ornekler
Degisken BHT BHA AA GA RA Pr70 p
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
an‘;ﬁ‘le/g 2.26£0.05% | 1.93+0.06% | 5.72+0.10% | 4.08+0.01* | 3.10£0.03* | 0.87+0.00 | <0.001

*lgili satir i¢in Pr70 ekstresi ile farkliig ifade etmektedir. Veriler ortalamatstandart sapma
olarak ifade edilmistir.

AscAe mmol/g degiskeni gruplar arasinda karsilagtirilmistir.  Gruplar —arasi
karsilastirmalarda AscAe mmol/g degiskeni istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Pr70 ekstresinin GA, RA, AA, BHT, BHA gruplarindan anlamli diizeyde (p<0.001)
diisiik oldugu gozlenmistir.
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AA BHT BHA GA RA Pr70
Ornekler

Sekil 4.11. P. recta ekstresinin ve standartlarin demir (III)’ti demir (II)’ye indirgeme
kapasiteleri (AA: Askorbik asit, BHT: Butil hidroksi toluen, BHA: Butil
hidroksi anisol, GA: Gallik asit, RA: Rozmarinik asit, Pr70: %70’1lik
metanol ekstresi )
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4.2.2. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH® ) Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini

Deney, antioksidanlarin azot merkezli kararli bir serbest radikal olan DPPH® (1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil) radikalini siipiiriicii etkilerini 6l¢meyi amaglamaktadir. ICs
degeri, radikalin % 50’sini siipiirmek i¢in gerekli konsantrasyon olarak tanimlanir.
Absorbansin diismesi, yiiksek serbest radikal giderme aktivitesinin gostergesidir.
Ekstrenin ICsy degeri hazirlanan dogrusal olmayan egriler kullanilarak hesaplanmis ve
sonuglar Tablo 4.4 ve Sekil 4.12°de verilmistir. Ekstre DPPH® radikalini fizyolojik
pH’da konsantrasyona bagli olarak siipirmiistiir. Bununla beraber, ekstrenin siipiiriicii
etkisinin pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asit, BHT, BHA, gallik asit ve

rozmarinik asit kadar yiikksek olmadigi belirlenmistir.

Tablo 4.4. P. recta ekstresi ve standartlarin DPPH® radikalini siipiiriicii etkileri

Ornekler
Degisken BHT BHA AA GA RA Pr70 p
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
:]%/Oml_ 0.12+£0.01* | 0.07+0.00%* 0.13+0.00* | 0.02£0.00* | 0.04+0.00* | 0.19£0.00 | <0.001

*flgili satir icin Pr70 ekstresi ile farkliig: ifade etmektedir. Veriler ortalamazstandart sapma
olarak ifade edilmistir.

ICsp mg/mL  degiskeni gruplar arasinda karsilagtirllmigtir.  Gruplar — arasi
karsilagtirmalarda 1Csp mg/mL degiskeni istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Pr70

ekstresinin I1Csy degerinin GA, RA, AA, BHT, BHA gruplarindan anlaml diizeyde
(p<0.001) yiiksek oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.12. P. recta ekstresi ve standartlarin DPPH® radikalini siipiiriicti etkileri (AA:
Askorbik asit, BHT: Butil hidroksi toluen, BHA: Butil hidroksi anisol, GA:
Gallik asit, RA: Rozmarinik asit, Pr70: %70’lik metanol ekstresi)

4.2.3. 2,2’- azino-bis (3- etilbenztiazolin-6- sulfonik asit) (ABTS"®) Radikalini
Siipiiriicii Etki Tayini

Deney yesil renkli bir bilesik olan ABTS"® radikal katyonu kullamlarak, antioksidan
madde miktarlarinin spektroskopik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontem
ile; flavonoitler, hidroksisinnamik asitler, karotenoitler gibi hidrofilik ve lipofilik
antioksidanlarin 6l¢iimii yapilabilmektedir. Ekstrenin ABTS™® radikalini siipiiriicii etkisi
degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 4.5 ve Sekil 4.13’de verilmistir. Ekstre ve tim
standartlar 2 farkli konsantrasyonda analiz edilmistir. Ekstrenin siipiiriicii etkisinin 0.2
mg/mL konsantrasyonda pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asit, BHT, BHA,
gallik asit ve rozmarinik asit kadar yiiksek olmadigi, 0.1 mg/mL konsantrasyonda

sadece rozmarinik asitten yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4.5. P. recta ekstresinin ve standartlarin ABTS™® radikalini siipiiriicii etkileri

Ornekler
Konsantrasyon BHT BHA AA GA RA Pr70 p
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
?ié)mg/ mL 0.55+0.01* | 0.86+£0.01% | 1.18+0.01* | 2.09£0.02* | 0.37£0.01* | 0.41+£0.02 | <0.001
‘(’ié)mg/ mL 1.4540.01* | 1.87£0.01% | 1.91£0.00% | 2.49+0.01* | 1.32£0.00% | 0.76£0.04 | <0.001
D <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

*[lgili satir i¢in Pr70 ekstresi ile farkhhigi ifade etmektedir. Veriler ortalamatstandart sapma
olarak ifade edilmistir.

TEAC degiskeni gruplar arasinda karsilastirilmistir. Gruplar arasi karsilastirmalarda

TEAC degiskeni istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Pr70 ekstresinin 0.2 mg/mL
konsantrasyonda GA, RA, AA, BHT, BHA gruplarindan anlamli diizeyde (p<0.001)

diisik oldugu, 0.1 mg/mL konsantrasyonda ise BHT, BHA, AA, GA gruplarindan

anlamli diizeyde (p<0.001) diisiik, RA grubundan anlamli diizeyde (p<0.001) yiiksek

oldugu bulunmustur. Ekstre ve tiim standartlarin yiiksek konsantrasyonda ABTS'™

radikalini siipliriicii etki bakimindan daha aktif olduklar1 gézlenmistir.
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Sekil 4.13. P. recta ekstresinin ve standartlarn ABTS™® radikalini siipiiriicii etkileri
(AA: Askorbik asit, BHT: Butil hidroksi toluen, BHA: Butil hidroksi
anisol, GA: Gallik asit, RA: Rozmarinik asit, Pr70: %70’lik metanol

ekstresi)
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4.2.4. p-Karoten/Linoleik Asit Birlikte Oksidasyonu inhibe Edici Etki Tayini

B-karoten/linoleik asit soldurma deneyi oOzellikle hiicre duvarindaki ve gidalardaki
doymamig yag asitlerinin oksidasyonunun tanimlanmasinda siklikla kullanilir. Hiicre
membraninda bulunan lipitler linoleik asit ve aragidonik asit gibi oksidasyona oldukca
miisait doymamis yag asitleri bakimindan zengindirler. Bu ylizden doymamis yag
asitleri iceren deney ortamlarinin kullanilmasi 6nemlidir. Linoleik asitten bir hidrojen
cikmasi ile olusan serbest radikalin yiiksek konjugasyona sahip [B-karotene hiicum
etmesi sonucu renk agilir. Ekstrenin B-karotenin renginin agilmasini inhibe etmesi veya
geciktirmesi serbest radikal siipliriicii etkiyi disiindiiriir. P. recta ekstresinin -
karoten/linoleik asit oksidasyonunu engelleme derecesi Tablo 4.6 ve Sekil 4.14’de

verilmistir. % 70’lik metanol ekstresi gallik asit ve rozmarinik asit standartlarindan daha

yiiksek aktivite gostermistir.

Tablo 4.6. P.recta ekstresi ve standartlarin f-karoten/linoleik asit peroksidasyonuna

etkileri
Ornekler
Degisken BHT BHA GA RA Pr70 p
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
AAC 933.23+1.25* | 987.55+1.33* | 639.13+0.88* | 661.42+1.10* | 857.62+1.14 | <0.001

*flgili satir icin Pr70 ekstresi ile farkliig: ifade etmektedir. Veriler ortalamazstandart sapma
olarak ifade edilmistir.

AAC degiskeni gruplar arasinda karsilagtirilmistir. Gruplar arasi karsilastirmalarda
AAC degiskeni istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Pr70 ekstresinin GA, RA
gruplarindan anlamli diizeyde (p<0.001) yiiksek, BHT ve BHA gruplarindan ise anlamli
diizeyde (p<0.001) diisiik oldugu gozlenmistir.



72

1200

1000

800 -

AAC

600 -

400 -

200 A

GA RA BHT BHA Pr70
Ornekler

Sekil 4.14. P.recta  ekstresinin  ve  standartlarn  fB-karoten/linoleik  asit
peroksidasyonuna etkileri (BHT: Butil hidroksi toluen, BHA: Butil
hidroksi anisol, GA: Gallik asit, RA: Rozmarinik asit, Pr70: %70’lik
metanol ekstresi)

4.2.5. Askorbat —Fe (111) Katalizli Fosfolipit Peroksidasyonunun Inhibisyonu

Coklu doymamig yag asitlerince zengin fosfolipitler biyolojik olarak Onemli
molekiillerdir ve hidroksil radikali kaynakli bozulmaya agiktirlar. Deneyde, sigir
beyninden elde edilen fosfolipit lipozomlar hizla hidroksil kaynakli peroksidasyona tabi
tutulmus, MDA ve benzer aldehitlerin olusumu saglanmistir. Olusan bu reaktif
aldehitler TBA ile reaksiyona sokularak olusan pembe renk 532 nm’de Olgiilmiistiir.
Olusan renk siddeti reaktif aldehit miktar1 ile dogru orantilidir ve antioksidan maddeler
hidroksil radikalini siipiirerek ve TBA-reaktif tiirlerinin olusumunu engelleyerek etki
gosterirler. Tablo 4.7 ve Sekil 4.15° de goriildiigii gibi ekstre standart olarak kullanilan

askorbik asitten daha yiiksek aktivite gostermistir.
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Tablo 4.7. P. recta ekstresinin ve standartlarin fosfolipit peroksidasyonunu inhibisyonu

Ornekler
Degisken BHT BHA AA GA RA Pr70 p
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
1Cso mg/mL 0.09£0.00 | 0.02+0.00 | 0.90£0.13* | 0.16+0.06 | 0.05+0.01 | 0.07+0.00 | <0.001

*Ilgili satir icin Pr70 ekstresi ile farkliig ifade etmektedir. Veriler ortalamatstandart sapma
olarak ifade edilmistir.

ICso mg/mL  degiskeni gruplar arasinda karsilagtinnlmistir.  Gruplar  arasi
karsilastirmalarda ICsp mg/mL degiskeni istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Pr70
ekstresinin AA grubundan anlamli diizeyde (p<0.001) diisiik oldugu, BHT, BHA, GA ve

RA’dan anlamli bir farklilig1 olmadig1 gozlenmistir.

1,2

0,8

1Cs (Mg/mL)

0,2
0---_ e
RA GA BHT

BHA AA Pr70
Ornekler

Sekil 4.15. P. recta ekstresinin ve standartlarin fosfolipit peroksidasyonunu
inhibisyonu (AA: Askorbik asit, BHT: Butil hidroksi toluen, BHA: Butil
hidroksi anisol, GA: Gallik asit, RA: Rozmarinik asit, Pr70: %70’lik
metanol ekstresi)

4.2.6. Demir (IT) Selat Aktivite

Fe, normal fizyolojik fonksiyonlar igin gerekli bir element olmasina ragmen, Fenton
reaksiyonu ile hidroksil radikali olusturarak son derece reaktif ve sitotoksik tiirlerin

olusmasinda katalitik bir rol oynayabilir. Bu durum goz 6niine alindiginda hiicreler, Fe'i
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bu tiir etkilesimlerden korumak i¢in, Fe'nin taginmasi ve depolanmasi i¢in tasarlanmis
proteinler ve hiicre igi Fe-havuzunu korumak igin gelistirilmis mekanizmalar da dabhil
olmak iizere, koruyucu araglar gelistirmislerdir. Bu araglara ragmen, iskemi /
reperfiizyon hasar1 gibi bazi patolojik kosullar, Fe'i proteinlerden serbest birakarak ve
sitoplazmada Fe'in serbest bulunabilirligini arttirarak Fe ile ilgili toksisiteye neden
olabilirler. Fe, DNA'ya ve proteinlere nonspesifik olarak baglanabildiginden, ortaya
¢ikan hasar, serbest radikal siipiiriiciiler tarafindan kolayca 6nlenemez. Dolayisiyla, bir
antioksidanin, bu gibi zararli reaksiyonlara katilmadan 6nce gegis metallerini selatlama
ve hareketsiz kilma kabiliyetinin olmasi 6nemlidir. Metal selatlama aktivitesi ferrozinin,
Fe*? ile Kkantitatif olarak kompleks olusturmasi esasina dayamr. Fe*? iyonlarim
baglamak iizere, giiclii bir demir selatlayici olan ferrozin reaktifi ile ortamda bulunan
metal baglayict bilesikler yarigirlar. Selatlama giicii yiiksekse Fe? /ferrozin
kompleksinin olusumu engellenir. Ekstrenin demir (II) iyonlarinin selasyonuna etkisi

incelendi ve ekstrenin aktivitesi 10 mg/mL’den biiyiik bulundu.

4.2.7. Spesifik Olmayan Hidroksil Radikali ile Yonlendirilmis 2-Deoksiriboz

Bozulmasi

Deney, Fenton reaksiyonu ile tiretilen hidroksil radikalinin deoksiriboza atak yapmasi
ve parcalamasi sonucu olusan bozunma iirlinlerinin diisiik pH ve sicaklik etkisiyle TBA
ile reaksiyona girmesi ve pembe renk olusturmasi esasina dayanir. Tablo 4.8 goriildiigi
gibi ekstre ile standart olarak kullanilan askorbik asit arasinda anlamli bir farklilik

yoktur.

Tablo 4.8. P. recta ekstresinin ve standartin spesifik olmayan hidroksil radikali ile
yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasina etkisi

Ornekler
AA Pr70 p
(n=3) (n=3)
1Cso mg/mL 0.81+0.12 0.62+0.03 0.053

Veriler ortalamazstandart sapma olarak ifade edilmistir.

ICso mg/mL degiskeni gruplar arasinda karsilastirilmistir. Pr70 ekstresinin  AA

grubundan anlamli diizeyde farkli olmadig1 gézlenmistir.
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4.2.8. Spesifik Hidroksil Radikali ile Yonlendirilmis 2-Deoksiriboz Bozulmasi

Ekstrenin spesifik hidroksil radikali ile yoOnlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasini
engelleme giicii deneyi, spesifik olmayan hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-
deoksiriboz bozulmasini engelleme giicii deneyindeki ayni prosediirle yapildi, sadece
EDTA yerine tampon ¢ozelti kullanildi. Deneyde, hidroksil radikali deoksiriboza hizli
bir sekilde atak yaparak bozunma iiriinlerinin olusumuna sebep olur ve bu iiriinler TBA
ile reaksiyona girerek kromojen olusturur. Ekstre spesifik olmayan hidroksil radikali ile
yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozunmasi deneyinde kullanilan konsantrasyonlarda
calisilmis, fakat spesifik hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasini

engelleyememistir.

4.3. HUCRE KULTURU CALISMALARI

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

Kolorimetrik Gelisme inhibisyonu Testi ile Belirlenmesi

Sulforhodamin B (SRB) testi in vitro sitotoksisite taramasinda siklikla kullanilan
yontemlerden biridir. Deneyin esas1 TCA ile hiicre kiiltiir plagina fikse edilen hiicrenin
protein bilesiklerine SRB’nin baglanmasidir. SRB parlak pembe renkte, iki siilfonik
grup igeren, asidik sartlarda temel aminoasit yapilarina baglanan ve bazik sartlarda
ayrilabilen, aminoksanten yapida bir boyadir. Test materyalinin sitotoksisitesine bagl
hiicre sayisindaki artma veya azalma (toplam biyokiitle) hiicre kiiltlirlinde hiicrelere

hapsolmus boya oranindaki degisiklikle dogru orantilidir.

P. recta’dan elde edilen ekstrenin sitotoksik olmayan dozlart RAW 264.7 hiicreleri
kullanilarak SRB deneyi ile belirlenmistir. Sonuglar % hiicre canliligi olarak Tablo 4.9
ve Sekil 4.16 ‘de verilmistir. Ekstreler 7.81 pg/mL, 15.6 pg/mL, 31.25 pg/mL, 62.5
ug/mL, 125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 1000 pg/mL konsantrasyonlarda test
edilmistir ve ekstrenin 1000 pg/mL konsantrasyonda hiicre canliligini % 50°nin altina

diisiirdligi tespit edilmistir.

Tablo 4.9. P. recta ekstresinin RAW 264.7 hiicrelerinin canliligina etkisi

Konsantrasyon (ug/mL)
Degisken 1000 500 250 125 625 3125 15.62 7.81 P
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
Canhlik | 40.07+2.64% | 59.69£0.68° | 87.17+0.84° | 95.27+3.04° | 101.59+12.847 | 93.77+3.35% | 99.38+1.51°" | 94.47+3.23° | <0.001

Veriler ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Aym satirda yer alan aym harfler
gruplar arasi benzerligi farkh harfler gruplar aras: farklihg: ifade etmektedir.
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Sekil 4.16. P. recta ekstresinin RAW 264.7 hiicrelerinin canliligina etkisi

4.4. ANTIENFLAMATUVAR AKTIVITE

4.4.1. Nitrik Oksit Deneyi

Tablo 4.10. P. recta ekstresinin 6nce ekstre uygulanan, sonra ekstre uygulanan ve
beraber ekstre uygulanan RAW 264.7 hiicrelerinde nitrik oksit miktarina

olan etkisi

Konsgrqtrasy Ornekler

Oe Be Se Kontrol Kontrol+LPS P

(n=6) (n=6) (n=6) (n=3) (n=3)

gfg‘)“g/ ML | 3450+1.44° | 34.30£1.97° | 36.90:349° | 8.43+0.00° | 70.37+0.00° | <0.001
gffg)mg/ ML | 431042.71° | 38.63:0.61° | 40.03+136™ | 8.43£0.00° | 70.37+0.00° | <0.001
p 0.008 0.022 0.221 - -
Veriler ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni satirda yer alan aym harfler
gruplar arasi benzerligi farkh harfler gruplar arasi farklhihg: ifade etmektedir.
Nitrik  oksit  degiskeni gruplar arasinda karsilagtirillmistir.  Gruplar  arasi

karsilagtirmalarda nitrik oksit degiskeni istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Kontrol grubu ile kontrol+LPS grubu karsilastirilidiginda, kontrol+LPS grubunun
kontrol grubundan anlamli diizeyde (p<0.001) yiiksek oldugu ve dnce ekstre, beraber
ekstre, sonra ekstre uygulanan gruplarin her iki konsantrasyonda da kontrol+LPS’den

anlaml diizeyde (p<0.001) diisiik oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4.17. P. recta ekstresinin once ekstre uygulanan, sonra ekstre uygulanan ve
beraber ekstre uygulanan RAW 264.7 hiicrelerinde nitrik oksit miktarina
olan etkisi. (OE: once ekstre, BE: beraber ekstre, SE: sonra ekstre)

4.4.2. interlokin-1p (1L-1p) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii

Tablo 4.11. P. recta ekstresinin dnce ekstre uygulanan ve beraber ekstre uygulanan
RAW 264.7 hiicrelerinde IL-1p miktarina olan etkisi

Ornekler
Konsantrasyon Oe Be Kontrol Kontrol+LPS p
(n=6) (n=6) (n=3) (n=3)

125 mg/mL (n=6) 273.28+2.72° | 170.10+45.34° | 28.38+13.37° | 183.03£1.60° | <0.001

62.5 mg/mL (n=6) | 259.83+0.97° | 157.17+2.43° | 28.38+13.37° | 183.03:1.60b° | <0.001

p 0.001 0.019 - -

Veriler ortalamaztstandart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni satirda yer alan aym harfler
gruplar arasi benzerligi farkh harfler gruplar aras: farklihg: ifade etmektedir.

IL-1B degiskeni gruplar arasinda karsilastirilmistir. Gruplar arasi karsilastirmalarda IL-

1B degiskeni istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Kontrol+LPS’nin kontrol
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grubundan anlamli derecede (p<0.001) yiiksek oldugu gozlenmistir. Beraber ekstre
uygulanan grup her iki konsantrasyon i¢in de kontrol+LPS’den anlamli diizeyde
(p<0.001) diisiiktiir. Once ekstre uygulanan grup ise her iki konsantrasyon igin de

kontrol+LPS’den anlamli diizeyde (p<0.001) yiiksek bulunmustur.
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Sekil 4.18. P. recta ckstresinin dnce ekstre uygulanan ve beraber ekstre uygulanan
RAW 264.7 hiicrelerinde IL-1p miktarina olan etkisi (OE: 6nce ekstre, BE:
beraber ekstre)

4.4.3. interlokin-10 (I1L-10) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii

Tablo 4.12. P. recta ekstresinin 6nce ekstre uygulanan ve beraber ekstre uygulanan
RAW 264.7 hiicrelerinde IL-10 miktarina olan etkisi

Ornekler
Konsantrasyon Oe Be Kontrol Kontrol+LPS p
(n=6) (n=6) (n=3) (n=3)
125 mg/mL (n=6) 1587.50+25.00% | 1937.50+225.00° | 2437.50+25.00° | 1745.83+152.75% 0,011
62.5 mg/mL (n=6) 1679.17+101.40% | 2295.83+256.58" | 2437.50+25.00° | 1745.83+152.75% <0.001
p 0,202 0,02 - -

Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni satirda yer alan aym harfler
gruplar arasi benzerligi farkh harfler gruplar arasi farkhihg ifade etmektedir.

IL-10 degiskeni gruplar arasinda karsilastirilmistir. Gruplar arasi karsilastirmalarda IL-

10 degiskeni istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Kontrol+LPS’nin kontrol
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grubundan diisik oldugu goézlenmistir. Beraber ekstrenin uygulandigr grubun diisiik
(p<0.001) ve yiiksek (p<0.05) konsantrasyonunun kontrol+LPS’den anlamli diizeyde
yiiksek oldugu gdzlenmistir. Once ekstre uygulanan grubun kontrol+LPS’den anlaml

bir farklilig1 olmadig: goriilmiistiir.
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Sekil 4.19. P. recta ekstresinin 6nce ekstre uygulanan ve beraber ekstre uygulanan
RAW 264.7 hiicrelerinde IL-10 miktarma olan etkisi. (OE: 6nce ekstre,
BE: beraber ekstre)

4.4.4. interlokin-6 (1L-6) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii

Tablo 4.13. P. recta ekstresinin once ekstre uygulanan ve beraber ekstre uygulanan
RAW 264.7 hiicrelerinde IL-6 miktarina olan etkisi

Ornekler
Konsantrasyon Oe Be Kontrol Kontrol+LPS p
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)

125 mg/mL (n=6) 109.06+7.35° | 145.12+6.82° | 106.33+1.39° 154.52+1.89° | <0.001

62.5 mg/mL (n=6) 145.42+7.06" | 256.18+3.18" 106.33+1.39° 154.52+1.89% <0.001

p 0.003 <0.001 - -

Veriler ortalamaztstandart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni satirda yer alan aym harfler
gruplar arasi benzerligi farkh harfler gruplar arasi farklihg: ifade etmektedir.




80

IL-6 degiskeni gruplar arasinda karsilagtirilmistir. Gruplar arasi karsilagtirmalarda 1L-6
degiskeni istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Kontrol+LPS’nin kontrol grubundan
anlamli derecede (p<0.001) yiiksek oldugu gozlenmistir. Ekstrenin beraber uygulandigi
grubun diisiik konsantrasyonda kontrol+LPS’den anlamli diizeyde (p<0.001) yiiksek
oldugu, yiiksek konsantrasyonda ise kontrol+LPS’den anlamli bir farkliligi olmadigi
gozlenmistir. Once ekstre uygulanan grupta yiiksek konsantrasyonun kontrol+LPS’den
anlamli diizeyde (p<0.001) diisiikk oldugu, diisiik konsantrasyonun ise kontrol+LPS’den

anlamli bir farklilig1 olmadig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.20. P. recta ekstresinin Once ekstre uygulanan ve beraber ekstre uygulanan
RAW 264.7 hiicrelerinde IL-6 miktarina olan etkisi. (OE: once ekstre, BE:
beraber ekstre)



4.4.5. Tiimér Nekroz Faktor Alfa (TNF-a) Sitokin Seviyesinin Ol¢iimii
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Tablo 4.14. P. recta ekstresinin dnce ekstre uygulanan ve beraber ekstre uygulanan

RAW 264.7 hiicrelerinde TNF-o miktarina olan etkisi

Ornekler
Konsantrasyon Oe Be Kontrol Kontrol+LPS p
(n=6) (n=6) (n=3) (n=3)
125 mg/mL 2045.18+476.12% | 2338.26:+112.12% | 1152.62+10.00° | 2800.82+1.94° | <0.001
62.5 mg/mL 2565.18+215.54° | 2514.92+97.36° | 1152.62+10.00° | 2800.82+1.94° | <0.001
p 0.01 0.108 - -

Veriler ortalamatstandart sapma olarak ifade edilmistir. Ayn1 satirda yer alan aym harfler
gruplar arasi benzerligi farkl harfler gruplar arasi farklihg: ifade etmektedir.

TNF-a degiskeni gruplar arasinda karsilagtirllmistir. Gruplar arasi1 karsilastirmalarda

TNF-a degiskeni istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Kontrol+LPS’nin kontrol

grubundan anlamli diizeyde (p<0.001) yiiksek oldugu gozlenmistir.

Once ekstre ve

beraber ekstre uygulanan gruplarin kontrol+LPS’den anlamli diizeyde (p<0.001) diisiik

oldugu bulunmustur.

3000

2500 -

2000 +

1500 -

TNF-a (pg/mL)

=

o

o

o
I

500 -

Sekil 4.21.

125mg/mL  62,5mg/mL

oe

125mg/mL

be
Ornekler

62,5mg/mL

Kontrol

Kontrol

Kontrol+LPS

P. recta ekstresinin once ekstre uygulanan ve beraber ekstre uygulanan
RAW 264.7 hiicrelerinde TNF-a miktarina olan etkisi (OE: once ekstre,

BE: beraber ekstre)




5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez kapsaminda, P. recta L. bitkisinin in vitro antioksidan, antienflamatuvar etkileri
ve etkiden sorumlu bilesikleri kalitatif ve kantitatif olarak incelenmistir. Bu amagcla
bitkinin %70’lik metanol ekstresi hazirlanmistir. Bu ekstre hem in vitro antioksidan,
antienflamatuvar aktivite deneylerinde hem de Kalitatif ve kantitatif icerik analizlerinde
kullanilmistir. P. recta’nin toprak {stii kisimlarindan hazirlanan %70’lik metanol
ektresinin verimi % 20.5 bulunmustur. Bitkinin toplam fenol, toplam flavonoit ve
toplam flavonol miktarlar1 spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Toplam fenol miktari
185.85 + 6.51 Mycae/Qekstres tOplam flavonoit miktart 43.46 + 1.48 mgca/Qekstre, tOplam

flavonol miktar1 ise 54.14 + 0.88 MQRe/Qekstre bulunmustur.

Ekstrenin kimyasal bilesimi SK-KS/KS analizi ile belirlenmistir. Bu analizler
sonucunda ekstrede kinik asit, elajik asit, kafeik asit tiirevi, kemferol glikozit, kersetin
glukronit, kersetin tiirevi, bis-HHDP glukoz ve potentilin tespit edilmistir. Literatiirde
Potentilla tiirlerinin toprak stii kisimlarinin flavonoitler, hidrolize tanenler, kondanse
tanen prekiirsorleri, terpenoitler, organik asit ve fenol karboksilik asitler icerdikleri
bildirilmektedir. Ayrica, ¢alismamizda kullandigimiz P. recta’nin kemferol, kersetin,
elajik asit, p-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit, 2-piron-4,6 dikarboksilik asit igerdigi
bildirilmistir (9). P. reptans tiirii ile HPLC-MS-MS kullanilarak yapilan ¢alismada,
rizomlarda katesin, toprakiistii kisimlarda ise kafeik asit ana bilesen olarak tesbit
edilmistir (168). P. recta ile HPLC-DAD-MS kullanilarak yapilan c¢alismada,
aktiviteden sorumlu ana bilesigin agrimonin oldugu tespit edilmistir (92). Calisilan P.
recta ekstresinde kimyasal bilesen olarak organik asit tiirevlerinden; kinik asit, fenolik
asit tiirevlerinden; kafeik asit tiirevi, flavonoit tiirevlerinden; kemferol glikozit, kersetin
glukronit, kersetin tiirevi, tanen tiirevlerinden; elajik asit, bis-HHDP glukoz ve

potentilin bulunmasi literatiirle uyum gostermektedir.
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Indirgeme giicii elektron verme yetenegini gosteren bir mekanizma oldugu igin
antioksidan Kkapasitenin yorumlanmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir (169). Ekstrenin
indirgeme giiciiniin belirlenmesi, Fe[(CN)e]"™*’nin Fe[(CN)s]*’ye antioksidanlarla
indirgenmesi ve indirgenmis iiriine Fe** ilavesiyle olusan Prusya mavisi rengindeki
FesFe(CN)s] kompleksinin absorbansinin 700 nm’de Olgiilmesi esasina dayanr.
Absorbansdaki artis kompleksin olusumundan kaynaklanan artisi, yani indirgeme
kapasitesindeki artig1 gosterir (169, 170). Maddelerin indirgeme giicleri ile antioksidan
aktivite arasinda genellikle dogrusal bir baglanti vardir. Fenolik bilesikler kuvvetli
antioksidanlardir. Ayrica polar madde olduklari igin, polar ¢oziiciilerde ¢oziiniirler ve
polar sistemlerde giiglii aktivite gosterirler. Demir (III)’4 demir (II)’ye indirgeme
reaksiyonu testi de polar ortamda yapilmaktadir (171). Literatiirde, sulu ekstrelerin
demir (III)’G demir (II)’ye indirgeme kapasiteleri ile antioksidan aktiviteleri arasinda
yiiksek korelasyon bulunmasina ragmen, bunun her zaman dogru olmadig kayithidir

(156).

Caligmamizda ekstrenin demir (III)’G demir (II)’ye indirgeme giicii spektroskopik
olarak test edilmistir. Sonuglar askorbik asite esdeger olarak hesaplanmis (AscAE) ve
bu degerler kullanilmistir. AscAE degeri biiyiidiikge aktivite de artmaktadir. Bu tez
kapsaminda incelenen ekstre igerisinde flavonoitler, fenolik asitler ve tanenler
tammlanmastir. Fenolik asitler ve flavonoitler elektron vererek antioksidan aktivite
gosterebilirler (172, 173). Literatiirde antioksidan aktivitenin tanen igerigi ile orantili
artis gosterdigi ve tanen konsantrasyonundaki artisin, demir (III)’ii indirgeme giiclinii
arttirdi@r  bildirilmistir (174). Ekstrenin demir (III)’4 indirgeme giicliniin oldugu
goriilmiistiir. Ancak, ekstrenin indirgeme giicii pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik

asit, BHT, BHA, rozmarinik asit ve gallik asit kadar yiiksek bulunamamustir.

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikal siipiiriicii etki tayini, ekstrenin serbest
radikal siipiiriicti etkisinin degerlendirilmesi i¢in kullanilan ve hizli sonu¢ veren bir
yontemdir. Deney, mor renkli, kararli bir serbest radikal olan DPPH®’1n indirgenerek
sar1 renkli difenilpikrilhidrazin’e doniismesi esasina dayanir (171). DPPH® radikalinin
miktaridaki azalma tespit edilerek, DPPH® radikali ile ne kadar antioksidan madde
etkilestigi bulunur. Ekstrenin azot merkezli stabil bir radikal olan DPPH® radikalini
stiplirme kapasitesi fizyolojik pH’da incelenmis ve sonuglar ICso (Mmg/mL) degerleri

olarak verilmistir. ICsp degeri, radikalin % 50’sini siipiirmek i¢in gerekli konsantrasyon
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olarak tanimlanir. ICsp degeri kiigiildiikge aktivite artmaktadir. P. recta ekstresinin
stipiirticii etkisinin pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asit, BHT, BHA, gallik asit

ve rozmarinik asit kadar yiiksek olmadigi tespit edilmistir.

P. fulgens tiirii ile yapilan ¢alismada, toprak iistii kisimlarindan izole edilen afzelgin-4a
--> 8-katesin, epiafzel¢in ve rutin sirasiyla 1.21, 2.88, 5.20 mg/mL 'lik ICsy degerleriyle
onemli DPPH® radikal siipiiriicii aktivite gdstermislerdir (99). P. reptans ile yapilan
DPPH?® radikal siipiiriicii aktivite deneyinde, toprakiistii kisimlarin ICsy degeri 12.11
pug/mL, rizomun ICso degeri 2.57 pg/mL bulunmustur. Rizomun radikal siipiiriicii
etkisinin standart olarak kullanilan BHT den yiiksek oldugu tespit edilmistir (168). Bir
diger ¢alismada, sekiz farkli bolgeden toplanan, P. fruticosa tiiri ekstrelerinin ICs
degerlerinin 7.936 + 0.423 - 34.68 + 1.275 ng/mL araliginda oldugu tespit edilmis ve
standart olarak kullanilan rutinin ICsp degeri 5.25 + 0.265 pg/mL bulunmustur (175).
Potentilla tiirlerinden Dasiphora fruticosa (P. fruticosa), P. norvegica, P. pensylvanica,
P. thuringiaca, P. crantzii ve P. nepalensis sulu ekstrelerinin biyolojik aktiviteleri analiz
edilmis ve tiim ekstreler konsantrasyon-bagimli serbest radikal temizleyici (DPPH?®) etki

gostermiglerdir (97).

En ¢ok kullanilan antioksidan aktivite 6l¢iim metodlarindan birisi de ABTS/TEAC
yontemidir. ABTS™  (2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik  asit)) radikal
giderme aktivitesi, ABTS™ radikal katyonunun absorbansinin antioksidan tarafindan
inhibisyonu esasia dayanir. Maksimum absorbansi 734 nm’de goésteren bu radikalin
absorbans degeri, antioksidanlarla girdigi reaksiyon periyodu siiresince azalir (170).
Deney hem lipofilik bilesenlere hem de hidrofilik bilesenlere uygulanabilir. Trolox, E
vitamini’nin suda ¢o6ziinen analogu olup referans standart olarak kullanilir (176).
Reaksiyon sonucu harcanan ABTS™" miktari, troloks esdegeri olarak hesaplanmakta ve
sonu¢ “TEAC degeri” (Troloks esdeger antioksidan kapasitesi) olarak ifade
edilmektedir. Ekstre ve standartlarin ABTS®" radikalini siipiiriicii etkileri 0.1 ve 0.2
mg/mL olmak tizere iki farkli konsantrasyonda incelenmistir. Ekstrenin siipiiriicii
etkisinin 0.2 mg/mL konsantrasyonda pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asit,
BHT, BHA, gallik asit ve rozmarinik asit kadar yiiksek olmadigi, 0.1 mg/mL
konsantrasyonda ise sadece rozmarinik asitten yiiksek oldugu belirlenmistir. Ekstre ve
tiim standartlarin yiiksek konsantrasyonda ABTS"® radikalini siipiiriicii etki bakimidan

daha aktif olduklar1 gbzlenmistir.
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P. fruticosa 'min DPPH® ve ABTS"® radikal siipiiriicii etkileri arastirilmis ve P. fruticosa
ekstresinin her iki aktivite deneyinde de S. officinalis ekstresinden daha yiiksek radikal
stipiirticii etki gosterdigi tespit edilmistir. Radikal siipiiriicii etki ile ekstrenin toplam
fenolik bilesik icerigi arasinda bir korelasyon goézlenmistir (154). P. atrosanguinea
toprakiistii kisimlarmin, % 50 sulu etanol ekstresinin ABTS™, DPPH® deneylerinde
sirasiyla Trolox esdegeri antioksidan kapasite agisindan (TEAC) [(122.96-54.34;
101.22-29.82) Trolox/ g] gii¢lii antioksidan aktivite sergiledigi tespit edilmistir (84). P.
fulgens kokleri ile yapilan g¢alismada butanol fraksiyonunun yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur, ABTS™®, DPPH® ve FRAP deneyleri i¢in sirasiyla
(2.54 + 0.69, 2.41 £ 0.53, 3.57 £ 0.05 mM Trolox esdeger/mg ekstre)’dir (94). P.
fruticosa’nin 16.87 ug/mL ICsy degeriyle yiiksek DPPH® radikal siipiiriicii aktivite ve
2763.48 umol Trolox esdegeri/g degeriyle yliksek ABTS radikal siipiiriicii aktivite
gosterdigi, bunun bitkinin igerdigi yiiksek miktardaki toplam fenol ve toplam flavonoit

miktariyla iliskili oldugu bildirilmistir (68).

Membran lipitleri, oksidatif siire¢lere duyarli doymamis yag asitleri agisindan
zengindirler. Ozellikle linoleik asit ve arasidonik asit, lipit peroksidasyonunun olasi
hedefleridir (177, 178). Antioksidan aktivite arastirilirken lipit oksidasyonuna ait deney
ortamlarinin kullanilmast énemlidir. Bu amagla en ¢ok kullanilan yontemlerden birisi
olan B- karoten/linoleik asit yontemi, linoleik asit oksidayonu sonucu olusan par¢alanma
{irinlerinin, B- karoten molekiiliiniin rengini agmas1 esasina dayanir (179). Orneklerin B-
karoten renginin a¢ilmasini inhibe etmesi ya da geciktirmesi serbest radikal siipiiriicii
etkiyi dolayisiyla antioksidan etkiyi diistindiirebilir (169, 178). Ekstrenin gallik asit ve
rozmarinik asit standartlarindan yiiksek, BHT ve BHA standartlarindan ise disiik

aktivite gosterdigi gézlenmistir.

Serbest oksijen radikallerinin biyolojik sistemlerdeki en Onemli etkileri lipitler
tizerinedir. Bu olay lipit peroksidasyonu olarak bilinir ve kisaca hiicrelerdeki zar
fosfolipitlerinin  yiikseltgenerek peroksit tiirevlerine doniismesi olayr seklinde
tamimlanir.  Lipit peroksidasyonunun zincir asamasinda ortaya ¢ikan lipit
hidroperoksitler son derece dayaniksiz triinlerdir; 6zellikle zincirde agilmalar seklinde
yapisal bozulmalara ugrayarak, aldehidler, ketonlar, alkanlar, alkenler, karboksilik

asitler ve polimerizasyon triinleri gibi ¢esitli metabolik sekillere doniistirler (180).
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Membran fosfolipitlerinin in vitro olarak degerlendirilmesi i¢in en kullanisli model
sistemleri fosfolipitlerin kullanildig1 sistemlerdir. Bu ¢alismada demir (I11) ve askorbik
asit varhiginda fosfolipit esasli lipozomlar, hizla hidroksil radikali kaynakl
peroksidasyona tabi tutulmus ve malondialdehit ve benzer reaktif aldehitlerin olusmasi
saglanmigtir. Bu reaktif aldehitler 2-tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona sokularak olusan
pembe renk 532 nm’de spektrofotometrik olarak oOlc¢lilmiistiir. Olusan renk siddeti
reaktif aldehit miktar1 ile dogru orantilidir. 2-tiyobarbitiirik asit reaktif tiirlerinin
(TBARS) olusumunun engellenmesi giiglii antioksidan etkiyi gosterir. Ekstrenin
askorbik asit standardindan yiiksek aktivite gosterdigi, BHA, BHT, RA ve GA

standartlar1 ile anlamli bir farklilig1 olmadig1 gézlenmistir.

Demir iyonlar1 (Fe?*), fenton reaksiyonlarinda rol alarak en tehlikeli radikal olarak
nitelendirilen hidroksil radikalinin olusumunda etkin rol oynar. Fe?* iyonlarinin lipit
peroksidasyonunda goérev alan en etkin prooksidan oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle,
demir iyonlarin1 baglayarak etkisiz hale getirme, diger bir deyisle selatlama aktivitesi
antioksidan kapasitenin degerlendirilmesinde ©nemli bir mekanizma olarak kabul
edilmektedir. Ayn1 zamanda, Fe?* iyonlarinin konsantrasyonundaki azalma oksidatif
hasara karsi koymada etkin bir yoldur. Demir iyonlarin1 selatlama aktivitesinin
belirlenmesinde ferrozin testi siklikla kullaniimaktadir. Testte, ferrozin Fe?* iyonlari ile
kompleks olusturur ve bu kompleks kantitatif olarak degerlendirilir. Selatlayici ajanlarin
varliginda ferrozin ile Fe?* kompleks olusumu inhibe olur ve kompleksin kirmizi
renginde diisiis meydana gelir. Bu kompleks olusumunu engelleme oranm1 562 nm’de

spektrofotometrik olarak olgiilebilir (169).

Demir selatlama giicli antioksidan aktivite agisindan 6nemli bir parametredir. P. recta
ekstresinin demir (I1) selatlama aktivitesi 10 mg/mL’den biiyiikk bulunmustur. Ekstrenin
demir (Il) selatlama aktivitesini, serbest radikal stipiiriicii aktivite sonuglar ile
karsilastirdigimizda paralellik gézlenmemektedir. Bu durum radikal siipiiriicti aktivite
deney mekanizmalarmin farkli olmasina baglanabilir. Buldugumuz sonuglar Hypericum
perforatum ekstresi sonuglari ile uyumludur (181). Ayrica, flavonollerin kuvvetli metal
selasyon aktivitelerinin oldugu ve metallerle stabil kompleksler olusturduklar
literatiirde kayithdir (182). Ekstrenin flavonol yoniinden zengin olmayist metal

selatlayici 6zelliklerinin olmayisi ile iliskilendirilebilir.
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Hidroksil radikali canlilarda biyolojik molekiillere hasar veren en reaktif serbest
radikallerden biridir. In vitro Fenton reaksiyon sisteminde spesifik olmayan
(Fe**+H,0,+EDTA) ve spesifik olan (Fe**+H,0,) hidroksil  radikalinin
yonlendirilmesiyle, hidroksil radikali deoksiriboza atak yapar ve reaktif tiyobarbitiirik
asit Uriinlerine dondstiiriir. Ekstrenin bilesiminde bulunan fenolik gruplar, hidroksil
radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasi deneyinde, hidroksil radikalini
stiptiriicii  etkiden sorumludur. Ekstrenin spesifik olmayan hidroksil radikali ile
yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasimi engelleme giicii, pozitif kontrol olarak
kullanilan askorbik asitle karsilastirildiginda aralarinda belirgin bir fark olmadigi

gozlenmistir.

Spesifik hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasi deneyinde ekstre,
spesifik olmayan hidroksil radikali ile yo6nlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasi
deneyinde kullanilan ayn1 konsantrasyonda aktivite gosterememistir. Deney ortaminda
EDTA bulunmamasi nedeniyle serbest kalan Fe*? selatlanamamustir. Ekstrenin spesifik
hidroksil radikali ile yonlendirilmis 2-deoksiriboz bozulmasi deneyinde aktivite

gosterememesi metal selatlama kapasitesinin olmamasi ile iliskilendirilmistir.

Bir bitki ekstresinin antioksidan veya siipiiriicli aktivitesi ile fenolik igerigi arasindaki
iligkinin, istatistiksel olarak belirlenmesi ¢ok zordur. Ciinkii, ayn1 miktardaki fenolik
maddenin ayni antioksidan aktiviteyi gosterme olasiligi 6nemli olgiide degiskenlik
gosterebilir. Antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in kullanilan farkli yontemler farkli
reaksiyon mekanizmalarina dayanir, bu nedenle de genellikle farkli sonuglar verirler.
Ekstreler, farkli polarite ve antioksidan - prooksidan 6zelliklere sahip ¢ok sayida farkli
bilesigin ¢ok karmasik karisimlaridir ve bazen bireysel bilesiklerle karsilagtirildiginda
sinerjik etki gosterdikleri goriilebilir. Bir ekstrenin siipiiriici aktivitesinin, sadece
toplam fenolik icerigi temelinde tahmin edilmesi zordur. Oksidasyon-antioksidasyon
stireglerinin karmagsikligina bagli olarak, incelenen bir bilesigin antioksidan profilini
kapsamli bir sekilde verebilen tek bir test yonteminin bulunmadigi agiktir. Yapilan
caligmalar, antioksidan aktivite degerlendirmesinde ¢oklu metot yaklasiminin gerekli
oldugunu dogrulamaktadir. Ornegin, BHA sadece DPPH yontemi ile test edilirse, zayif
bir antioksidan olarak diisiiniilebilir; oysa, kemoliiminesans testi ve B-karoten soldurma
testi, giiclii antioksidan potansiyelini ortaya c¢ikarir (122). Flavonoitlerin yiiksek

antioksidan aktivitesi ¢ok sayida yayinda bildirilmistir ve sonuglar1 agiklamak i¢in yapi-
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aktivite iliskileri agiklanmistir. Flavonoitlerin hidroksil gruplariin metoksillenmesinin
(6zellikle B halkasinda) veya bagli gruplarin (glikozitler gibi) molekiiliin antioksidan
aktivitesini onemli Ol¢tide azalttigi bilinmektedir (85). Ekstrenin igeriginde glikoz bagh
flavonoitler olmasi, siipiiriicii  aktivitesinin standartlara gore diisik olmasmin
nedenlerinden biri olabilir. Ayrica, flavonoitlerin nispeten zayif DPPH radikal siipiiriicti
aktivitelerinin  oldugu da bildirilmistir (156). Flavonoit aglikonlarimin lipofilik
antioksidanlar olduklar1 bilinmektedir. Ayni1 zamanda, literatiirde fenolik asitlerde orto
pozisyonunda ikinci bir hidroksil grubu bulunmasinin (kafeik asit gibi) lipit
sistemlerdeki antioksidan aktiviteyi artirdigir belirtilmistir (136). Lipofilik deney
sistemlerinde gobzlenen yiikksek antioksidan aktivite ile bu literatiir verileri

iliskilendirilmistir.

P.recta ekstresinin antienflamatuvar aktivitesi LPS ile indiiklenmis RAW 264.7 fare
makrofaj hiicreleri tarafindan salinan anti-enflamatuvar ve pro-enflamatuvar sitokinlerin

miktar tayini ile belirlenmistir.

Makrofajlar, fagositoz, antijen sunumu, sitokin salimi gibi fonksiyonlari olan
hiicrelerdir ve konagm mikroorganizmalarla miicadelesinde 6nemli bir yere sahiptirler
(183). Makrofaj aktivasyonu IL- 13, TNF- a, NO ve diger enflamatuvar medyatorlerin
tiretimini saglayarak enflamatuvar yanitin baslangic ve yayiliminda 6nemli bir rol

oynar.

Gram-negatif bakteriler gram boyama prosediirii sirasinda kristal viyole boyasini
tutmayan bakterilerdir. Gram-negatif bakterilerin pek ¢ogu patojendir. LPS gram
negatif bakterilerin hiicre duvarinda bol miktarda bulunur. LPS ile indiklenmis

makrofaj aktivasyonu IL-1B, TNF-a, nitrik oksit gibi sitokinlerin tiretimini artirir (184).

Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz olarak adlandirilan bir enzim ailesi tarafindan L-
arjininden sentezlenir (185). Nitrik oksitin siiperoksit radikaliyle etkilesmesi sonucu
giiclii sitotoksik bir oksidan olan peroksinitrit radikali (ONOO®) meydana gelir (186).
Nitrik oksit enfeksiyon durumlarinda sitokinler ve endotoksinler tarafindan yiiksek
miktarda tiretilir ve parazitlerin dldiiriilmesinde rol oynar. Calismamizda nitrik oksit
Olgtimii i¢in Griess yontemi kullanilmistir. Nitrik oksit deneyinde, nitrik oksit
seviyesinin LPS uygulanan kontrol grubunda, kontrol grubuna gore daha yiiksek olmasi

enflamasyon olustugunu gostermektedir. Ekstre uygulanan biitin gruplarda, LPS
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uygulanan kontrol grubuna gore nitrik oksit seviyesinin diismiis olmasi bize anti-

enflamatuvar etkiyi gosterir.

Sitokinler aktive olmus lenfositler ve makrofajlar basta olmak iizere bir¢ok hiicreden
sentezlenen ve diger hiicrelerin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol oynayan
polipeptit yapidaki maddelerdir. Sitokinler, dogrudan salgilandiklar1 hiicreler iizerine
(otokrin), komsu hiicrelere (parakrin) veya uzak hiicrelere (endokrin) etki edebilirler
(187). Pro-enflamatuvar sitokinler, enflamasyona yol agan etkenin uyarisi ile ilk ortaya
¢ikan ve enflamasyonun artmasini, devam etmesini saglayan molekiillerdir. Anti-
enflamatuvar sitokinler ise, pro-enflamatuvar sitokinlerin aktivitelerini baskilayan
molekiillerdir. Tez kapsaminda incelenen IL-1B, IL-6 ve TNF-a pro-enflamatuvar

sitokinlerden, IL-10 ise anti-enflamatuvar sitokinlerdendir.

IL-1B enfeksiyonlara ve diger immiin uyarilara karsi olusan konak immiin yanit1 sonucu
tiretilen 6nemli bir pro-enflamatuar sitokindir. 1L-1p, makrofajlar ve mast hiicreleri gibi
immun hiicrelerde, endotel hiicrelerinde, astrositlerde, keratinositlerde, glial hiicrelerde,
fibroblastlarda ve nétrofillerde tiretilmektedir (188). IL-13’nin mononiikleer fagositler
tarafindan tiretimi LPS gibi bakteriyel iirlinler veya TNF-a gibi sitokinler tarafindan
uyarilir. Fonksiyonlar1 TNF-a ile benzerdir ve enflamasyon olusumunda TNF-a ile
birlikte ¢alisir. LPS uygulanan kontrol grubunda, kontrol grubuna gore IL-1P
seviyesinde artis olmustur, bu enflamasyon olustugunu gostermektedir. Ekstrenin
beraber uygulandig: grupta, LPS uygulanan kontrol grubuna gore diisiis gézlenmistir.
Bununla birlikte, ekstrenin 6nce uygulandigi grupta, LPS uygulanan kontrol grubuna
gore artis gozlenmistir. Bu ekstrenin once uygulandiginda pro-enflamatuvar etkisi,

beraber uygulandiginda anti-enflamatuvar etkisi olabilecegini gostermektedir.

IL-6, kronik enflamasyon, otoimmiinite, endotel hiicre disfonksiyonu ve fibrogenezisde
farkli rolleri olan pleitropik bir sitokindir (189). Enfeksiyon etkenleri ve IL-1, TNF-a
gibi sitokinlerin uyarilar1 sonucu mononiikleer fagositler, endotel hiicreleri ve
fibroblastlardan salgilanir. IL-6 endotel hiicrelerinde IL-1 ve TNF-o’nin sekresyonunu
arttirirken, IL-1 ve TNF-a ise IL-6 sekresyonunu arttirmaktadir. Ayrica IL-6 T
lenfositlerinde IL-10 tiretimi uyarir. IL-10 ise posttranskripsiyonel mekanizma ile IL-
6’nin sentez ve sekresyonunu baskilar. LPS uygulanan kontrol grubunda, kontrol

grubuna gore IL-6 seviyesinde artis olmustur, yani enflamasyon olusmustur. EKstrenin
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beraber uygulandigi grubun diisiik konsantrasyonda, LPS uygulanan kontrol grubundan
anlamli diizeyde yiiksek oldugu, yiiksek konsantrasyonda ise anlamli diizeyde bir
farklilik olmadig gdzlenmistir. Once ekstre uygulanan grupta yiiksek konsantrasyonun,
LPS uygulanan kontrol grubundan anlamli diizeyde disik oldugu, disiik
konsantrasyonda ise anlamli diizeyde bir farklilik olmadigi gozlenmistir. Bu ekstrenin
once uygulandiginda yiiksek dozda anti-enflamatuvar etkisi, beraber uygulandiginda

diisiik dozda pro-enflamatuvar etkisi olabilecegini gostermektedir.

IL-10, anti-enflamatuar bir sitokindir. Enfeksiyon sirasinda, patojenlerin yok edilmesi
icin gerekli olan ama ayni zamanda doku hasarina katkida bulunan Thl hiicreleri, NK
hiicreleri ve makrofajlarin aktivasyonunu inhibe eder (190). IL-10 ayni1 zamanda B
hiicreleri, NK hiicreleri, sitotoksik ve yardimci T hiicreleri, mast hiicreleri, graniilositler,
dendritik hiicreler, keratinositler ve endotelial hiicrelerin biiylime ve farklilasmasini
diizenler (191). IL-10, yardimer T lenfositler, B lenfositler, mast hiicreleri, eozinofiller,
monositler, makrofajlar ve keratinositler tarafindan iretilmektedir  (192).
Lipopolisakkaritler (LPS) tarafindan uyarilan monosit ve makrofajlarda pro-
enflamatuvar sitokinler olan TNF-a ve IL-6 ’nin {iretimi ile anti-inflamatuvar etkiye
sahip olan IL-10 sentezi artar. IL-10 makrofajlarin IL-1, IL-6 ve TNF- a salgilamasini
baskilar. Ayrica makrofajlarda iNOS’un uyarilmasini da azaltir. LPS uygulanan kontrol
grubundaki IL-10 miktarmnin, kontrol grubundan anlamli derecede diisiik oldugu
gozlenmistir.  Ekstrenin  beraber uygulandigi  grubun  diisiik ve  yiiksek
konsantrasyonlarda, LPS uygulanan kontrol grubundan anlamli diizeyde yiiksek oldugu
gozlenmistir. Ekstrenin 6nce uygulandigi grupta, LPS uygulanan kontrol grubuna gore

anlamli bir farklilik bulunmamustir.

Tiimdr Nekroz Faktorii alfa (TNF-a), ¢esitli enfeksiydz uyaranlara karsi cevap olarak
aktive makrofajlar / monositler, T lenfositler ve diger bagisiklik hiicreleri tarafindan
salinan bir sitokindir ve hiicre i¢inde nekroz ya da apoptaza neden olan ¢ok ¢esitli sinyal
olaylarindan sorumludur (193, 194). TNF-o’nin en o6nemli kaynagi aktive olmus
makrofajlardir. Makrofajlardan TNF-o salinimini uyaran en 6nemli etken, LPS ve diger
mikrobik trtinlerdir. LPS uygulanan kontrol grubunda, kontrol grubuna gore TNF-a
seviyesinde anlamli bir artis olmustur. Ekstrenin dnce ve beraber uygulandigi gruplarda,
LPS uygulanan kontrole gore, TNF-a seviyesinde azalma gorilmistir. Bu anti-

enflamatuvar etkiyi gostermektedir.
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Literatiirlerde ekstrenin ig¢eriginde bulunan kersetin, kemferol, kafeik asit ve elajik asitin
anti-enflamatuvar ozelliklerinin oldugu bildirilmektedir (195, 196, 197). Yapilan
calismalarda ekstrenin uygulanis zamani (6nce veya birlikte) ve konsantrasyonuna gore

anti-enflamatuvar veya pro-enflamatuvar 6zelliklerinin olabilecegi gdzlenmistir.

P.recta toprakiistii kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinin antioksidan ve anti-
enflamatuvar etkilerinin arastirildigit bu ¢alismada ekstrenin kimyasal bilesimi
incelendiginde fenolik asitler, flavonoitler ve tanenler basta olmak iizere fenolik
bilesikler bakimindan zengin oldugu tespit edilmistir. Yapilan antioksidan ve
antienflamatuvar etki ¢aligmalarinda ekstrede gozlenen aktivite ile fenolik bilesiklerin

varlig1 iligkilendirilmistir.

Ekstre halk arasinda degisik hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir. Ekstre ile yapilacak
etki ve giivenilirlik caligmalar1 belki de enflamasyonu azaltmaya yonelik yardimct bir
tedavinin bulunmasina kapi acabilir. Bu yiizden gerekli ileri ¢aligmalarin yapilmasi,

yeni bitkisel ilaglarin iiretilmesi agisindan 6nem tasimaktadir.
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