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OZET

Azami, F.T. (2021). Allium lazikkiyense Tiiriiniin Cesitli Biyolojik Aktivitelerinin ve
LC-MS/MS Analizi ile Fenolik Igeriginin Belirlenmesi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya Ana Bilim Dali Yiiksek Lisans
Tezi. Istanbul.

Allium tiirleri gida olarak tiiketilmesinin yaninda diinyanin bir¢ok yerinde halk arasinda
hemoroid, kulak agrisi, diyabet, zehirlenme ve hipertansiyon gibi ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde de kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin amaci; endemik Allium lazikkiyense
(Amaryllidaceae) tiiriiniin toprak iistii ve sogan kabugu kisimlarindan hazirlanan etanol,
metanol ve diklorometan ekstrelerinin LC-MS/MS analizi kullanilarak fitokimyasal
igeriginin ve in vitro olarak antioksidan, antidiyabetik, anti-Alzheimer ve antikanser
aktivitelerinin belirlenmesidir. Ekstrelerin antioksidan potansiyelinin belirlenmesi igin
total fenolik ve flavonoid igerikleri, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal giderici
aktiviteleri ve demir indirgeyici giicleri, antidiyabetik aktivitesinin belirlenmesi i¢in o-
amilaz ve a-glukozidaz enzimlerini inhibe edici etkileri ve anti-Alzheimer aktivitesinin
belirlenmesi i¢in asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BCHE) enzimlerini
inhibe edici etkileri dlgiildii. Ayrica, ekstrelerin antikanser aktivitesinin saptanmasi i¢in
meme kanseri hiicre hattt (MCF-7) tizerindeki sitotoksik etkileri tayin edildi. Sonuglar
incelendiginde, A. lazikkiyense ekstrelerindeki major bilesiklerin toprak {stiinde
fumarik asit, p-kumarik asit, askorbik asit ve hiperosit, sogan kabugunda ise
sarsapogenin, kafeik asit ve fumarik asit oldugu saptandi. Etanol ekstrelerinin hem
toprak stii hem sogan kabugu kisimlarinda en yiiksek total fenolik ve flavonoid igerige
ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu gorildi. Toprak stii ekstrelerinin a-glukozidaz
inhibe edici aktivitelerinin buna karsin sogan kabugu ekstrelerinin sitotoksik etkilerinin
daha yiiksek oldugu bulundu. Tiim ekstreler a-amilaz, AChE ve BChE iizerine diisiik
diizeyde inhibisyon gosterdi. Calismamiz, A. lazikkiyense bitkisinin toprak iistii ve
sogan kabugu kisimlarmin antioksidan, antidiyabetik ve antikanser aktivitelere sahip
bilesiklerin dogal bir kaynagi olabilecegini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Allium lazikkiyense, Fenolik igerik, Antioksidan, Antidiyabet, Anti-
Alzheimer, Antikanser

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir. Proje No: 36957
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ABSTRACT

Azami, F.T. (2021). Determination of the Various Biological Activities of Allium
lazikkiyense and Its Phenolic Profile by LC-MS/MS Analysis. Istanbul University,
Institute of Health Science, Faculty of Pharmacy, Department of Biochemistry, Masters
of Science Thesis, Istanbul.

Allium species are consumed as food and used in the traditional treatment of
various diseases such as haemorrhoids, earache, diabetes, poisoning, wounds and
hypertension in many countries. The aim of this study is to phytochemical analysis with
LC-MS/MS and measure in vitro antioxidant, antidiabetic, anti-Alzheimer and
anticancer activities of ethanol, methanol and dichloromethane extracts prepared from
the aerial parts and onion peels of the endemic Allium lazikkiyense (Amaryllidaceae).
Total phenolic and flavonoid contents, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical
scavenging activity and iron reducing power were measured for determination of
antioxidant potential of the extracts. a-Amylase and a-glucosidase inhibitory effects and
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) inhibitory effects were
measured for determination of antidiabetic and anti-Alzheimer activities of the extracts,
respectively. In addition, the cytotoxic effects of the extracts on breast cancer cell line
(MCF-7) were measured to evaluate the anticancer activity. The results indicated that
the major compounds in A. lazikkiense extracts were fumaric acid, p-coumaric acid,
ascorbic acid and hyperoside in aerial parts and sarsapogenin, caffeic acid and fumaric
acid in onion peels. It was observed that ethanol extracts had the highest total phenolic
and flavonoid content and antioxidant activity in both aerial parts and onion peels. Also,
the results showed that extracts of aerial part had strong a-glucosidase inhibitory
activity whereas the extracts of onion peels had potent cytotoxic effect. All the extracts
exhibited low inhibitory activity against a-amylase, AChE and BChE. Our study
revealed that the aerial parts and onion peels of A. lazikkiyense could be a natural source
of the compounds possess antioxidant, antidiabetic and anticancer activities.

Key Words: Allium lazikkiyense, Phenolic content, Antioxidant, Antidiabetes, Anti-
Alzheimer, Anticancer

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 36957



1. GIRIS VE AMAC

Bitkilerin yapisinda bulunan fitokimyasal maddelerin kanser, diyabet ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi birgok hastalifa kars1 koruyucu etkileri bulunmaktadir
(Dziri ve ark. 2012).

Allium tiirleri, organosiilfiir ve organoselenyum, fenolikler, vitaminler ve amino
asitler gibi dogal bilesikler bakimindan oldukga zengindir. Ayrica Allium tiirlerinin
kimyasal igerikleri ilizerine yapilan caligmalarda, bitkilerin toprak iisti kisimlarinin

fenolik maddeler bakimindan zengin oldugu bildirilmistir (Mollica ve ark. 2018).

Siiperoksit, hidroksil radikali ("OH), hidrojen peroksit (H202) ve singlet oksijeni
iceren reaktif oksijen tiirleri (ROS), biyolojik sistemlerde normal metabolizmanin yan
drtinleri olarak TUretilmekte ve normal aerobik metabolizmalarindaki hiicreler ve

organlar, bu oksidanlara siirekli maruz kalmaktadirlar (Sies 2018).

Oksidatif stres, ROS olusumu ve detoksifikasyonu arasindaki dengesizlikten
kaynaklanan redoks durumudur ve kanser, hiperlipidemi, diyabet, metabolik
bozukluklar, ateroskleroz, kardiyovaskiiler hastaliklar (hipertansiyon, iskemik kalp
hastaligi, kronik kalp yetmezligi) ve nérodejeneratif hastaliklar (Alzheimer hastaligi)
gibi bir¢ok hastaligin baglamasinda ve ilerlemesinde 6nemli rol oynamaktadir (Capasso
2013). Buna karsilik viicut, bir savunma sistemi tarafindan kontrol edilen enzimatik ve
enzimatik olmayan molekiiller iiretmektedir. Oksidasyon islemi sirasinda siirekli
tretilen serbest radikalleri engelleyerek oksidatif stresi Onleyen bu savunma
molekiilleri, "antioksidanlar" olarak adlandirilmaktadir (Adda ve Sallam 2012).
Antioksidanlar, vitaminler, karotenoidler ve fenolik bilesikler gibi meyve ve sebzelerle
dogal olarak tiiketilmektedirler. Son arastirmalarda, fenolik bilesiklerin kanser,
inflamasyon, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif bozukluklar gibi birgok kronik

hastaliga karsi etkili oldugu gosterilmektedir (Miguel 2017).

Bitkilerde bulunan flavonoidler, cildi UV 1s18ina maruz kalmaktan, DNA’y1
hasardan koruma gibi 6nemli biyolojik aktivitelere sahiptir. Bu 6zelliklerinden dolay1,
kozmetik ve eczacilik iiriinlerinde bilesen olarak kullanilmaktadir (Ruiz 2017). Yapilan

calismalarda, A. cepa, A. sativum, A. ursinum ve A. fistulosum tiirlerinin yiiksek



antioksidan aktiviteye sahip oldugu saptanmigtir (Chang ve ark. 2016; Tomsik ve ark.
2016; Viera ve ark. 2017; Cheng ve Huang 2018).

Diyabet, karbohidrat metabolizmasini etkileyen kronik endokrin bir hastaliktir.
Karbohidrat sindiriminde gorevli enzimlerin inhibitorleri, oral hipoglisemik ilaglar
olarak diyabetteki kan seker diizeyini kontrol etmek i¢in kullanilmaktadirlar (Nickavar
ve Yousefian 2009). a-Amilaz enzimi, kompleks karbohidratlar1 basit monosakkaritlere
hidrolize eder; a-glukozidaz enzimi ise, glukozid baglarini hidrolize ederek nisastay1 en

son sindirim {riinii olan glukoz molekiillerine ayirir.

Son yillarda ¢esitli Allium tiirlerinin antidiyabetik etkilerinin arastirildigi birgok
calisma yapilmistir (Nickavar ve Yousefian 2009). Allium cepa (sogan)’da bulunan
fenolik fitokimyasallarin kan sekerini diisiiriicii etkiye ve yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip oldugu ve insan saglhigina faydasi oldugu diisiiniilen kersetin gibi flavonoidler
acisindan zengin oldugu bildirilmistir (Kim ve ark. 2011). Sogan kabugu 06ziindeki
kersetin igerigi, yliksek a-glukozidaz enzim inhibitor aktivitesine sahiptir (Kim ve ark.
2010). Bu enzimlerin inhibisyonu, karbohidrat diyetinden sonra karbohidrat hidrolizini
ve emilimini geciktirerek kan sekerinin postprandiyal artigini azalttigindan, hiperglisemi
ve oksidatif strese neden olan diyabetik komplikasyonlari azaltma potansiyeline

sahiptir.

En popiiler ndrodejeneratif hastalik olan Alzheimer hastaligi, ileri yaslarda
ortaya ¢ikan demansin en yaygin nedenidir. Hastaligin tedavisi i¢in onaylanmis ve
kullanilan ila¢ siniflarindan biri kolinesteraz inhibitorleridir (Atri ve ark. 2018).
Asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE), asetilkolinin, kolinerjik
norotransmisyonunun rejenerasyonu icin gerekli bir islem olan kolin ve asetik asite
hidrolizini kataliz eden enzimlerdir. Kolinesteraz inhibitorleri, bu hidrolizi bloke ederek
ndrotransmitterin sinaptik seviyesini arttirict etkileri nedeni ile Alzheimer hastaliginin
semptomatik tedavisinde kullanilmaktadirlar (Giilgin ve ark. 2016). Giinlimiizde,
Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilmak tizere bitkilerin ve bitkilerden
saflagtirilan aktif maddelerin kolinesteraz inhibisyon potansiyellerin aragtirilmasi aktif
bir arastirma alanidir. A. sativum tiiriiniin etanol, n-hekzan, kloroform, etil asetat ve su
ekstrelerinin kolinesteraz inhibisyon aktiviteleri belirlenmis ve en yiiksek aktiviteyi

etanol ekstresinin gosterdigi bulunmustur (Veerakumari ve Chitra 2014). Allium



tiirlerinin sahip olduklar1 farmakolojik etkileri, bu tiirlerin antidiyabetik, antioksidan ve

anti-Alzheimer etkileri i¢in kullanimlarini desteklemektedir.

Allium lazikkiyense M.Kogyigit, N.Ozhatay & E.Kaya (Denizli sogani1) 2014
yilinda yeni tiir olarak Tiirkiye florasina eklenmistir (Kogyigit ve ark. 2016). Yapilan
literatlir aragtirmasinda, bu tiirlin kimyasal igerik ve farmakolojik etkileri {izerine
yapilmig bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada, A. lazikkiyense tiiriiniin kimyasal
iceriklerinin saptanmasi ve biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
amac¢ dogrultusunda, bitkinin toprak iistii ve sogan kabugu kisimlarindan hazirlanan
etanol, metanol ve diklorometan ekstrelerinin sivi kromatografisi-sirali  Kiitle
spektrometresi (LC-MS/MS) yontemi kullanilarak fenolik madde igerigi aydinlatildi ve
antioksidan aktivitesi tayin edildi. Ekstrelerin, a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerini
inhibe edici etkileri dlgiilerek antidiyabetik aktivitesi ve kolinesteraz (asetilkolinesteraz
ve biitirilkolinesteraz) enzimlerini inhibe edici etkileri Olgililerek anti-Alzheimer
aktivitesi belirlendi. Ayrica, bitkinin antikanser aktivitesinin saptanmasi i¢in meme

kanseri hiicre hatt1 tizerine sitotoksik etkisi incelendi.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis orbitalinde tek bir eslesmemis elektrona sahip olan ve bu
nedenle reaktif 6zellik tasiyan Kimyasal molekiillerdir (Fang 2002). Serbest radikaller,
insan viicudundaki normal metabolik siireglerde veya X-1s1n1 ve ozon gibi dis kaynaklar

nedeni ile ortaya ¢ikabilmektedir.

Serbest radikal olusturan temel mekanizmalar:

1. Bir molekiil olusturan kovalent bagin homolitik olarak par¢alanmasi.

AB—>A"+B’

2. Radikal olmayan bir molekiile tek bir elektron transferi nedeniyle dis
orbitalinde paylasilmamais bir elektron olusumu.

A+e— A"

O2+e — 02"

3. Radikal o6zelligi olmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda, dis

yoriingesinde paylasilmamis bir elektron kalmasi.

A—>A"+e

2.1.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijenden olusan radikallere reaktif oksijen tiirleri (ROS) denilmektedir.
Paylagilmamis bir elektron ve yoriingenin dis kabugundaki bir oksijen atomu nedeniyle
olusan bu maddeler, oksijenin indirgenmesi ya da oksijene iyonizan radyasyonun
etkimesi ile meydana gelmektedir (Fang 2007). Normal hiicresel aktiviteler sirasinda da
olusabilen ROS’lardan (Tablo 2-1) en yaygin olan bazilari, hidrojen peroksit (H20>),
stiperoksit anyonu (O2°") ve hidroksil radikali (HO*)’dir (Harold ve ark. 2007).



Tablo 2-1: Reaktif oksijen tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri
Serbest radikaller Radikal olmayan reaktif tiirleri
Stiperoksit anyonu 0, Singlet oksijen 10,
Hidroksil radikali HO* Hidrojen peroksit H20-
Alkoksil radikali RO* Ozon O3
Peroksil radikali ROO*

Siiperoksit anyonu (O2*); hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler
oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucunda olusmakta ve c¢ogunlukla

hiicrelerin mitokondrisinde meydana gelmektedir (Cadenas ve Sies 1998).
O2+e — O

Mitokondriyal elektron tasima zinciri, memeli hiicresindeki ATP’nin ana
kaynagidir ve bu nedenle yasam icin gereklidir. Enerji iletimi sirasinda az sayida

elektron, oksijene erken “sizarak” siiperoksit olusturmaktadir (Kovacic ve ark. 2005).

Hidroksil radikali (HO®); H.O> yapisindaki kovalan baglarin homolitik
kirtlmasi veya suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda

iki hidroksil radikali olusmaktadir.
H202 — HO*+ HO®
Hidroksil radikalinin olustugu reaksiyonlar agagidaki gibi gosterilmistir:
1. Fenton reaksiyonu:

Fenton, asidik sartlar altinda Fe™ iyonunun H20. ile reaksiyonuna
dayanmaktadir. Once Fe®', siiperoksit anyonu tarafindan Fe?"’ye indirgenir, sonra
olusan Fe?*, H0; ile reaksyona girerek hidroksil radikali olusur (Engin ve Nusret
2008).

Fe¥*+ 0, — Fe?* + O

Fe** + H202 — Fe®* + HO® + OH-



2. Haber — Weiss reaksiyonu:

Demir katalizorii varliginda, H2O> siiperoksit anyonu ile reaksiyona girerek
hidroksil radikali olusturur (Liochev ve Fridovich 2002).

H.O2 + O — O2 + HO®* + OH~

Hidrojen peroksit (H202); serbest radikal olmadig1 halde reaktif oksijen tiirleri
kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Siiperoksit
anyonuna (O2*") bir elektron transferi veya oksijene iki elektron eklenmesi ile meydana

gelir.

0O +e + 2H* - HO,
02+ 2e ~ + 2H* — H202

H202’nin  hiicredeki  6nemli  kaynaklarindan  biri  peroksizomlardir.
Peroksizomlardaki D-amino asit oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksil asit oksidaz ve yag
asidi acil-KoA oksidaz gibi oksidazlar, siiperoksit iiretmeden, bol miktarda H20>

tiretimine neden olurlar (Schrader ve Fahimi 2004).

2.1.2. Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS) ve Nitrik Oksit (NO)

Biyolojik sistemlerdeki tiim reaktif nitrojen tiirlerinin birincil kaynagi nitrik
oksit (NO)’tir. Nitrik oksit, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi, diiz kaslarin gevsemesi,
norotransmisyon gibi ¢esitli fizyolojik rolii olan en yaygin sinyal iletim molekiillerinden
biridir. Eslesmemis bir elektron tasiyan yiiksiiz bir molekiildiir. Yiiksiiz oldugu igin
membranlardan kolayca gecer, eslesmemis bir elektrona sahip olmasi nedeni ile hizli

reaksiyona girer (Patel ve ark. 1999).

Bagisiklik sisteminin hiicreleri, oksidatif patlama ve enflamatuvar siiregler
strasinda siiperoksit anyonu ve nitrik oksit tiretmektedir. Bu kosullar altinda, nitrik oksit
ve siiperoksit anyonunun reksiyona girmesi ile DNA parcalanmasi ve lipid
oksidasyonuna neden olabilen oksitleyici bir ajan olan peroksinitrit anyonu (ONOO")

meydana gelmektedir (Carr ve ark. 2000).

NO* + Oz~ — ONOO™



Reaktif nitrojen tiirlerinin agir1 tiretimi nitrozatif strese neden olabilmektedir.
Nitrozatif stres, proteinlerin yapisini degistirebilen ve bdylece normal islevlerini

engelleyebilen nitrozilasyon reaksiyonlarina yol agmaktadir (Patel ve ark. 1999).

2.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, serbest radikal olusumu ile antioksidan aktivite arasinda bir
dengesizlik oldugunda ortaya ¢ikmaktadir. Antioksidanlarin dengede tutabileceginden
daha fazla serbest radikal mevcut oldugunda, serbest radikaller viicudumuzdaki yag
dokusuna, DNA’ya ve proteinlere zarar vermeye baslar. Oksidatif stresin diyabet,
Alzheimer hastaligi, kanser ve kalp hastaliklari gibi ¢ok sayida hastalikta ve yaglanmada
rolii oldugu bilinmektedir (Lobo ve ark. 2010).

DNA’daki oksidatif hasarin yasa bagli hastaliklarin ve kolon, meme, rektum ve
prostat gibi kanserlerin ana nedeni oldugu disiiniilmektedir (Halliwell ve ark. 1993).
Reaktif oksijen tiirlerinden biri olan hidroksil radikali, DNA molekiiliiniindeki bazlar ile
reaksiyona girerek hem piirin hem de pirimidin bazlarinda modifikasyonlar meydana
getirmektedir. Tim piirin ve pirimidin bazlari arasinda guanin, yiiksek oksidasyon
potansiyeli nedeniyle oksidasyona en yatkin olanidir. Hidroksil radikalinin (HO")
guanin ile etkilesimi, 8-hidroksiguanin olusumuna yol agar. 8-hidroksiguanin oksidatif
lezyonlarin en 6nde gelenlerin olup bu modifiya bazin, mutagenez, karsinojenez ve

yaglanmaya katkida bulundugu diisiiniilmektedir (Valko ve ark. 2007).

A o B 0
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guanine 8-hydroxyguanine (8-OHGua)

Sekil 2-1: Guanin ve 8-hidroksiguanin molekiil yapisi

Kardiyovaskiiler hastaliklarin ¢ogu aterosklerozun komplikasyonlarindan
kaynaklanmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, oksidatif stresin ateroskleroz risk faktorii ile

yakindan iliskili oldugu gosterilmistir (Galle ve ark. 2006). Kan damarlarinin vaskiiler



hiicrelerinde oksidatif stres artig1 ve siiperoksit anyonu olusumu, plaklar i¢inde biriken
diisiik yogunluklu lipoproteinin (LDL) oksidasyonuna neden olmaktadir (Steinberg ve
Lewis 1997). Okside-LDL endoteliyal disfonksiyona, hiicre biiyiimesine, apoptotik
hiicre 6liimiine ve vazokonstriksiyona yol agmaktadir. Ayrica, oksidasyon siiregleri
proinflamatuvar etkiye sahip oksitlenmis lipidlerle sonuglanabilir. Kan damari
duvarinda bulunan LDL ve lipoproteinler disindaki lipidler, iltihaplanma ve

ateroskleroza yol agmaktadir (Steinberg ve Lewis 1997).

2.3. Antioksidanlar

Canl1 hiicrelerdeki serbest radikal olusumu, viicutta iiretilen veya diyet yoluyla
alian cesitli faydali bilesikler tarafindan dogal olarak kontrol edilmektedir. Bu faydali
bilesikler “antioksidanlar” olarak bilinmektedir (Sies 1997). Antioksidanlar, serbest
radikallere elektron vererek onlari biyolojik molekiillere zarar vermekte etkisiz hale
getirmektedir. Antioksidanlarin ana islevi, lipid ve protein molekiillerine verilen hasari
onarmak, oksidatif stresi, DNA mutasyonlarini, bulasici doniisiimleri ve diger hiicre

hasar1 parametrelerini azaltmaktir (Pisoschi ve Pop 2015).

2.3.1. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi
Antioksidanlar, cesitli arastiricilar tarafindan farkll sekillerde

siniflandirilmaktadir. Bu siniflandirma ¢esitlerinden bazilar1 asagida belirtilmektedir:
1. Etki mekanizmasina gore:

Birincil antioksidanlar (zincir kiric1 antioksidanlar); mevcut bir serbest radikali
stabilize etmek i¢in bir elektron vererek serbest radikal olusumunun “zincirini kirar’lar
(Baydir 2019). Hidroksil (-OH) grubuna sahip fenolik bilesikler etkili birincil
antioksidanlardir. Cilinkii H atomlarin1 serbest radikallere verebilirler ve rezonans
stabilizasyonu nedeniyle reaktif olmayan fenoksil radikalleri olusturabilirler. Ornegin, E
vitamini (a-tokoferol), yapisindaki fenolik hidroksil, zincir kirict antioksidatif etkinligi
ile membran fosfolipidlerinde bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikal
hasarindan koruyan ilk savunma hattin1 olusturur. Askorbik asit (C vitamini) ve

karotenoidler zincir kirict antioksidanlara 6rnektir (Hamid ve ark. 2010).

Ikincil antioksidanlar (koruyucu antioksidanlar), oksidasyon hizim yavaslatirlar,
fakat serbest radikalleri daha kararli triinlere doniistiirmezler. Bu antioksidanlar,

genellikle birincil antioksidanlarin aktivitesini arttirirlar (Bisht ve Mishra 2011).



2. Lokalizasyonlarina gore:

Intraseliiler ve ekstraseliiler olarak iki grupta simiflandirilir (Zaitsev ve ark.

2003).
3. Molekiiler agirliklarina gore:

Makromolekiiler (siiperoksit dismutaz, seruloplazmin, katalaz, glutatyon bagiml
enzimler, albiiminler, ferritin, laktoferrin) ve mikromolekiiler (amino grup asitler,
poliaminler, glutatyon, a-tokoferol, A, K ve P vitaminleri) olarak ikiye ayrilir
(Chesnokova ve ark. 2006).

4. Katalitik aktivitelerine gore:

Bu tiir antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan olarak iki kisma

ayrilmaktadir (Pradedova ve ark. 2011).

Viicut reaktif oksijen tiirlerine karsi birkag endojen antioksidan sisteme sahiptir.
Hiicrelerin i¢indeki antioksidan enzimler, serbest radikallere karst 6nemli bir savunma
olusturur. Enzimatik antioksidanlar, belirli bir reaktif oksijen tiirii formuna yonelik
eylemlerinin yiiksek spesifikligi ile karakterize edilir. Bu, hiicre ve organ
lokalizasyonunun 6zgiinliigline ve metallerin (Cu, Zn, Mn, Fe ve Se) katalizor olarak
kullanimina baglidir. Tablo 2-2’de enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan sistemi

gosterilmektedir.

Tablo 2-2: Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan sistemi

Enzimatik Enzimatik olmayan
Siiperoksit dismutaz Glutatyon (suda ¢6ziinen)
Katalaz C vitamini (suda ¢oziinen)
Glutatyon peroksidaz E vitamini (yagda ¢6ziinen)
Glutation rediiktaz Flavonoidler (yagda ¢oziinen)
Glutation-S-transferaz Fenoller (yagda ¢oziinen)

2.3.1.1. Enzimatik Antioksidan Sistemi

Siiperoksit dismutaz (SOD): Hemen hemen her canli organizmada bulunan ve
stiperoksit anyonunun (O2°*") H202’ye donisiimiinii kataliz eden bir enzimdir. Daha
fazla serbest radikal olusumunu engelledigi i¢in, bu reaksiyon genellikle viicudun

birincil antioksidan savunmasi olarak kabul edilmektedir (Lobo ve ark. 2010).
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205 + 2H"— H0, + O

Katalaz: SOD tarafindan olusturulan H2O>2’nin suya ve oksijene doniisiimiinii
kataliz ederek hidroksil radikali olusumunu engeller. Karaciger, bobrek ve kirmizi kan
hiicreleri, viicuttaki kimyasallar1 detoksifiye etmeye yardimci olan yiiksek seviyelerde

katalaz icermektedir (Lobo ve ark. 2010).
H.O2 —» H2O + 12 O2

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili
antioksidandir. H202 ve lipid peroksitlerin (LOOH) indirgenmesini katalize eden, 4

selenyum atomu igeren sitozolik tetramerik bir enzimdir (Gutteridge ve Mitchell 1999).
H.0>+ 2GSH — GSSG + 2H,0
LOOH + 2GSH — LOH + GSSG + H20

Glutatyon rediiktaz (GSH-R): Glutatyon peroksidaz’in hidroperoksitleri
indirgemesi reaksiyonu ile olusan yiikseltgenmis glutatyonun (GSSG) tekrar
indirgenmis glutatyona (GSH) doniisiimiinii katalize eder (Blokhina ve ark. 2003).

GSSG + NADPH+H" — 2GSH + NADP*

Glutatyon-S-transferaz (GST): Glutatyon transferazlar, sitozolde bulunan
dimerik detoksifikasyon enzimleridir. Glutatyonun (GSH) siilthidril (SH) gruplarinin,
bazi potansiyel toksik ksenobiyotiklerle konjugasyonunu saglarlar (Lobo ve ark. 2010).

RX + GSH — GS-R + HX

2.3.1.2. Enzimatik olmayan antioksidan sistemi

Glutatyon (GSH): Cogu aerobik yasam formunda bulunan sistein igeren bir
tripeptittir. Indirgenmis glutatyon (GSH), igerdigi tiyol grubu araciligtyla hiicre iginde
ylksek redoks potansiyeline sahip bir ortam saglayarak, oksidatif hasara kars1 hiicreyi
korur ve bu nedenle antioksidan &zelliklere sahiptir (Yin ve ark. 2004). Glutatyon,
serbest radikallerin yikict etkilerini 6nleyen veya azaltan transferazlar, peroksidazlar

gibi bir¢ok enzimin kofaktdrii olarak gorev yapmaktadir.

Glutatyon, canli hiicrelerdeki cesitli detoksifikasyon siireclerinde onemli bir rol

almakta ve karacigerde bol miktarda bulunmaktadir. Karacigerde Faz II detoksifikasyon
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islemleri sirasinda ksenobiyotiklerin viicuttan atilmasini saglamaktadir (Pastore ve ark.
2003).

C vitamini: Askorbik asit olarak bilinen C vitamini, hiicre i¢i islevler i¢in insan
plazmasi ve memeli hiicrelerindeki suda ¢6ziinebilen en 6nemli antioksidanlardandir.
Doku onariminda ve belirli norotransmitterlerin enzimatik liretiminde yer alan temel bir
besindir. C vitamini, canli hiicrelerde yara iyilesmesine ve kollajen sentezi gibi
biyolojik islevler i¢in gerekli olan enzimatik reaksiyonlarda da bir kofaktoér goérevi

gormekte olup eksikliginde kollajen sentezi bozulmaktadir (Igbal ve ark. 2004).

C vitamini bir antioksidan olarak serbest radikalleri etkisiz hale getirerek

hiicrenin hem i¢ini hem disin1 serbest radikal hasarina karsi korumaktadir (Ortega

2006).

2.4. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus, insulin eksikligi veya insulin direnci ile Kkarakterize
hiperglisemi, dislipidemi, glukoziiri ve bunlara eslik eden birgok klinik ve biyokimyasal
bulgu ile seyreden kompleks bir metabolik bozukluktur. Giincel verilere gore diinya
genelinde yaklasik 452 milyon kisinin diyabet hastasi oldugu ve bu sayinin 2045 yilinda

693 milyona ¢ikacagi tahmin edilmektedir.
Diabetes mellitus iki kategoriye ayrilir (Agarwal ve Gupta 2016):
1. Tip 1 - Insiiline bagiml diabetes mellitus (IDDM)
2. Tip 2 - Insiiline bagimli olmayan diabetes mellitus (NIDDM)

Tip 2, yemek sonrasi hipergliseminin yilikselmesiyle iliskili olan hastaligin en

yaygin seklidir.

2.4.1. Tip 1 Diyabet - Insiiline Bagimh Diabetes Mellitus (IDDM)

Tip 1 diyabet, aym1 zamanda insuline bagimli diyabet veya jiivenil (geng)
diyabet olarak bilinir. Bu tiir diyabet; viicutta ¢ok az veya hi¢ insulin liretilmemesinden
kaynaklanmaktadir. Insiilin, pankreastaki Langerhans adaciklarinin beta hiicreleri
tarafindan tretilen bir hormondur (Devendra ve ark. 2004); glukoz alimim tesvik eder
ve kan sekerinin enerji iiretmek i¢in kullanilabilecegi viicut hiicrelerine girmesine

yardimc1 olur.



12

Beta hiicrelerinin yok edilmesi viicutta giderek artan insulin kaybia neden
olmaktadir. Cok az insulin ile glukoz kanda birikir ve hiicrelere tagmamaz, bu da
viicuttaki kan sekeri seviyesini yiikselterek Tip 1 diyabete neden olur (Devendra ve ark.
2004).

Tip 1 diyabet, tiim diyabet vakalarinin yalnizca yaklasik % 5-10’unu olusturur;
ancak, goriilme siklig1 diinya capinda artmaya devam etmektedir. Bu bozuklugun
nedeni bilinmemekle birlikte, esas olarak insan 16kosit antijeni genotip kompleksi
yoluyla gii¢lii bir genetik bilesene sahiptir (Anjos ve Polychronakos 2004). Tip 1
diyabetin semptomlari; halsizlik, agiz kurulugu, politiri (fazla idrara ¢ikma), polidipsi
(susuzluk), polifajidir (aglik). Hastalar, siklikla zayif ya da normal kilodadir (Katsarou
ve ark. 2007). Klinik bulgular; idrarda seker varligi, negatif nitrojen dengesi, diisiik
tansiyon, agizda keton kokusu ve ketoniiriyi igerir (Katsarou ve ark. 2007). Diyabet

viicuttaki seker veya glukozile hemoglobin seviyesinin test edilmesiyle teshis edilir.

Tip 1 diyabet daha ¢ok immun koékenlidir ve genellikle insulin enjeksiyonu veya
insulin pompasi ile tedavi edilebilir. Hormon (insulin), derinin hemen altinda ve kasin
hemen iistiinde yer alan deri alt1 yag dokusuna enjekte edilir. Viicudumuzun her yerinde
deri alt1 yag dokusu bulunsa da enjeksiyon yapilirken damar ve sinirlerin yogun oldugu
yerler tercih edilmez. Bu nedenle onerilen bolgeler karin, kolun iist kismi ve bacaklarin

tist kismuidir (Toni ve ark. 2006).

2.4.2. Tip 2 Diyabet - Insiiline Bagimh Olmayan Diabetes Mellitus (NIDDM))

Tip 2 diyabet, insuline bagimli olmayan diabetes mellitus (NIDDM/tip 1) olarak
da bilinen, tim diyabet vakalarinin yaklasik % 90'm1 olusturan en yaygin diyabet
seklidir (Lei ve ark. 2012). Insulin direnci, hiicrelerin viicuttaki normal insulin
diizeylerine yeterince yanit verememesi ile karakterizedir (Defronzo 1999). Kandaki
cogu hiicreye glukoz alimini diizenleyen ana hormon insulin oldugundan, eksikligi

diyabetes mellitusta 6nemli bir rol oynamaktadir.

Yiiksek postprandiyal hiperglisemi, o-glukozidaz enziminin etkisiyle artan
diyabet risk faktorlerinden biridir (Gin ve Rigalleau 2002). Agir bir yemekten sonra,
nisasta, bagirsaktan salgilanan glukozidaz ve pankreas amilazi tarafindan viicutta
glukoza hidrolize edilir. Bagirsak tarafindan bu glukoz alimi, kan sekerinde ani
yiikselmeye neden olarak Tip 2 diyabet hastalarinda hiperglisemiye neden olur. En

yaygin semptomlar; poliiiri, polifaji ve polidipsi'dir. Cogunlukla genetik kokenlidir.
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Son arastirmalarda, a-glukozidaz ve amilaz enzim aktivitesinin inhibisyonunun,
diyabet tedavisi igin iyi bir yaklasim oldugu gostermektedir (Ahamad ve ark. 2011). Bu
enzimlerin inhibisyonu nisasta hidrolizini azaltmakta, postprandiyal hiperglisemiyi ve

glukoz son tiriinlerini de azalttigini bilinmektedir.

Ayrica diyabet hastalarinin kan sekerini diizenlemek i¢in karbohidrat icerigi

azaltilmis ve proteini arttirtlmis bir diyet izlemeleri 6nerilmektedir.
Tip 2 Diyabet Tedavisinde a-Glukozidaz inhibitorleri

Tip 2 diyabet tedavisindeki terapotik yaklasimlardan biri de yemek sonrasi
olusan hipergliseminin kontrol altina alinmasidir. Nigastanin, a-amilaz ve a-glukozidaz
tarafindan hidroliz hiz1 hiperglisemiye neden olan en o6nemli faktorlerden biridir
(Ahamad ve ark. 2011). Alfa-glukozidaz inhibitorleri, a-glukozidaz aktivitesini
kompetitif bir sekilde inhibe ederek karbohidratlarin sindirim ve emilim siirecini
yavaglatir. Dogal kaynaklardan elde edilen akarboz ve vogliboz gibi ¢esitli a-glukozidaz
inhibitorleri, yemek sonrasi1 kan glukoz seviyelerini etkili bir sekilde kontrol ederek
glukoz toleransin1 bozma ve diyabette kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltma

potansiyeline sahiplerdir (Yin ve ark. 2014).

2.5. Alzheimer Hastahg

En yaygin gorillen norodejeneratif hastalik olan Alzheimer hastaligi, ileri
yaglarda goriilen demansin 6nemli bir nedenidir (Kim ve ark. 2009). Hastalik, bilissel ve
biligsel olmayan islevlerde bir diisiis ile karakterizedir. Depresyon, kisilik degisiklikleri
ve hallisinasyonlar gibi bilissel olmayan islevler, hastalarin davranislari ve yasam
kalitesi iizerinde onemli bir etkiye sahiptir. Dil becerileri, konsantrasyon ve dikkat
siklikla etkilenirken, kisa ve uzun siireli hafiza bozulur. Ayni zamanda mevcut
becerilerin yani sira yeni beceriler 6grenme ve siirdiirme becerisinin kaybina da neden
olur (Kim ve ark. 2009). Alzheimer hastaliginin ana nedeninin, beyindeki kolinerjik
noronlarin kaybi ve beta-amiloid proteini (senil plaklari) ve tau yumaklart (norofibriler)

birikimi oldugu gosterilmistir (Butterfield ve ark. 2002).
Alzheimer Hastah@inda Tau Yumaklar: (nérofibriler) Olusumu

Tau proteini, mikrotiibiillerin organizasyonu ve stabilizasyonunda rol alan ana
yapisal proteinlerdir. Hiicre iskeleti proteinlerinden olan mikrotiibiiller ise, hiicre

morfolojisinin saglanmasi, akson ve dendritlerdeki transportu saglamaktadir. Tau
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proteini, hiicre morfolojisinin korunmasi ve aksonal transportta rol almaktadirlar.
Ayrica bu proteinlerin, néronlarda ve diger hiicre niikleuslarinda DNA ve RNA ile
etkilesime girdigi ve niikleolar yapinin olugsmasinda da islev gérdiigli 6ne siiriilmektedir
(Sjoberg 2007). Alzheimer hastalarinda bu proteinin yapisi kimyasal olarak degistirilir
ve ndronal sitoplazma icinde birikerek agregatlar olusturur; bu agregatlar hiicrenin
yapisal biitlinliigline zarar vererek noéronlarin kendilerini desteklemelerini zorlastirir

(Munoz ve Feldman 2000) ve apoptozu indiikler.

Tau proteinin olusturdugu agregatlar, kisa siireli bellegin depolanmasinda rol
oynayan hipokampus bolgelerinde birikir. Hipokampusu zarar gérmiis bir Alzheimer
hastasinin, kisa déonem ve geriye doniik hafizasinda ciddi hasarlar meydana gelir. Bu
kisilerin uzun dénem hafizalar1 zarar gérmediginden 20 yil dncesini hatirlayabilirken,
diin ne yedigini hatirlamayabilir. Hipokampus yeni bilgilerin islenme merkezi
oldugundan hiicreler dldiigiinde bilgiler bellege kaydedilmemektedir (Finch ve Cohen
1997).

Alzheimer Hastahig Tedavisinde Kolinesteraz Enzimlerinin Inhibisyonu

Alzheimer hastaligi, ileri yaslarda ortaya ¢ikan demansin nedenidir. Bu
hastaligin patolojisi karmasik ve tam olarak anlasilmamaktadir. Enflamatuvar
stireglerin, oksidasyon (Amit ve ark. 2017) ve kolinerjik iletim kaybinin (Das ve ark.
2017), amiloid plaklarin ve norofibriler yumaklarin varliginin, Alzheimer hastaligi’nin
patogenezinde rol oynadig: bilinmektedir. Ancak, kolinerjik hipotez (Ali ve ark. 2016)
ve amiloid hipotez en yaygin olarak kabul gormektedir. Kolinerjik hipotezde Alzheimer
hastaliginin ana nedeninin, kolinerjik néronlarin kaybi, 6grenme ve hafizada gorev
yapan serebral ndrotransmitter asetilkolinin beyin seviyelerindeki yetersizliginden

kaynaklandigini belirtilmektedir (Amitai ve ark. 1998).

Normal kosullar altinda, beyindeki kolinerjik néronlar, enzim kolin asetil
transferaz tarafindan katalize edilen bir reaksiyonda, asetilkolini sentezler.
Norotransmisyon sirasinda asetilkolin, sinir hiicresinden sinaptik bosluga salinir ve
post-sinaptik membrandaki asetilkolin reseptorlerine baglanir. Boylece bir sinyal olusur.
Kisa bir siire sonra, post-sinaptik membranda konumlu, asetilkolinesteraz (AChE) ve
biitirilkolinesteraz  (BChE) enzimleri, asetilkolini asetat ve koline pargalayarak

simiilasyon sinyal iletimini sonlandirir. Serbest kalan kolin, 6nceki sinaptik sinir hiicresi
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tarafindan tekrar alinir ve kolin asetiltransferaz enzimi tarafindan asetil-CoA ile

reaksiyonundan tekrar asetilkolin sentezlenir (Whittaker 1990).

Alzheimer hastalig1 beyindeki bir asetilkolin eksikligine bagli oldugundan, son
arastirmalarda kolinesteraz inhibitorlerinin, bu hastaligin semptomlarini hafifletmek i¢in
kullanilabilecegini gostermektedir (Atri ve ark. 2018). Kolinesteraz inhibitorleri,
kolinesteraz enzimlerinin asetilkolini par¢alamasini engeller; bdylece ndrotransmitter
asetilkolinin konsantrasyonunu ve islev siiresini arttirir. Bu ¢alismada, asetilkolinesteraz
ve biitirilkolinesteraz enzimlerinin inhibe edici etkileri oOlgiilerek anti-Alzheimer

aktivitesi belirlenecektir.
Alzheimer Hastali@inda Oksidatif Stres ve Antioksidanlarin Rolii

Lipid peroksidasyonu gibi oksidatif hasara bagli olarak membran
fosfolipidlerinin tiikenmesi Alzheimer hastaliginin nedenlerinden biridir (Markersbery
1997). Oksidatif hasar, amiloid-beta peptidlerini olusturan biiyiik protein molekiillerini
par¢alamaktadir ve bu proteinler anormal seviyelerde birikerek toksik etkiler
olusturmaktadir. Amiloid proteinleri beyinde kiimelenir ve sinaps hasarina ve néronal

hiicre 6liimiine neden olan senil plaklar1 olusturmaktadirlar (Nunomura 2006).

Amiloid-beta proteinleri lipid peroksidasyonunu baslatir. Alzheimer hastalarinda
lipid peroksit olusumu ve azalmis antioksidan enzim aktiviteleri, serebrovaskiiler

amiloid birikimlerini arttirmaktadir (Butterfield ve ark. 2002).

Stiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz ve katalaz enzimatik aktivitesinin
modiilasyonunun, beyin dokularinda oksidatif hasar1 azalttigi (Cardoz ve ark. 1998) ve
bilissel islevleri gelistirdigi gosterilmistir (Socci ve ark. 1995). Ancak yas ve bazi
patolojik durumlar ile bu enzimatik aktivitelerdeki kaybi telafi etmeyi amaglayan
terapiler, Alzheimer hastaligi tedavisinde umut verici bir yaklagim olabilir (Aliev ve
ark. 2018).

2.6. Kanser

Viicudumuzdaki hiicre dongiisii, hiicrelerin mitoz siireci boyunca boliindiigli ve
cogaldig1 asamalardan olusmaktadir. Mitoz, kopyalanan DNA’nin bdliindiigi bir
siirectir; viicudumuzun biiylimesinden ve gelismesinden sorumludur. Bu hiicrelerin
cogaltilmasi sirasinda, kalict bir degisiklikle sonuglanan bazi hatalar meydana gelebilir;

bu degisikliklere mutasyon denir. Mutasyonlar, hiicrelerin anormal sekilde biiyiimesine
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neden olur. Hiicrelerin anormal biiyiimesi kanser olarak bilinmektedir (Waks ve Winer
2019).

Normal saglikli hiicrelerde, normal hiicre biiylimesine (proto-onkojenler) dahil
olan gen; uyarici sinyallerin hem {iretimini hem salinmasini kontrol eder. Bu sekilde
hiicre homeostazini, viicuttaki dokularin yapisin1 ve iglevini korumaktadir (Ventura ve
Merajve 2008). Bununla birlikte, kanser hiicrelerindeki mutasyonlar, bu proto-

onkojenleri onkojenlere dontistiirerek anormal hiicre biiylimesinin artmasina neden olur.

Diinya Saglik Orgiitii raporuna gore 2018 yilinda 18 milyon kanser vakasi teshis
edildi. 9,5 milyonun kanserden o6ldiigii tahmin ediliyor (Bray ve ark. 2018). Tip
Enstitiisti'nde yapilan bir arastirmaya gore, yasam beklentisindeki diisiik kazanimlar
nedeniyle birgok fakir {ilkede kanser hizla artmaktadir. Kanser oliimlerindeki artis,
sigara i¢imi, kimyasal ajanlarin kullanimi ve yiiksek radyasyona maruz kalma ile

iligkilendirilmistir (Blackadar 2016).

Halk saglig1 verileri, akciger kanserinden sonra kadinlarda en sik goriilen kanser
tiirii olan meme kanserinin hizla arttigin1 gostermektedir. Diinya capinda her yil bir
milyondan fazla kadina meme kanseri teshisi konuldugu tahmin edilmektedir. Kadin
kanser Oliimlerinin % 14'tint temsil eden 410.000'den fazla 6liim meydana gelecegi

ifade edilmektedir (Desantis ve ark. 2016).

Yiizyillardir arastirmacilar kanserin kesin tedavisini bulmaya calismaktadirlar.
Kanser, viicuttaki herhangi bir organda kontrolden ¢ikan hiicrelerle ilgili oldugundan,
evrensel bir tedavi yontemi bulmak zordur. Ancak son arastirmalarda, bazi kanser
tirlerini 1iyilestirebilecek farkli tedavi tiirlerinin oldugu bilinmektedir. Kullanilan

tedavilerden en yaygin olanlart asagidaki gibidir (Gogineni ve ark. 2015):
1. Sitotoksik kemoterapi
2. Radyoterapi
3. Immiinoterapi
4. Tlac hedefli tedavi
5. Kemik iligi nakli

Bu caligmada, Allium lazikkiyense bitkisinin antikanser aktivitesini tespit etmek

icin meme kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkisi incelenecektir.



17

2.6.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, saglikli meme hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve timor
olusumu sonucu ortaya g¢ikmaktadir. Bu kanser tiirli, viicudun diger bolgelerine de
yayilabilir. Kadinlarda en ¢ok teshis edilen kanserdir; erkeklerde de goriiliir, ancak
vakalar ¢cok nadirdir. Meme kanseri asagidaki gibi kategorize edilir (Allen ve ark.
2013):

1. Non-invaziv meme kanseri

Bu kanser tiiriinde, hiicreler memenin kanallarinda (meme ucuna siit tasiyan
tiipler) ve lobiillerde (siit iireten bezler) biiyiir ancak saglikli meme dokularina

yayilmaz.
2. Invazif meme kanseri

Bu kanser tiiriinde, kanser hiicreleri kanalhin veya lobiillerin disina yayilmaktadir.
Kanallarda gelisen ve saglikli dokulara yayilan meme kanseri, invaziv duktal karsinom

olarak bilinir.
Meme kanseri belirtileri (Barlow ve ark. 2002)
1. Gogiiste veya koltuk altinda bir yumru
2. Gogiis biiyiikliigiinde veya seklinde degisiklik
3. Meme ucu degisimi veya meme basi akintisi
Meme kanseri risk faktorleri (Canaria ve ark. 2014).
1) Daha biiyiik yas
2) Daha yogun gogiisler
3) Ailede meme kanseri
4) Kalitsal genetik mutasyon (BRCA1 & BRCA?2)

2.7. Allium Cinsi ve Genel Ozellikleri
Allium cinsi, Amaryllidaceae familyasinda yer alan 900’den fazla tiire sahip

cicekli bir bitkidir. Tiirkiye’de 230 Allium tiiri bulunmaktadir ve bunlarin yaklasik
1/3’1 endemiktir (Emir ve Emir 2021). Tiirkiye, en fazla tiir sayisi ile diinyada Allium
cinsinin en genis yayilis gosterdigi yerdir (Eksi ve ark. 2021). A. sativum L. (sarimsak)
ve A. cepa L. (sogan), A. porrum L. (pirasa), A. ascalonicum L. (arpacik sogani) gibi



18

bircok Allium tiirii Tiirkiye’de oldugu gibi diinyanin ¢esitli yerlerinde sebze ve aroma
verici olarak yaygin bir sekilde tiiketilmektedir (Lanzotti 2005). Allium tiirlerinin kok,
yaprak ve sogan kisimlar1 tedavi edici etkileri nedeniyle ¢ok eski zamanlardan beri

kullanilmaktadir.

Yapilan ¢alismalarda, ¢esitli Allium tiirlerinin antioksidan, antidiyabetik,
antimikrobiyal, antikanser ve antiinflamatuvar gibi birgok aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (Meriga ve ark. 2012). Ayrica Allium tiirlerinin kimyasal igerikleri
lizerinde yapilan caligmalarda, bitkilerin toprak iistii kisimlarinin fenolik maddeler

bakimindan zengin oldugu bildirilmistir (Mollica ve ark. 2018).

Allium tiirleri lezzet, aroma ve tat vermesi i¢in (dehidrasyon, dondurma,
konserve tursu vb.) cesitli gida iiretim siire¢lerinde hammadde olarak kullanilmaktadir.
Sarimsak (Allium sativum) ve sogan (Allium cepa)’in tedavi edici 6zelligi bir¢ok
arastirmada  belirtilmistir. Serum kolesteroliinii ve kan basincini  diistirerek
kardiyovaskiiler hastalik riskinin azalttigi bildirilmistir (Nencini ve ark. 2011). A.
cepa’da, bulunan fitokimyasal saponinler (Carotenuto ve ark. 1999), bagirsakta
kolesterol emilimini engeller. 60 sebze iizerinde yapilan bir caligmada, soganin bakteri
popiilasyonunu azaltma kapasitesine ve yliksek fruktan miktarina sahip oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte, kersetin konsantrasyonu ve dagilimi sogan tiirlerine
gore farklibk gosterebilir. Ornegin, kirmizi soganlarin (Tsushida ve Suzuki 1996;
Arabbi ve ark. 2004) beyaz (Lugast ve Hovari 2000) ve sar1 (Makris ve Rossiter 2001)

soganlara kiyasla yiiksek miktarda kersetin igerdigi bilinmektedir.

Yapilan bir caligmada dort Allium tiiriiniin (A. cepa, A. sativum, A. porrum ve A.
kurrat) metanolik ekstrelerinin antioksidan, fenolik ve flavonoid &zelliklerinin
degerlendirilmesi amacglanmistir. Arastirmaya gore A. cepa (Kirmizi sogan) ve A.
porrum'un metanolik ekstrelerinin en yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu ve
antioksidan aktivite ile fenolik icerikleri arasinda pozitif bir korelasyon bulundugu

gosterilmistir (Abdel-Gawad ve ark. 2014).

Allium bitkilerinin kolesterolii diislirdiigii  bildirilmektedir. A. sativum’un
kolesterol diisiiriicii etkinliginin, tim Allium ailesi bitkileri arasinda en yiiksek oldugu
bilinmektedir (Lau 2001). Binlerce yildan beri tibbi sarimsagin kullanimi, ilk olarak
Ayurveda tibbi, Charak Samhita tarafindan artrit ve kalp hastaliginin tedavisinde

tanimlanmis ve daha sonra kapsamli bir sekilde arastirilmistir (Rivlin 2001).
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Epidemiyolojik caligmalar hiperkolesterolemide, apolipoprotein E4 allelinin
ortaya ¢ikmasinin, kolesteroliin hiicresel alimini kolaylastiran "kolesterol tasiyict" bir
protein olmasi nedeniyle, Alzheimer hastaliginda 6nemli bir risk faktérii oldugunu
ortaya koymustur (Jick ve ark. 2000). Kortikal kolesteroliin, Alzheimer hastalarinin
beyninde yiikseldigi bulunmustur. Yiiksek kolesteroliin, zar akiskanligini degistirdigi ve
amiloid Oncii proteininin (APP) amiloidojenik islenmesini destekledigi ongoriilmiistiir

(Simon 1998).

Alzheimer hastalarinda amiloidojenik islemede kolesteroliin rolii ve yiiksek
kolesterol seviyelerinin ortaya ¢ikmasi, Alzheimer hastaliginin tedavisinde bir
kolesterol diisiiriicii stratejinin saglamaktadir. A. sativum (sarimsak) igerisindeki dogal
olarak olusan 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA rediiktaz inhibitoriiniin anti-amiloidojenik
etkilerinin (Rosen 2001), Alzheimer hastalig1 gelistirme riskini azaltma ve klinik olarak
teshis konulan durum 6ncesinden var olan amiloid yiikiinii azaltmak i¢in en basit tedavi

oldugu ileri siiriilebilir (Chauhan 2003).

Allium tiirlerinin sahip olduklar1 farmakolojik etkileri, bu tiirlerin antidiyabetik,
antioksidan ve anti-Alzheimer etkileri i¢in kullamimlarimi desteklemektedir. Tez
calismamizin konusunu olusturan Allium lazikkiyense M.Kogyigit, N.Ozhatay & E.Kaya
(Denizli sogani) (Sekil 2-2) 2014 yilinda yeni tiir olarak Tiirkiye florasina eklenmistir
(Kogyigit ve ark. 2016). Yapilan literatiir aragtirmasinda, bu tiiriin kimyasal igerigi ve
farmakolojik etkileri lizerine yapilmis bir calismaya rastlanmamistir. Bu calismada, A.
lazikkiyense tiiriiniin kimyasal igeriklerinin saptanmasi ve biyolojik aktivitelerinin
belirlenmesi amaglanmaktadir. Bu dogrultuda bitkinin toprak iistii ve sogan kabugu
kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin, sivi kromatografisi-sirali kiitle spektrometresi (LC-
MS/MS) yontemi kullanilarak fenolik madde igerigi ve antioksidan, antidiyabetik, anti-

Alzheimer ve antikanser aktiviteleri tayin edilmistir.



Sekil 2-2: Allium lazikkiyense M. Kogyigit, N. Ozhatay & E. Kaya
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Bitki ekstrelerinin hazirlanmasinda etanol (Riedel 32221), metanol (Merck
106008), ve diklorometan (Sigma 270997) kullanildi. Hazirlanan ekstrelerin
¢oziilmesinde dimetil siilfoksit (DMSO; Sigma D8418) kullanild:.

Fenolik bilesiklerinin tayininde; sodyum karbonat (Na,COs; Merck 106398),
Folin Ciocalteu ayirac1 (Sigma F9252) ve standart olarak gallik asit (Sigma G7384)
kullanildi.

Flavonoid miktar tayininde; sodyum nitrit (NaNO2; Merck 106544), aliminyum
kloriir (AlCI3.6H20; Merck 101083), sodyum hidroksit (NaOH; Merck 106462) ve
standart olarak katesin (Fluka 22110) kullanildi.

DPPH radikali giderici antioksidan aktivite tayininde 2,2’-difenil-1-pikril-
hidrazil (DPPH; Sigma D9132) ve standart antioksidan olarak kersetin (3,3',4'-5,6-
pentahidroksiflavon; Fluka 83370) kullanildi.

Demir(III) iyonu rediikleyici antioksidan potansiyeli tayininde (FRAP); derisik
hidroklorik asit (HCI; Merck 100314), 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazin (TPTZ; Merck
110238), demir(Il) kloriir (FeClz.6H20; Merck 3946), hidroklorik asit (HCI; Merck
100314) ve demir siilfat (FeSO4.7H20; Fluka 44970) kullanildi.

a-Glukozidaz inhibe edici aktivite tayininde; a-glukozidaz (Sigma G5003), p-
nitrofenil-a-D-glukopiranozid (pNPG; Fluka 73673) ve akarboz (Sigma A8980)
kullanilda.

a-Amilaz inhibe edici aktivite tayininde; a-amilaz (Sigma A3176), nisasta
(Sigma S2004), 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS; Sigma D0550); sodyum-potasyum
tartarat (Riedel de Haén 25508) ve sodyum hidroksit (NaOH; Merck 6482) kullanildi.

Asetilkolinesteraz (AChE) inhibe edici aktivite tayininde; AChE (Sigma
C3389), asetiltiyokolin iyodiir (ATChI; Sigma A5751), 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoik
asit) (DTNB; Sigma D8130) ve galantamin (Sigma G1660) kullanild:.
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Butirilkolinesteraz (BChE) inhibe edici aktivite tayininde; BChE (Sigma
C7512), butiriltiyokolin iyodiir (BTChl; Sigma B3253) ve 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoik
asit) (DTNB; Sigma D8130) kullanilda.

Antikanser aktivite tayini i¢in yapilan sitotoksik analizlerde; Dulbecco's
Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F12 (DMEM-F12; Biosera LM-D1224), fetal
bovine serum (FBS; Biosera FB-1101), pensilin-streptomisin (Biosera LM-A4118),
Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS; Biosera LM-S2041), etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA; Calbiochem 324503), DMSO (Neofroxx 1084ML100), 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromiir (MTT; Glentham Life Sciences
GC4568) ve tripsin (Sigma T4799) kullanild:.

Tamponlarin hazirlanmasinda; glasiyel asetik asit (Merck 23332325), sodyum
asetat (Merck 106264), sodyum fosfat dibazik dihidrat (NazHPO4.2H20; Sigma 30412),
sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH2PO4.2H20; Merck 6345), sodyum Kkloriir
(NaCl; Riedel de Haén 13423) ve sodyum hidrojen karbonat (NaHCOs3; Merck 6323)
kullanildi.

3.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

Biyokimyasal analizlerde; mikroplaka okuyucu (Biotek, Eon), pH metre
(Radiometer, PHM 92), rotaevaporator (BUCHI, R210), hassas terazi (AND, HM 200),
ultrasonik banyo (Elma, S 10), buzdolabi (Argelik), derin dondurucu (-20°C) (Bosch),
etiiv (Heraeus), distile su cihazi (Labconco), otomatik pipetler (Eppendorf), vorteks
(Velp scientifica) ve Soxhlet aparati kullanildi.

Sitotoksisite deneylerinde; 37°C’lik su banyosu (WiseBath), buzdolabi
(Samsung), CO2 destekli inkiibator (Niive EC160), hassas terazi (Radwag),
hemositometre lami (Neubauer-improved) (Laborgerate GmbH), inverted mikroskop
(Zeiss), laminar flow kabini (MN 090), mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific),
otoklav (ALP), santrifiij (Elektromag), siringa (Set), siringa filtresi (Sarstedt), sivi azot
tank1 (Arpege 70) kullanildi.

3.3. Bitki Ornegi
Arastirmamizda kullamlan Allium lazikkiyense M.Kogyigit, N.Ozhatay &
E.Kaya (Denizli sogani) bitkisi, Haziran 2019 tarihinde Denizli, Civril’den toplanmuistir.

Bitki 6rneklerinin toplanmasi ve teshisi, Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
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Farmasotik Botanik Anabilim Dali’'nda gorevli Dog. Dr. Mine KOCYIGIT AVCI
tarafindan gerceklestirilmistir. Toplanan bitkiler teshis edildikten sonra, birer Grnek
kurutulup etiketlenerek Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu (ISTE) na

102751 numarasi verilerek herbaryumda referans materyali olarak saklanmisti.

3.4. Kullanilan Yontemler

3.4.1. A. lazikkiyense Ekstrelerin Hazirlanmasi

A. lazikkiyense bitkisinin toprak istii ve sogan kisimlari toplandiktan sonra
golgede kurutuldu. Kurutulan toprak istii kisimlari ve soganlardan ayrilan kabuklar
degirmende toz haline getirildi. Toz haline getirilen bitki 6rnekleri ile etanol, metanol

ve diklorometan ekstreleri hazirlandi.

Toz haline getirilen toprak tistii (15 g) ve sogan kabugu (10 g) tartilarak sirasiyla
150 mL ve 100 mL ¢oziicti (etanol, metanol ve diklorometan) kullanilarak Soxhlet
cihazinda her bir ¢oziicli ile ayr1 ayr1 ekstre edildi. Elde edilen ekstrelerin ¢oziiciileri
rotaevaporator ile algak baskida kuruluga kadar uguruldu ve kullanilacagi zamana kadar

cam petrilerde -20°C’de saklandi.

Hazirlanan A. lazikkiyense ekstreleri her deney giinii DMSO ile ¢oziilerek 20
mg/mL stok ¢6zeltiler hazirlandi, daha sonra bu stok ¢ozeltiler antioksidan potansiyel
tayini deneyleri i¢in DMSO ile, sitotoksisite deneyleri igin besiyeri ile uygun
konsantrasyonlarda seyreltildi (0,1-10 mg/mL). Antidiyabetik ve anti-Alzheimer
aktivite tayini deneylerinde kullanilan A. lazikkiyense ekstreleri deney giinii 20 mg/mL
olacak sekilde etanol ile ¢oziildii ve bu stok ¢ozeltiler etanol:su (1:1) karisimi ile

deneyler i¢in uygun konsantrasyonlarda seyreltildi (0,1-10 mg/mL).

3.4.2. Total Fenolik Bilesiklerin Tayini
A. lazikkiyense ekstrelerindeki total fenolik bilesiklerin tayini Folin-Ciocalteu
ayiract kullanilarak yapildi (Slinkard ve Singleton 1977).

Kullanilan cozeltiler:

Na2COs cozeltisi (% 2); 1 g Na.COs tartildiktan sonra distile su ile ¢6ziiliip 50 mL’ye

tamamlandi.
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Gallik asit ¢ozeltisi (5 mg/mL); 5 mg gallik asit 1 mL distile su ile ¢oziiliip stok gallik
asit ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu stok ¢ozelti distile su ile seyreltilerek standart
gallik asit ¢ozeltileri (0,0625 - 0,5 mg/mL) hazirlandi.

Deneyin yapihisi: Hazirlanan ekstre veya standart gallik asit ¢ozeltilerinin 5 pL’si 225
uL distile su ve 5 pLL Folin-Ciocalteu ayiraci ile karigtirilarak oda sicakliginda 3 dakika
inkiibe edildi daha sonra 15 pL NaxCOsz ¢ozeltisi eklenip oda sicakliginda 2 saat
karanlikta bekletildikten sonra, absorbanslar 760 nm’de ayirag koriine karsi okundu.

Deneyler ii¢ kez tekrarlandi ve ortalamalar1 alindi.

Hesaplama: Sonuglar, hazirlanan gallik asit standart egrisi (y=0,7855x-0,007
R?=0,999) kullanilarak gallik asit ekivalanlari/g ekstre olarak ifade edildi.

3.4.3. Total Flavonoid Bilesiklerin Tayini
A. lazikkiyense ekstrelerindeki total flavonoid birlesikler Sakanaka ve ark.

(2005) kullandig1 yonteme gore tayin edildi.
Kullanilan ¢ozeltiler:

NaNO:2 ¢ozeltisi (% 5); 2,5 g NaNO: tartildiktan sonra distile su ile ¢6ziiliip 50 mL’ye

tamamlandi.

AICls cozeltisi (%010); 5 g AICIs tartildiktan sonra distile su ile ¢oziiliip 50 mL’ye

tamamlandi.

NaOH cozeltisi (LM); 2 g NaOH tartildiktan sonra distile su ile ¢oziilip 50 mL’ye

tamamlandi.

Katesin ¢ozeltisi (2,5 mg/mL); 2,5 mg katesin 1 mL distile su ile ¢oziiliip stok katesin
¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu stok ¢ozelti distile su ile seyreltilerek standart

katesin ¢ozeltileri (0,03 - 0,25 mg/mL) hazirlandi.

Deneyin yapihisi: 25 pL ekstre veya standart katesin ¢ozeltileri tizerine 125 pL distile
su ve 7,5 uL NaNO> ¢ozeltisi ilave edilip 6 dakika beklendikten sonra 15 puL AICl3
cozeltisi eklenerek 5 dakika daha beklendi. Karigimin tizerine 50 pLL NaOH ¢o6zeltisi ve
27,5 pL distile su ilave edildikten sonra absorbanslar 510 nm’de ayira¢ koriine karst

Olciildi. Deneyler ii¢ kez tekrarlandi ve ortalamalar1 alindi.

Hesaplama: Sonuglar hazirlanan katesin standart egrisi (y=1,9905x+0,0087 R?=0,9998)
kullanilarak katesin ekivalanlari/g ekstre olarak ifade edildi.
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3.4.4. LC-MS/MS Analizi

A. lazikkiyense ekstrelerinin igerisindeki fenolik bilesiklerin kantitatif tayini
Bezmialem Vakif Universitesi Ilag Uygulama ve Arastirma Merkezi (ILMER)’nde LC-
MS/MS yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Orneklerin Hazirlanmasi: A. lazikkiyense ekstreleri 5 mL’lik balon jojeye almarak
lizeri metanol ile tamamlanip ultrasonik banyoda 10 dakika bekletildi. 100 mg/L’lik
internal standart ¢ozeltisinden final konsantrasyonu 3 ppm olacak sekilde 6rnek iizerine

eklendi. Ornek 0,45 pm filtreden gegirilerek viale alindi.
Yiiksek Basingh S1ivi Kromatogtafisi (HPLC) Sartlar:

Hareketli faz A: %1 Formik asit-su

Hareketli faz B: %1 Formik asit-metanol
Kolon: Troyasil C18HS — 150 x 3 mm, 5 pm
Gradient:

Zaman (dk) Akis (mL/dk) % B

0.00 0,35 50
1.00 0,35 50
3.00 0,35 100
6.00 0,35 100
7.00 0,35 50
15.00 0,35 50

Kiitle Spektrometresi (MS) Sartlari:

Cihaz: Thermo ORBITRAP Q-EXACTIVE
Iyon kaynagi: Elektro Sprey Iyonizasyon (ESI)
Kiitle tarama araligi: 100-900 m/z

Sheath gazi akis hizi: 45 mL/dk

Aux gazi akis hizi: 10 mL/dk

Sprey voltaji: 3.80 kV

Kapiler sicakligi: 320°C

Aux gazi 1sitict sicakligr: 320°C
Tanimlamalar: ILMER Kiitiiphanesi

Cevre Sartlar:

Sicaklik: 22+5°C
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Bagil nem: 50+15 % rh

3.4.5. Antioksidan Aktivite Tayini

3.4.5.1. DPPH Radikali Giderici Aktivite Tayini
A. lazikkiyense ekstrelerinin DPPH radikali giderme aktivitesi Brand-Williams

ve ark. (1995) tarafindan gelistirilen metotta baz1 degisiklikler yapilarak tayin edildi.
Kullanilan Cozeltiler:

Stok DPPH Cézeltisi (1 mM); 3,9 mg DPPH tartildiktan sonra metanol ile ¢oziiliip 10
ml’ye tamamlandi. Deney yapilacagi zaman bu stok c¢ozelti metanol ile 10 kez

seyreltilerek DPPH c¢alisma ¢ozeltisi (0,1 mM) hazirlandi.

Kersetin ¢ozeltisi (2,5 mg/mL); Standart antioksidan olarak kullanilan kersetinden 2,5
mg tartildiktan sonra 1 mL etanol ile ¢oziiliip stok kersetin ¢ozeltisi hazirlandi. Daha
sonra bu stok c¢ozeltinin etanol ile seyreltilmesi ile hazirlanan farkli

konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler (0,03 - 0,25 mg/mL) deneylerde kullanildi.

Deneyin yapilisi: 10 uL ekstre veya kersetin ¢ozeltileri tizerine 240 uL. DPPH ¢alisma
cozeltisi eklenip 30 dakika karanlikta bekletildikten sonra absorbanslar 517 nm’de kore
kars1 Ol¢iildii. Kontrol, ekstre yerine ayni1 miktarda ¢6ziicii kullanilarak hazirlandi.
Ayrica, DPPH ¢ozeltisi yerine aym1 miktarda metanol konularak ekstre korleri

hazirlandi. Deneyler ii¢ kez tekrarland1 ve ortalamalar1 alindi.

Hesaplama: Orneklerin DPPH radikali giderici aktivitesi (%) asagidaki formiile gére
hesaplandi. Sonuglar, yar1 maksimum etkili konsantrasyon (ECso; DPPH radikalinin
% 50’sini giderebilen ekstre veya standart miktari) olarak ifade edildi.

o Ekstrenin 517 nm'deki absorbansi
DPPH radikali giderici aktivite (%) =1 1 % 100

B Kontroliin 517 nm’deki absorbansi

3.4.5.2. Demir(III) Iyonu Rediikleyici Antioksidan Potansiyeli (FRAP) Tayini
A. lazikkiyense ekstrelerinin demir iyonu indirgeyici gii¢leri Benzie ve Strain

(1996)’in kullandig1 metoda gore tayin edildi.
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Kullanilan cozeltiler:

HCI c¢ozeltisi (40 mM); 82,8 mL derisik (% 36’lik ve d=1,19) HCI distile su ile 1 L’ye
seyreltilerek 1 M HCI ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra 1 M HCI ¢ozeltisinden 4 mL
alinarak distile su ile 100 mI’ye tamamlandi.

TPTZ ¢ozeltisi (10 mM); 15,6 mg TPTZ tartildiktan sonra 5 mL HCI ¢ozeltisi (40
mM) ile ¢oziildii.

FeCls cozeltisi (20 mM); 27 mg FeCls.6H20 tartildiktan sonra 5 mL distile su ile
¢oOzildii.

Sodyum-asetat tamponu (0,3 M; pH 3,6); 3,1 g sodyum asetat tartildi ve 800 mL
distile su ile ¢oziildii. Daha sonra bu karisima 16 mL derisik asetik asit ilave edilerek

pH’s1 3,6 olarak ayarland1 ve distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

Demir siilfat ¢ozeltisi (1,5 mM); 0,02 g FeSO4.7H20 tartildiktan sonra distile su ile
coziilerek 50 mL’ye tamamlandi. Daha sonra bu stok ¢ozelti distile su ile seyreltilerek

standart demir siilfat ¢ozeltileri (0,25 - 1,5 mg/mL) hazirlandi.

FRAP ayiraci; 20 mL sodyum-asetat tamponu iizerine 2 mL TPTZ ¢ozeltisi ve 2 mL

FeCls ¢ozeltisi ilave edilerek deney sirasinda taze olarak hazirlandi.

Kersetin c¢ozeltisi (2,5 mg/mL); Standart antioksidan olarak kullanilan kersetinden 2,5
mg tartildiktan sonra 1 mL etanol ile ¢oziiliip stok kersetin ¢ozeltisi hazirlandi. Daha
sonra bu stok c¢ozeltinin etanol ile seyreltilmesi ile hazirlanan farkli

konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler (0,03 - 0,25 mg/mL) deneylerde kullanilda.

Deneyin yapilisi: 10 pL ekstre veya kersetin ¢ozeltileri 20 uL DMSO ile karistirilarak
37°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra bu karisimin tizerine 37°C’de bekletilen
270 uL FRAP ayrraci ileve edilerek 4. dakikadaki absorbanslari 593 nm’de kore karsi

Olciildi. Deneyler ii¢ kez tekrarlandi ve ortalamalar1 alindi.

Hesaplama: Orneklerin absorbans degerlerinin demir siilfat standart egrisine (y=0,631x
- 0,0954 R2=0,9801) uygulanmas1 ile FRAP degerleri (mM Fe?") hesaplandi ve 1 mM
Fe(IIl)’iin Fe(IT)’e indirgenmesi olarak ifade edildi.
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3.4.6. Antidiyabetik Aktivite Tayini

3.4.6.1. a-Glukozidaz inhibe Edici Aktivite Tayini
A. lazikkiyense ekstrelerin a-glukozidaz inhibe edici aktiviteleri Bothon ve

ark.’nin (2013) metodunda baz1 degisiklikler yapilarak tayin edildi.
Kullanilan ¢ozeltiler:

NaCl iceren sodyum-fosfat tamponu (20 mM; pH 6,8); 0,89 g NaxHPO4.2H.0 ve
0,79 g NaH2P0O4.2H,0 distile su ile ¢oziilerek 250 mL’ye tamamlandi. Tamponun pH’s1
6,8’¢ ayarlandiktan sonra igerisine 0,098 g NaCl ilave edilerek ¢oziildii.

pNPG c¢ozeltisi (1 mM); 0,003 g pNPG tartildiktan sonra 10 mL sodyum-fosfat
tamponunda ¢oziildii.

a-Glukozidaz ¢ézeltisi (1 U/mL); 100 Unite (U)’lik a-glukozidaz (Saccharomyces
cerevisiae kaynakli) 1 mL sodyum-fosfat tamponu ile ¢oziildii. Elde edilen bu stok
enzim ¢ozeltisi (100 U/mL) sodyum-fosfat tamponu ile 1 U/mL olacak sekilde

seyreltilerek deneylerde kullanildu.

AKkarboz cozeltisi (5 mg/mL); Standart antidiyabetik olarak kullanilan akarbozdan 5
mg tartildiktan sonra 1 mL su ile ¢oziiliip stok akarboz ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra
bu stok ¢ozeltinin etanol:su (1:1) karisimi ile seyreltilmesi ile hazirlanan farkli

konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler (0,3 - 2,5 mg/mL) deneylerde kullanildi.

Deneyin yapilisi: 25 pL bitki ekstresi veya akarboz ¢ozeltileri, 75 pL sodyum-fosfat
tamponu ve 50 uL a-glukozidaz ¢ozeltisi karistirilarak 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra 50 pL pNPG ¢ozeltisi eklenerek absorbans artisi 10 dakika
boyunca 405 nm’de 6l¢iildii. Kontrol, bitki ekstresi yerine ayn1 miktarda etanol:su (1:1)
karigim1 konularak hazirlandi. Ayrica, a-glukozidaz ¢ozeltisi yerine ayni miktarda
sodyum-fosfat tamponu konularak ekstre korleri hazirlandi. Deneyler ii¢ kez tekrarlandi

ve ortalamalari alindi.

Hesaplama: Orneklerin a-glukozidaz inhibe edici aktivitesi (%) asagidaki formiile gére
hesaplandi. Sonuglar, yar1 maksimum inhibisyon konsantrasyonu (I1Cso; a-glukozidaz

enzimini %50 inhibe eden ekstre veya standart miktari) olarak ifade edildi.

o Ornegin 405 nm'deki absorbans degisimi
% inhibisyon = | 1 X 100

~ Kontroliin 405 nm'deki absorbans degisimi
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3.4.6.2. a-Amilaz Inhibe Edici Aktivite Tayini
A. lazikkiyense ekstrelerin a-amilaz inhibe edici aktiviteleri Ali ve ark.

(2006)’nin metodunda baz1 degisiklikler yapilarak tayin edildi.
Kullanilan cozeltiler:

NaCl iceren sodyum-fosfat tamponu (20 mM; pH 6,8); 0,89 g NaoHPO4.2H,O ve
0,79 g NaH2P0O4.2H,0 distile su ile ¢oziilerek 250 mL’ye tamamlandi. Tamponun pH’s1

6,8’¢ ayarlandiktan sonra igerisine 0,098 g NaCl ilave edilerek ¢oziildii.

Nisasta c¢ozeltisi (% 0,75 g); 75 g nisasta az miktar distile su ile siispansiyon haline
getirildikten sonra kaynamakta olan 80 mL distile suyun igine azar azar karistirarak
ilave edildi. 15 dk boyunca karistirilarak 1sitmaya devam edildi. Sogutulduktan sonra

distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

a-Amilaz ¢ozeltisi (3 U/mL); 1 MU’luk a-amilazdan (domuz pankreas: kaynakli) 5 mg
tartilip 5 mL sodyum-fosfat tamponu ile ¢oziildi. Elde edilen bu stok enzim ¢ozeltisi
(22 U/mL), sodyum-fosfat tamponu ile 3 U/mL olacak sekilde seyreltilerek deneylerde
kullanildi.

NaOH cozeltisi (2 M); 4 g NaOH tartildiktan sonra distile su ile ¢oziilerek 50 mL’ye

tamamlandi.

Renk ayiraci (DNS ayiraci); 2 g DNS tartildiktan sonra, 6nceden 70°C’de 1sitilmis 40
mL NaOH ¢ozeltisi ile ¢oziildii. Bu karisima 6nceden 70°C’de 1sitilmis 100 mL distile
su ve 60 g sodyum potasyum tartarat ilave edildi ve 70°C’lik su banyosunda isitilarak

¢oziildii. Soguduktan sonra hacmi 200 mL’ye tamamlanda.

Akarboz cozeltisi (5 mg/mL); Standart antidiyabetik olarak kullanilan akarbozdan 5
mg tartildiktan sonra 1 mL su ile ¢oziiliip stok akarboz ¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra
bu stok ¢o6zeltinin etanol:su (1:1) karisimi ile seyreltilmesi ile hazirlanan farkli

konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler (0,125 - 1 mg/mL) deneylerde kullanildi.

Deneyin yapihisi: 10 uL ekstre veya akarboz ¢6zeltileri, 40 ulL sodyum-fosfat tamponu
ve 50 pL a-amilaz ¢ozeltisi ile karistirilarak 25°C’de 10 dakika boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra karisimin iizerine 50 pL nisasta ¢ozeltisi ilave edildi ve 25°C’de 5
dakika bekletildikten sonra 75 uL renk ayiract konularak reaksiyon durduruldu. Tim
karisim 15 dakika boyunca 85°C’de bekletilip ve sogutulduktan sonra distile su ile 4 kez

seyreltildi. Karisimin absorbansi 540 nm’de kore karsi ol¢iildii. Kontrol, bitki ekstresi
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yerine ayni miktarda etanol:su (1:1) karisimi kullanilarak hazirlandi. Ayrica, a-amilaz
¢ozeltisi yerine ayni miktarda sodyum-fosfat tamponu konularak ekstre korleri

hazirlandi. Deneyler ii¢ kez tekrarland1 ve ortalamalar1 alindi.

Hesaplama: Orneklerin a- amilaz inhibe edici aktivitesi (%) asagidaki formiile gore
hesaplandi. Sonuglar, yar1 maksimum inhibisyon konsantrasyonu (ICsp; a-amilaz

enzimini % 50 inhibe eden ekstre veya standart miktari) olarak ifade edildi.

o Ornegin 540 nm'deki absorbans degisimi
% inhibisyon = | 1 X 100

~ Kontroliin 540 nm'deki absorbans degisimi

3.4.7. Anti-Alzheimer Aktivite Tayini

3.4.7.1. Asetilkolinesteraz (AChE) Inhibe Edici Aktivite Tayini
A. lazikkiyense ekstrelerinin AChE inhibe edici aktiviteleri Ellman ve ark.’nin

(1961) gelistirdigi metotta baz1 degisiklikler yapilarak tayin edildi.
Kullanilan ¢ozeltiler:

Sodyum-fosfat tamponu (0,1 M; pH 7,5); 4,45 g Na2HPO4.2H>0 tartildiktan sonra
distile su ile ¢oziilerek 250 mL’ye tamamlandi. 3,9 g NaH2P04.2H;0 tartildiktan sonra
distile su ile goziilerek 250 mL’ye tamamlandi. Daha sonra bu iki ¢ozelti uygun

oranlarda karistirllarak pH’s1 7,5’e ayarlandi.

NaHCO:s iceren sodyum-fosfat tamponu; 0,0375 g NaHCOs tartildiktan sonra 25 mL
sodyum-fosfat tamponu ile ¢6ziildii.

DTNB c¢ozeltisi (10 mM); 3,95 mg DTNB tartildiktan sonra 1 mL NaHCOs3 igeren

sodyum-fosfat tamponu ile ¢oziildi.

ATChI c¢ozeltisi (75 mM); 0,021 g ATChI tartildiktan sonra 1 mL distile su ile
¢ozildi.

Ellman ayiraci; 15 mL sodyum-fosfat tamponu, 500 uL. DTNB ¢o6zeltisi ve 200 uL

ATCAhI ¢ozeltisinin karistirilmasi ile deney sirasinda taze olarak hazirlandi.

AChE cozeltisi (0,5 U/mL); 500 U’luk AChE (Electrophorus electricus kaynakli) 1
mL sodyum-fosfat tamponu ile ¢oziildii. Elde edilen bu stok enzim ¢ozeltisi (500 U/mL)
sodyum-fosfat tamponu ile 0,5 U/mL olacak sekilde seyreltilerek deneylerde kullanildi.
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Galantamin ¢ozeltisi (2 mg/mL); Standart olarak kullanilan galantaminin 2 mg’1 1 mL
distile su ile ¢oziiliip stok galantamin ¢ozeltisi (2 mg/mL) hazirlandi. Daha sonra bu
stok ¢ozeltinin etanol:su (1:1) karisimi ile seyreltilmesi ile hazirlanan farkli

konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler (0,006 - 0,05 mg/mL) deneylerde kullanildi.

Deneyin yapilisi; 20 pl ekstre veya galantamin ¢ozeltileri ile 220 plL Ellman ayiract
karistirildi. Daha sonra 10 uL. AChE ¢ozeltisi eklenerek absorbans artis1 412 nm’ de 10
dakika boyunca kore kars1 olgiildii. Kontrol, bitki ekstresi yerine ayn1 miktarda etanol:su
(1:1) karistmi kullanilarak hazirlandi. Ayrica, AChE ¢6zeltisi yerine ayni miktarda
sodyum-fosfat tamponu konularak ekstre korleri hazirlandi. Deneyler ti¢ kez tekrarlandi

ve ortalamalar1 alindi.

Hesaplama: Orneklerin AChE inhibe edici aktivitesi (%) asagidaki formiile gére
hesaplandi. Sonuglar, yar1 maksimum inhibisyon konsantrasyonu (ICso; AChE enzimini

% 50 inhibe eden ekstre veya standart miktari) olarak ifade edildi.

o Ornegin 412 nm'deki absorbans degisimi
% inhibisyon = | 1 X 100

~ Kontroliin 412 nm'deki absorbans degisimi

3.4.7.2. Butirilkolinesteraz (BChE) Inhibe Edici Aktivite Tayini
A. lazikkiyense ekstrelerinin BChE inhibe edici aktiviteleri Ellman ve ark.’nin

(1961) gelistirdigi metota baz1 degisiklikler yapilarak tayin edildi.
Kullanilan cozeltiler:

Sodyum-fosfat tamponu (0,1 M; pH 7,5); 4,45 g Na2HPO4.2H>0 tartildiktan sonra
distile su ile ¢oziilerek 250 mL’ye tamamlandi. 3,9 g NaH2PO4.2H;0 tartildiktan sonra
distile su ile ¢oziilerek 250 mL’ye tamamlandi. Daha sonra bu iki ¢ozelti uygun

oranlarda karistirilarak pH’s1 7,5’e ayarlandi.

NaHCO:s iceren sodyum-fosfat tamponu; 0,0375 g NaHCOs tartildiktan sonra 25 mL

sodyum-fosfat tamponu ile ¢6ziildii.

DTNB cozeltisi (10 mM); 3,95 mg DTNB tartildiktan sonra 1 mL NaHCO3 igeren

sodyum-fosfat tamponu ile ¢oziildii.

BTChI ¢ozeltisi (75 mM); 0,024 g BTChl tartildiktan sonra 1 mL distile su ile ¢oziildi.
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Ellman ayiraci; 15 mL sodyum-fosfat tamponu, 500 puL DTNB ¢ozeltisi ve 200 pL

BTChI ¢ozeltisinin karigtirilmasi ile deney sirasinda taze olarak hazirlandi.

BChE c¢ozeltisi (0,55 U/mL); 10 mg 1,2 KU’luk BChE (at serumu kaynakli) tartilarak 2
mL sodyum-fosfat tamponu ile ¢oziildi. Elde edilen bu stok enzim ¢ozeltisi (55 U/mL)
sodyum-fosfat tamponu ile 0,55 U/mL olacak sekilde seyreltilereck deneylerde
kullanildi.

Galantamin ¢ozeltisi (2 mg/mL); Standart olarak kullanilan galantaminin 2 mg’1 1 mL
distile su ile ¢oziiliip stok galantamin ¢ozeltisi (2 mg/mL) hazirlandi. Daha sonra bu
stok ¢oOzeltinin etanol:su (1:1) karisimi ile seyreltilmesi ile hazirlanan farkli

konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler (0,025 - 0,2 mg/mL) deneylerde kullanildi.

Deneyin yapilisi: 20 pL ekstre veya galantamin ¢ozeltileri ile 220 pL. Ellman ayiract
karistirildi. Daha sonra 10 uLL BChE ¢ozeltisi eklenerck absorbans artist 412 nm de 10
dakika boyunca kore kars1 dlgiildii. Kontrol, bitki ekstresi yerine ayn1 miktarda etanol:su
(1:1) karisimi kullanilarak hazirlandi. Ayrica, BChE ¢6zeltisi yerine ayni miktarda
sodyum-fosfat tamponu konularak ekstre korleri hazirlandi. Deneyler li¢ kez tekrarlandi

ve ortalamalar1 alindi.

Hesaplama: Orneklerin BChE inhibe edici aktivitesi (%) asagidaki formiile gore
hesaplandi. Sonuglar, yart maksimum inhibisyon konsantrasyonu (ICso; BChE enzimini

% 50 inhibe eden ekstre veya standart miktari) olarak ifade edildi.

o Ornegin 412 nm’deki absorbans degisimi
% inhibisyon = | 1 — x 100

Kontroliin 412 nm'deki absorbans degisimi

3.4.8. Antikanser Aktivite Tayini

A. lazikkiyense ekstrelerinin antikanser aktivitesinin saptanmasi igin, meme
kanseri hiicre hatti (MCF-7) tizerine sitotoksik etkisi tayin edildi. Kullanilan hiicre
hatlar1 Istanbul Yeni Yiizy1l Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali’ndan
temin edildi. Hiicre kiiltiirii ve sitotoksik analizler Istanbul Yeni Yiizy1l Universitesi

Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari’nda yapildu.

Hiicre Kiiltiiru
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Calismamizda kullanilan MCF-7 hiicre hatti, % 10 FBS ve 100 U/mL

penisilin/100 pg/mL streptomisin igeren DMEM/F-12 besiyerinde %5’1lik CO2 destegi
ile 37°C’lik inkiibatorde kiiltiire edildi.

Hiicrelerin ¢cogaltilmasi:

Stoklanmis olan hiicreler s1vi azot tankindan alinip 37°C'lik su banyosunda ¢6ziildii.

Hiicre siispansiyonu 15 mL’lik tiiplere aktarild1 ve besiyeri eklenerek 1500 rpm’de 5
dk santrifiije edildi.

Elde edilen hiicre pelletlerine taze besiyeri eklendi ve ardindan 75cm? flasklara
ekildi.

Flasklar %5°lik CO destekli 37°C’lik etiivde inkiibe edildi.

2 giin araliklar ile hiicreler inverted mikroskop kullanilarak kontrol edildi ve ihtiyaca

gore flasklardaki besiyerleri degistirildi.

Hiicrelerin pasajlanmasi:

Flasklardaki hiicre yogunlugu % 80-% 90’a ulastigi zaman, hiicreler tripsinize

edilerek pasajlandi.

Flasklara % 0,25 tripsin/EDTA soliisyonu ilave edildi ve yaklasik 5 dakika 37°C'de
inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra tripsinin etkisini durdurmak igin flasklara besiyeri eklendi.

Flask yiizeyleri serolojik pipet kullanilarak yikandi, siispanse hiicreler 15 mL

santrifiij tiiplerine aktarildi ve1500 rpm'de 5 dk santrifiije edildi.

Hiicreler yeni steril flasklara boliinerek % 5°1ik CO2 destekli 37°C’lik etiivde inkiibe
edildi.

Hiicrelerin dondurulmasi: Tripsinize edilen siispanse hiicreler santrifiije edildikten

sonra hiicre pelleti, steril DMSO igeren besiyeri ile siispanse edildi. 1,5 mL’lik

kriyoviyal tiiplere konularak hiicreler donduruldu ve daha sonra tiipler sivi azotta

stoklandi.

3.4.8.1. Sitotoksisite Tayini

Calismamizda A. lazikkiyense ekstrelerinin MCF-7 hiicre hatti iizerine sitotoksik

aktivitesi MTT yontemi kullanilarak 6lgiildi. Bu yontemin prensibi, canli hiicrelerin
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mitokondrilerde bulunan dehidrojenaz enzimlerinin sar1 renkli tetrazolium tuzunu mor
renkli formazan kristallerine indirgenmesine dayanmaktadir (Ganot ve ark. 2013).

Olusan renk degisimi absorbans 6l¢iimii yapilarak degerlendirilmektedir.
Kullamlan c¢ozeltiler:

Tripsin/EDTA ¢ozeltisi: 0,2 g tripsin ve 0,04 g EDTA tartildiktan sonra DPBS ile
¢oziiliip 100 mL’ye tamamlandi. 0,2 pm siringa filtresinden gegirilerek sterilize edildi

ve -20°C’de saklanda.

MTT ¢ozeltisi (5 mg/mL): 5 mg MTT tartildiktan sonra karanlik ortamda 1 mL DPBS

ile ¢oziildii. 0,2 pm siringa filtresinden gegirilerek sterilize edildi ve -20°C’de saklandi.

Deneyin yapilisi: A. lazikkiyense ekstreleri steril DMSO ile ¢oziilerek stok c¢ozeltiler
hazirlandi. Stok ¢ozeltiler besiyeri ile seyreltilerek hiicrelere farkli konsantrasyonlarda
uyguland1 (3,125 - 400 pg/mL). Kuyuculardaki DMSO konsantrasyonu hiicreler igin
toksik olmayacak seviyede (maksimum % 0,25) ayarlanarak her deneyde DMSO

kontrolii yapildi.

Hiicreler 1 mm? alana ve 0,1 mm derinlige sahip 4x16 kiiciik kareden olusan
Neubauer-improved hemositometre lami ile invert mikroskop altinda sayildi. Hiicre
siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayisini hesaplamak icin asagidaki formiil

kullanildi.

Hiicre sayis1
Y X 16 x 10*

Hiicre sayisi/mlL = Sayilan kii¢tlik kare sayisi

MCF-7 (1x10%kuyucukhiicre hatt1 besiyeri ile seyreltilerek (90 pL hiicre
stispansiyonu) 96 kuyucuklu mikroplakalara ekildi ve % 5’lik CO2 destekli 37°C’lik
etlivde 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra kuyucuklara 10 pL ekstre ilave edilerek ayni
sartlarda 72 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun sonunda her kuyucuga 20 pL
MTT cozeltisi eklenerek % 5’lik CO2 destekli 37°C’lik etiivde 3 saat inkiibe edildi. Bu
stirenin sonunda kuyucuklardaki sivilar hiicrelere zarar vermeden aspire edilip atildi.
Kuyucuklara 100 pL steril DMSO ilave edilerek mikroplakalar % 5’lik CO. destekli
37°C’lik etiivde 15 dakika inkiibe edilip kuyucuklarda olusan formazan Kristallerinin
¢oziinmesi saglandi. Kuyucuklarda olusan renk siddeti 590 nm’de (670 nm referans
dalga boyuna kars1) dlgiildii. Deneyler ti¢ kez tekrarlandi ve ortalamalar1 alindi. Kontrol

grubu, hiicre hatlar1 iizerine ekstre yerine besiyeri ilave edilerek hazirlandi.
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Hesaplama: Orneklerin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkileri (% inhibisyon) asagidaki
formiile gore hesaplandi. Sonuglar, yart maksimum inhibisyon konsantrasyonu (ICso;

hiicrelerin yarisini1 6ldiirmek i¢in gerekli olan ekstre miktar1) olarak ifade edildi.

Ornegin absorbansi

)X 100

Kontroliin absorbansi

% Inhibisyon = (1 —
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4. BULGULAR

4.1. A. lazikkiyense Ekstrelerinin Total Fenolik ve Flavonoid Miktarlar:

A. lazikkiyense toprak iistii (TU) ve sogan kabugu (SK) kisimlarindan hazirlanan
etanol (EtOH), metanol (MetOH) ve diklorometan (DCM) ekstrelerinin total fenolik
(mg GAE/g ekstre) ve flavonoid (mg CE/g ekstre) miktarlar1 Tablo 4-1 ve Sekil 4-
1’de’de gosterilmektedir. Tim ekstreler arasinda, etanol ekstrelerinin hem toprak iistii
hem de sogan kabugu kisimlarinda en yiiksek total fenolik ve flavonoid miktarlarina
sahip oldugu bunu sirasiyla metanol ve diklorometan estrelerinin takip ettigi gézlendi.
Ayrica etanol ve metanol ekstrelerinin toprak tistiinde, diklorametan ekstrelerinin ise
sogan kabugu kisminda daha yiiksek total fenolik igerige sahip oldugu goriildi. Total
flavonoid miktarlarina bakildiginda, etanol ve metanol ekstresinin toprak iistiinde,

diklorometan ekstresinin ise sogan kabugunda daha yiiksek oldugu saptandi.

Tablo 4-1: A. lazikkiyense ekstrelerinin total fenolik ve flavonoid miktarlar:

Toprak iistii Sogan kabugu

EtOH MeOH DCM EtOH MeOH DCM
Total Fenol

18,43+0,81 17,22+0,73  3,42+0,39 17,94+0,45 13,90+0,46 5,22+0,31
(mg GAE/q)
Total Flavonoid

7,50+0,34  5,82+0,51  2,66+0,18  7,06+0,33  5,59+0,44  3,71+0,24
(mg CE/g)

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3).
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Sekil 4-1: A. lazikkiyense ekstrelerinin total fenolik ve flavonoid miktarlari

4.2. LC-MS/MS ile A. lazikkiyense Ekstrelerinin Fenolik I¢erik Analizi

A. lazikkiyense toprak iistii (TU) ve sogan kabugu (SK) kisimlarindan hazirlanan
etanol (EtOH), metanol (MetOH) ve diklorometan (DCM) ekstrelerinin igerisinde
bulunan fenolik bilesikler ve bazi diger bilesikler LC-MS/MS analizi ile belirlendi
(Tablo 4-2.ve Sekil 4-2). Sonuglar incelendiginde toprak istii ekstrelerinde en bol
bulunan bilesigin fumarik asit oldugu bunu sirasiyla p-kumarik asit, askorbik asit ve
hiperositin takip ettigi goriildi. Buna karsilik sogan kabugu ekstrelerinin en cok
sarsapogenin, daha az olarak da kafeik asit ve fumarik asit icerdigi saptandi. Hem
toprak istii hem de sogan kabugunda diklorometan ekstrelerinin diger ekstreler ile
karsilastirildiginda fenolik icerik bakimindan daha zayif oldugu ancak hispidulin, krisin
ve asasetin iceriklerinin digerlerinden yiiksek oldugu gozlendi. Klorojenik asit, rutin,
hiperosit, hispidulin, krisin ve asasetinin tiim ekstrelerde miktar1 Olgiilebilen ortak
maddeler oldugu bulundugu. Bunun yani sira (-)epigallokatesin gallat, (+)-katesin, (-)-
epikatesin gallat, dihidrokamferol, salisilik asit, naringenin ve nepetinin ekstrelerdeki

miktarlarinin hesaplanmayacak diizeyde oldugu goriildii.



Tablo 4-2: A. lazikkiyense ekstrelerindeki fenolik bilesiklerin miktarlari (mg/kg)
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Toprak iistii Sogan kabugu

Madde Adi EtOH MeOH DCM EtOH MeOH DCM
Askorbik asit 234,12 406,98 <LOD 64,63 60,03 <LOD
(-)Epigallokatesin gallat <LOD <LOD <LOD - - <LOD
(+)-Katesin <LOD <LOD <LOD - - <LOD
Klorojenik asit 7,94 1,12 4,59 6,49 23,15 2,66
Fumarik asit 8757,71 16754,83 <LOD 172,95 141,14 <LOD
(-)-Epikatesin gallat <LOD <LOD <LOD - - <LOD
Orientin <LOD <LOD <LOD 20,11 11,2 <LOD
Kafeik asit 11,57 22,31 <LOD 193,51 147,18 <LOD
Luteolin-7-rutinozit 1,36 2,81 <LOD - - <LOD
Vanilik asit <LOD 314,01 <LOD <LOD <LOD <LOD
p-Kumarik asit 362,39 513,22 <LOD - - <LOD
Rutin 99,55 121,82 4,36 4,16 8,04 9,57
Hiperosit 220,51 334,34 3,9 6,43 4,4 6,38
Dihidrokamferol ) ) ) <LOD <LOD -
Kersitrin 35,98 45,25 <LOD 2,65 5,36 <LOD
Kersetin 76 81,61 <LOD <LOD <LOD <LOD
Salisilik asit <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Naringenin <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Nepetin <LOD <LOD <LOD - - <LOD
Kamferol 28,49 27,27 <LOD 2,96 <LOD <LOD
Hispidulin 1,23 1,03 7,11 10,91 577 22,34
Krisin 3,81 0 23,85 4,48 17,99 55,85
Asasetin 4,99 14,21 31,65 7,44 16,14 49,47
Sarsasapogenin <LOD <LOD <LOD 2695,15 3896,77 1515,43

LOD (Limit of detection); Olgiim smirlarmin altindaki degerler igin kullanilmistir.
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Sekil 4-2: A. lazikkiyense ekstrelerinin LC-MS/MS kromatogramlari
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4.3. A. lazikkiyense Ekstrelerinin DPPH Radikali Giderici Aktivitesi

A. lazikkiyense toprak iistii (TU) ve sogan kabugu (SK) kisimlarindan hazirlanan
etanol (EtOH), metanol (MetOH) ve diklorometan (DCM) ekstrelerinin doza bagh
DPPH radikali giderici aktiviteye sahip olduklar1 goriildii (Tablo 4-3 ve Sekil 4-3). Tiim
ekstreler arasinda etanol ekstrelerinin hem toprak dstii hem de sogan kabugu
kisimlarinda en yiiksek, diklorometan ekstrelerinin ise en diisiik DPPH radikali giderici
aktiviteye sahip olduklar1 goriildi. Toprak {isti ve sogan kabugu ekstreleri
karsilastirildiginda sogan kabugu ekstrelerinin daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu
goriildii. ECso degerleri géz Oniine alindiginda etanol ve metanol ekstreleri DPPH
radikali giderici aktiviteleri bakimmdan SK-EtOH > TU-EtOH > TU-MeOH > SK-
MeOH seklinde siralandi. Ancak diklorometan ekstrelerin DPPH radikali giderici
aktiviteleri % 30’larin tizerine ¢ikamadig i¢in, ECso degerleri hesaplanamadi. Pozitif
kontrol olarak kullanilan kersetinin DPPH radikali giderici aktivitesinin tiim

ekstrelerden daha yiiksek oldugu gozlendi.

Tablo 4-3: A. lazikkiyense ekstreleri ve kersetinin DPPH radikali giderici aktiviteleri (%)

Toprak iistii Sogan kabugu
Konsantrasyon EtOH MeOH DCM EtOH MeOH DCM Kersetin
0,8 mg/mL 70,58+1,13  57,66+2,71 25,61+1,10 71,83+0,93 54,97+1,26 33,33+1,83
0,4 mg/mL 40,09+1,79 32,62+1,28 18,41+0,74 45,48+0,72 33,24+2,02 26,64+0,51
0,2 mg/mL 2322+1,17 19,10+1,21 13,80+0,84 31,98+1,16 20,14+1,78 14,89+0,61
0,01 mg/mL - - - - - - 83,65+1,14
ECso (mg/mL) 0,54+0,017 0,68+0,034 - 0,47+0,009 0,71+0,017 - 0,0049+0,0001

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final

konsantrasyonlar1 gostermektedir.
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Sekil 4-3: A. lazikkiyense ekstrelerinin DPPH radikali giderici aktiviteleri (%)

Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final konsantrasyonlar1 gostermektedir.

4.4. A. lazikkiyense Ekstrelerinin Demir(l1l) Iyonu Rediikleyici Antioksidan
Potansiyeli (FRAP)

A. lazikkiyense toprak iistii (TU) ve sogan kabugu (SK) kisimlarindan hazirlanan
etanol (EtOH), metanol (MetOH) ve diklorometan (DCM) ekstrelerinin FRAP degeri
(mM Fe*?) olarak ifade edilen demir indirgeyici giigleri Tablo 4-4’te gosterilmektedir.
Tim ekstreler arasinda etanol ekstrelerinin en yiiksek indirgeyici giice sahip oldugu
bunu sirasiyla metanol ve diklorometan ekstrelerinin takip ettigi gorildi. FRAP
degerleri goz Oniline alindiginda ekstreler indirgeyici giigleri bakimindan SK-EtOH >
TU-EtOH > TU-MeOH > SK-MeOH > SK-DCM > TU-DCM seklinde siralandi.
Ekstrelerin FRAP degerleri pozitif kontrol olarak kullanilan kersetin ile
karsilastirildiginda ekstrelerin oldukea diistik indirgeyici giice sahip olduklar1 goriildii.
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Tablo 4-4: A. lazikkiyense ekstrelerin ve kersetinin demir indirgeyici giicleri

Toprak iistii Sogan kabugu Standart

EtOH MeOH DCM EtOH MeOH DCM Kersetin

FRAP

13,69+0,25 11,86+0,43 7,18+0,38 14,59+0,21 11,34£0,40 9,73+0,41 1754,50£57,39
(mM Fe*?/mg)

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3).

4.5. A. lazikkiyense Ekstrelerinin a-Glukozidaz inhibe Edici Aktivitesi

A. lazikkiyense toprak iistii (TU) ve sogan kabugu (SK) kisimlarindan hazirlanan
etanol (EtOH), metanol (MetOH) ve diklorometan (DCM) ekstrelerinin doza bagh o-
glukozidaz inhibe edici aktiviteye sahip olduklari goriildii (Tablo 4-5 ve Sekil 4-4) Tim
ekstreler arasinda, diklorometan ekstreleri hem toprak {iistii hem de sogan kabugu
kisimlarinda diger ekstrelerden daha yiiksek a-glukozidaz inhibisyonu gosterdiler.
Diger yandan her bir ¢oziiciinlin toprak iistii ekstrelerinin sogan kabuguna goére daha
etkili oldugu goriildii. ICso degerleri incelendiginde ise, toprak istii diklorometan
ekstresinin (0,39+£0,02) tiim ekstreler arasinda en diisiik ICso degerlerine sahip oldugu
ancak bu degerin pozitif kontrol olarak kullanilan akarbozdan (0,12+0,01) daha yiiksek
oldugu goriildii. Ekstreler 1Cso degerleri goz oniine alindiginda o-glukozidaz inhibe
edici aktiviteleri bakimindan TU-DCM > SK-DCM > TU-MeOH > TU-EtOH > SK-
EtOH > SK-MeOH olarak siralandi.

Tablo 4-5: A. lazikkiyense ekstreleri ve akarbozun a-glukozidaz inhibe edici aktiviteleri (%)

Toprak iistii Sogan kabugu Standart

Konsantrasyon EtOH MeOH DCM EtOH MeOH DCM Akarboz

1,25 mg/mL 56,78+1,24 62,14+2,52 81,40+1,74 41,54+1,03 38,67+2,31 61,69+1,47 -

0,6 mg/mL 41,62+3,08 44,63+2,60 70,65+3,99 30,51+0,97 28,31+0,72 50,38+1,77 87,47+121
0,3 mg/mL 31,99+1,67 34,2143,13  41,58+1,15 21,324229 19,94+£0,75 37,731,443 74,82+1,61
ICso (mg/mL)  0,98+0,04 0,83+0,02  0,39+£0,02  2,21+0,10  2,55+0,17  0,73+0,03  0,12+0,01

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final

konsantrasyonlar1 gdstermektedir.
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Sekil 4-4: A. lazikkiyense ekstreleri ve akarbozun a-glukozidaz inhibe edici
aktiviteleri

Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final konsantrasyonlar1 gostermektedir.

4.6. A. lazikkiyense Ekstrelerinin a-Amilaz Inhibe Edici Aktivitesi

A. lazikkiyense toprak iistii (TU) ve sogan kabugu (SK) kisimlarindan hazirlanan
etanol (EtOH), metanol (MetOH) ve diklorometan (DCM) ekstrelerinin oldukga diisiik
a-amilaz inhibe edici aktiviteye sahip olduklart goriildi (% 11,90-% 15,63) (Tablo 4-6).
Buna karsilik pozitif kontrol olarak kullanilan akarbozu 0,04 mg/mL konsantrasyonda
% 82,32 a-amilaz inhibisyonu gosterdigi ve akarbozun, 1Cso degerinin 0,005+0,001
mg/mL oldugu saptandi.

Tablo 4-6: A. lazikkiyense ekstreleri ve akarbozun a-amilaz inhibe edici aktiviteleri (%)

Toprak iistii Sogan kabugu Standart
Konsantrasyon EtOH MeOH DCM EtOH MeOH DCM Akarboz
0,4 mg/mL 12,16+0,86 11,90+1,41 12,46+0,98 15,23+1,60 15,63+0,63 - -
0,04 mg/mL - - - - - - 82,32+0,76

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final

konsantrasyonlar1 gostermektedir.
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4.7. A. lazikkiyense Ekstrelerinin Asetilkolinesteraz (AChE) inhibe Edici Aktivitesi

A. lazikkiyense toprak iistii (TU) ve sogan kabugu (SK) kisimlarindan hazirlanan
etanol (EtOH), metanol (MetOH) ve diklorometan (DCM) ekstrelerinin AChE enzimini
doza bagh sekilde inhibe ettigi ancak bu etkilerinin olduk¢a diisiik oldugu goriildii
(Tablo 4-7 ve Sekil 4-5). Calisilan en yiiksek konsantrasyonda tiim ekstreler %50 nin
altinda (% 21,43-% 43,79) AChE inhibisyonu gosterdigi ic¢in ICso degerleri
hesaplanamadi. 0,8 mg/mL konsantrasyondaki inhibisyon degerlerine bakildiginda, SK-
EtOH ekstresinin en yiiksek AChE inhibe edici etkiye sahip oldugu bunu sirastyla TU-
MeOH, Ti-EtOH ve SK-MeOH estrelerinin takip ettigi bulundu. Diklorometan
ekstreleri hem toprak iistii hem de sogan kabugu kisimlarinda en diisiik AChE inhibe
edici aktivite gosterdi. Pozitif kontrol olarak kullanilan galantaminin 0,002 mg/mL

konsantrasyonda %75,36 inhibisyona sahip oldugu (ICso; 0,96+0,04 png/mL) gortldii.

Tablo 4-7: A. lazikkiyense ekstreleri ve galantaminin AChE inhibe edici aktiviteleri (%)

Toprak iistii Sogan kabugu Standart
Konsantrasyon EtOH MeOH DCM EtOH MeOH DCM Galantamin
0,8 mg/mL 33,7343,15 38,28+2,30 24,90+1,77 43,79+1,44 28,72+1,25 21,43+£2,05
0,4 mg/mL 25,78+1,84 22,07£2,18 15,94+1,69 31,66+1,44 22,76+1,48 13,73+1,67 -
0,2 mg/mL 20,15+2,61 14,86+1,81 11,05+1,67 21,25+1,44 12,52+2,26  8,28+1,65 -
0,002 mg/mL - - - - - - 75,36+1,21

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final

konsantrasyonlar1 gostermektedir.



46

100 ~
50 A = 0,8 mg/mL

40 1 ® 0,4 mg/mL
30 1 0,2 mg/mL
20 ~
"
O m

@0‘2* > R
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Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final konsantrasyonlar1 gostermektedir.

4.8. A.lazikkiyense Ekstrelerinin Butirilkolinesteraz (BChE) Inhibe Edici Aktivitesi

A. lazikkiyense toprak iistii (TU) ve sogan kabugu (SK) kisimlarindan hazirlanan
etanol (EtOH), metanol (MetOH) ve diklorometan (DCM) ekstrelerinin BChE inhibe
edici aktiviteleri incelendiginde tiim ekstrelerin doza bagl ancak diisiik bir aktiviteye
sahip olduklar1 goriildii (Tablo 4-8). 0,8 mg/mL konsantrasyonda, etanol ve metanol
ekstrelerinin BChE inhibe edici etkilerinin toprak iistii ve sogan kabugunda birbirine
yakin aralikta (% 34,40-% 39,76) oldugu ve diklorometan ekstrelerinin bunlardan daha
disik oldugu gorildi (% 20,36-% 28,96). Pozitif kontrol olarak kullanilan
galantaminin ise 0,02 mg/mL konsantrasyonda % 68,87 inhibisyona sahip oldugu (ICso;
8,57+0,23 ng/mL) goriildii.

Tablo 4-8: A. lazikkiyense ekstreleri ve galantaminin BChE inhibe edici aktiviteleri (%)

Toprak iistii Sogan kabugu Standart
Konsantrasyon EtOH MeOH DCM EtOH MeOH DCM Galantamin
0,8 mg/mL 34,97£1,96 39,76+£1,90 28,96+1,72 34,40+1,10 35,06+0,11 20,36+4,34 -
0,4 mg/mL 17,14+1,63 29,57+1,83 20,53+1,39 21,38+2,06 2541+1,90 9,80+1,78 -
0,2 mg/mL 9,88+1,63 20,30+1,78 12,94+0,83 13,63+1,86 16,92+1,23 - -
0,02 mg/mL - - - - - - 68,87+1,88

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final

konsantrasyonlar1 gdstermektedir.



4.9. A.lazikkiyense Ekstrelerinin Antikanser Aktivitesi

A. lazikkiyense toprak iistii (TU) ve sogan kabugu (SK) kisimlarindan hazirlanan
etanol (EtOH), metanol (MetOH) ve diklorometan (DCM) ekstrelerinin MCF-7 hiicre
hatt1 lizerindeki sitotoksik etkileri, yiizde inhibisyon ve ICso degerleri olarak Tablo 4-
9’da gosterilmektedir. Sonuclar incelendiginde, sogan kabugu ekstrelerinin MCF-7
meme kanseri hiicreleri tizerine sitotoksik aktivitesinin toprak tistiine gére daha yiiksek
oldugu goriildii. 1Cso degerleri gbéz Oniline alindiginda, ekstreler MCF-7 hiicre hatti
lizerindeki sitotoksik etkileri bakimindan SK-EtOH > SK-MeOH > SK-DCM > TU-

EtOH > TU-MeOH > TU-DCM olarak siralandi.

Tablo 4-9: A. lazikkiyense ekstrelerinin MCF-7 hiicre hatlari iizerindeki sitotoksik etkileri

(%)
Toprak iistii Sogan kabugu
Konsantrasyon EtOH MeOH DCM EtOH MeOH DCM
200 pg/mL 84,45+0,62 76,55+0,74  35,41+£0,74  99,15+0,08 98,40+0,25 91,78+0,95
100 pg/mL 57,56£0,90 58,111,441 24,27+0,75 98,39+0,41 &1,16+1,98 67,70+1,22
50 pg/mL 53,44+0,54 49,26+0,67  6,99+0,19  69,91+1,18 59,04+0,84 52,52+0,46
1Cs0 (ug/mL) 46,36+2,66 54,65+0,40 361,61+6,25 6,89+0,16  20,26+1,06 36,83£1,96

Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir (n=3). Konsantrasyonlar reaksiyon ortamindaki final

konsantrasyonlar1 gostermektedir.
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5. TARTISMA

Fenolik bilesikler, biiyiik ol¢liide meyve ve sebzelerde bulunan bitki sekonder
metabolitlerinin genis bir grubunu olusturmaktadir ve fenolik asitler, flavonoidler ve
non-flavonoidler olarak ii¢c temel gruba ayrilmaktadirlar. Fenolik bilesiklerin
antioksidan, antibakteriyel, antifungal ve antiinflamatuar gibi o6nemli biyolojik
aktiviteleri sahip olduklar1 kanmitlanmistir (Lima ve ark. 2019). Allium tiirlerinin
kimyasal icerikleri {izerine yapilan ¢aligmalarda, fenolik bilesikler bakimindan oldukga

zengin oldugu bildirilmistir (Simin ve ark. 2020).

Calismamizda, A. lazikkiyense tiiriiniin toprak istii ve sogan kabugu kisimlarina
ait etanol, metanol ve diklorometan ekstrelerinin LC-MS/MS analizi ile fenolik
icerikleri ilk kez ortaya konulmustur. Tanimlanan bilesikler arasinda p-kumarik asitin
toprak istii etanol (362,39 mg/kg) ve metanol (513,22 mg/kg) ekstrelerinde major
fenolik asit oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde Kahramanmaras’tan toplanan A.
macrochaetum (dag sarimsagi) ile yapilan ¢caligmada p-kumarik asitin toprak iistii etanol
(348,07 pg/g) ve su (139,66 pg/g) ekstrelerindeki major bilesiklerden biri oldugu
saptanmistir (Demirci Kayiran ve ark. 2019). Ayrica yapilan bircok ¢alismada gesitli
Allium tiirlerinin toprak istii ve sogan kisimlarinin quinik asit, p-kumarik asit, vanilik
asit, kafeik asit gibi fenolik asitleri yiiksek miktarda icerdigi ortaya konulmustur

(Ceylan ve Alic 2015; Emir ve ark. 2020; Izol ve ark. 2021)

Tunceli dag sarimsagi olarak da bilinen A. tuncelianum ile yapilan LC-MS/MS
caligmasinda sogan metanol ekstresinin yiiksek miktarda fumarik asit (318,24 ng/g) ve
kafeik asit (237,52 pg/g) icerdigi belirtilmistir (Takim ve ark. 2021). Bu ¢alisma ile
uyumlu olarak ¢aligmamizda da A. lazikkiyense'nin sogan kabugu metanol ekstrelerinde
fumarik asit (141,14 mg/kg) ve kafeik asitin (147,18 mg/kg) major bilesiklerden oldugu
saptanmigtir. Yapilan diger bir ¢caligmada ise fumarik asitin (5,92 mg/g) A. kurtzianum
sogan metanol esktresindeki major bilesik oldugu ortaya konulmustur (Yilmaz-Ozden

ve ark. 2020).

Calismamizda rutin ve hiperosit gibi iki flavonoid glukozitin A. lazikkiyense'nin
toprak iistii ve sogan kabugu kisimlarina ait tiim ekstrelerde ortak olarak bulunmakla
birlikte toprak iistli ekstrelerinde daha yiiksek miktarda oldugu saptandi. Benzer sekilde,

A. kurtzianum toprak {istii ekstresinin rutin ve hiperosit i¢eriginin sogan ekstresine gore
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daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Yilmaz-Ozden ve ark. 2020). Ayrica A.
melanantherum, A. flavum, A. fuscum ve A. paniculatum tiirlerinin de yiiksek miktarda

rutin i¢erdigi bildirilmistir (Simin ve ark. 2020).

Askorbik asit, bagisiklik sisteminin giiclenmesi, kollajen sentezi ve bazi1 hormon
ve norotransmitter metabolizmalar1 i¢in gerekli olan viicut i¢in Onemli bir
antioksidandir (Walingo 2005). Calismamizda toprak istii etanol ve metanol
ekstrelerinin 6nemli miktarda askorbik asit i¢cerdigi goriildii. Yapilan galismalar sogan
(A. cepa) ve pirasa (A. ampeloprasum var. porrum) gibi yaygin olarak tiiketilen Allium
tiirlerinin de 6nemli miktarlarda askorbik asit i¢erdigini ortaya koymustur (Bernaert ve
ark. 2012; Upadhyay 2016). Ayrica, steroidal bir saponin olan sarsasapogeninin A.
lazikkiyense sogan kabugu etanol (2695,15 mg/kg), metanol (3896,77 mg/kg) ve
diklorometan (1515,43 mg/kg) ekstrelerinde oldukga yiiksek miktarlarda bulundugu
gozlendi. Yapilan galismalarda ¢esitli Allium tiirlerinin steroidal saponinler bakimindan
zengin oldugu ve bu bilesiklerin antifungal, sitotoksik ve hipokolestreolemik etkilere
sahip olduklar1 gosterilmistir (Sparg ve ark. 2004; Lanzotti 2005; Sobolewska ve ark.
2016).

Calismamizda A. lazikkiyense toprak {istii ve sogan kabugu kisimlarina ait
etanol, metanol ve diklorometan ekstrelerinin total fenolik miktarlar1 incelendiginde,
ekstraksiyon sirasinda kullanilan ¢oziicliye gore bu miktarlarin degistigi, hem toprak
isti hem sogan kabugu kisimlarinda etanol ekstrelerinin en yiiksek buna karsin
diklorometan ekstrelerinin en diisiik total fenolik icerige sahip oldugu gozlendi. A.
lazikkiyense fenolik bilesiklerini elde etmede yiiksek polaritedeki ¢oziictilerin daha
etkili oldugu gorilmistiir. Benzer sonuglar A. macrochaetum ile yapilan ¢alismada da
elde edilmig olup etanol ekstresinin hem toprak {istii hem de sogan kisimlarinda su
ekstresinden daha yiiksek total fenolik icerige sahip oldugu bildirilmistir (Demirci
Kayiran ve ark. 2019). Singh ve ark. (2009) A. cepa ile yaptiklar1 ¢alismada bizim
sonuglarimiz ile uyumlu olarak diklorometan ekstresinin su, dietil eter, etil asetat ve
butanol fraksiyonlarina gore en diisiik total fenolik igerige sahip oldugunu

gostermislerdir.

Ayrica ¢alismamizda A. lazikkiyense etanol ve methanol ekstrelerinde toprak
iistlinlin, diklorometan ekstrelerinde ise sogan kabugunun daha yiiksek total fenolik

icerige sahip oldugu goriildi. Allium tiirleri ile yapilan diger calismalarda ise A.
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orientale etanol toprak istii ekstresinin sogan ekstresinden daha yiiksek total fenolik
icerige sahip oldugu (Ceylan ve Alic 2015), buna karsin A. nigrum ve A. subhirsutum
metanol ekstrelerinin sogan kisminda toprak tistii kismindan daha yiiksek total fenolik

igerige sahip oldugu bulunmustur (Emir ve ark. 2020).

Flavonoidler, antioksidan o&zellige sahip bir grup polifenolik bilesiktir.
Flavonoid bakimindan zengin gidalarin tiikketiminin kalp hastaliklari, felg, kanser ve
diger kronik hastaliklarin insidansinin azaltilmasinda etkili oldugu gosterilmistir. Allium
tirleri diyetle alinan flavonoidlerin 6nemli bir kaynagini olusturmaktadir (Wu ve ark.
2009). Calismamizda A. lazikkiyense ekstrelerinin total flavanoid miktarlarinin, total
fenolik miktarlar1 ile uyumlu bir sekilde hem toprak isti hem sogan kabugu
kisimlarinda etanol ekstrelerinde en yiiksek buna karsin diklorometan ekstrelerinde en
diisiik diizeyde oldugu goézlendi. Benzer sekilde, A. cepa sogan kabugu total flavonoid
miktariin diklorometan ekstresinde en diisiik oldugu gosterilmistir (Singh ve ark.
2009). Yapilan diger bir ¢caligmada A. macrochaetum toprak iistii ve sogan kisimlarinda
etanol ve su ekstrelerinin benzer flavonoid igerige sahip oldugu (Demirci Kayiran ve
ark. 2019) bildirilmistir. Calismamizda ayrica A. lazikkiyense etanol ve metanol
ekstrelerinde toprak {stiiniin buna karsin diklorometan ekstrelerinde ise sogan
kabugunun daha yiiksek total flavonoid igerige sahip oldugu goriildii. Benzer sekilde
LC-MS/MS analizi bulgularinda da rutin, hiperosid, hispidulin gibi flavonoid yapili
bilesiklerin diklorometan ekstrelerinin sogan kabugunda toprak iistiine gore daha

yiiksek miktarlarda bulundugu goézlenmistir.

Fenolik bilesikler redikal giderici, metal kelatlayici, indirgeyici ajan ve hidrojen
vericisi olarak bilinmektedirler ve bu nedenle yiiksek fenolik icerige sahip olan bitkiler
de dogal antioksidanlarin 6nemli bir kaynagin1 olusturmaktadirlar (Hajji ve ark. 2010).
Bir¢ok Allium tiiriiniin yiiksek fenolik igerikleri nedeniyle giiclii antioksidan 6zelliklere
sahip oldugu bildirilmistir (Simin ve ark. 2020). 1zol ve ark. (2021) yaptiklari ¢alismada
rutin, krisin, kersetin, hesperidin ve protokatekuik asit gibi fenolik bilesiklerce zengin

icerigin Allium tiirlerinin antioksidan aktivitesini arttirdigini bildirmislerdir.

DPPH metodu, bir bilesigin serbest radikal giderici potansyelinin olgiilerek
antioksidan 6zelliginin degerlendirilmesinde kullanilan, uygulamas: kolay standart bir
yontemdir (Mishra ve ark. 2012). Calismamizda A. lazikkiyense ekstrelerinin tiimiiniin

doz bagimli DPPH radikali giderici aktiviteye sahip oldugu ve bu aktivitenin en yiiksek
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etanol ekstrelerinde, en diisiik diklorometan ekstrelerinde oldugu bulundu. Etanol
ekstrelerinin hem toprak {istii (ECso; 0,54+0,017 mg/mL) hem de sogan kabugu (ECso;
0,470,009 mg/mL) kisimlarinin DPPH radikali giderici aktivite bakimindan zengin
oldugu goriildii. A. macrochaetum ile yapilan ¢alismada elde ettigimiz sonuglar ile
uyumlu olarak sogan etanol ekstresinin (ECso; 204,434+2,17 pg/mL) en yiiksek DPPH
radikali giderici aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Demirci Kayiran ve ark. 2019).
Yapilan diger ¢aligmalarda, A. mongolicum su (ECso; 0,86+0,01 mg/mL) ve methanol
(ECs0; 0,98+0,03 mg/mL) ekstrelerinin (Wang ve ark 2019) ve A. ursinum etanol,
methanol ve su ekstrelerinin (ECso; 0,63-1,40 mg/mL) (Pavlovi¢ ve ark. 2017), A.
lazikkiyense etanol ve metanol ekstrelerinden daha diisiik DPPH radikali giderici
aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica, Assefa ve ark. (2018) 20’den fazla
tilkeden toplanan 112 adet farkli Allium tiirii veya varyetesi ile yaptiklari ¢alismada A.
ramosum’un en yiksek DPPH radikali giderici aktiviteye sahip oldugunu ve dogal
antioksidanlarin potansiyel bir kaynagi olabilecegini bildirmislerdir (Assefa ve ark.
2018).

FRAP metodu bilesiklerin antioksidan potansiyelinin belirlenmesinde kullanilan,
DPPH metodu gibi hizli ve kolay uygulana diger bir yontemdir. Antioksidan 6zellige
sahip olan bilesikler renksiz ve okside olan Fe**-TPTZ kompleksine elektron vererek
mavi renkli Fe?*-TPTZ kompleksine indirger (Benzie ve Strain 1996). Calismamizda A.
lazikkiyense ekstrelerinin en yiiksek demir indirgeyici giice etanol ekstrelerinin sahip
oldugu bunu metanol ve diklorometan ekstrelerinin izledigi goriildi. Singh ve ark.
(2009) kirmiz1 sogan (A. cepa) kabugu ile yaptiklar: ¢alismada diklorometan ekstresinin
en disiik demir indirgeyici giice sahip oldugunu gostermislerdir. Ayrica, A. lazikkiyense
toprak {iistii ve sogan kabugu kisimlarinda herbir ¢oziicli i¢in FRAP degerleri arasinda
cok fark olmadig1 goriildii. Buna karsin A. neapolitanum, A. subhirsutum ve A. roseum
tiirlerinin FRAP degerlerinin 6l¢iildiigii calismada, her {i¢ tiirlin yaprak ve ¢icek
ekstrelerinin sogan ekstrelerine gore daha yiiksek FRAP degerine sahip oldugu
bildirilmistir (Nencini ve ark. 2011). Bu farkin, soganlarin kabuk kisimlarinin yenilen i¢
kismina gore daha yiiksek fenolik igerige ve antioksidan aktiviteye sahip olmasindan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Lu ve ark. 2011).

A. lazikkiyense toprak iistii ve sogan kabugu kisimlarina ait etanol, metanol ve

diklorometan ekstrelerinin antioksidan potansiyelini belirlemek igin total fenolik ve
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flavonoid miktarlari, serbest radikal giderici ve demir indirgeyici etkileri dlgiildiigiinde;
bitkinin antioksidanlarin1 elde etmek igin en iyi ¢Oziicliniin etanol oldugu ifade
edilebilir. Ayrica, sogan kabugu kismi fenolik ve flavonoid bakimindan toprak iistii
kadar zengin olmasa da giiglii serbest radikal giderici ve demir indirgeyici aktiviteye
sahip oldugu goriildii. A. lazikkiyense sogan kabugu ekstrelerinde oldukga yiiksek
miktarda bulunan sarsasapogeninin bu aktivitelerin ortaya ¢ikmasinda etkili oldugu
sOylenebilir. Yapilan c¢alismalar saponinlerin serbest radikal giderici ve demir

indirgeyici etkilerini ortaya koymustur (Hu ve ark. 2012).

Diabetes mellitus, insulinin salgisinda, etkisinde veya her ikisinde birden
bozukluk olmasi nedeni ile ortaya ¢ikan hiperglisemi ile karakterize olan en yaygin
metabolik hastaliklardan biridir. A. cepa (sogan), A. sativum (sarimsak) ve A. porrum
(pirasa) Tiirkiye’de ve diinyanin birgok bolgesinde halk arasinda diyabet tedavisinde
yaygin olarak kullanilan Allium tiirleridir ve yapilan ¢aligmalarla kan sekeri disiiriicii
etkileri ortaya konulmustur (Tuzlaci ve Tolon 2000; Aslan ve ark. 2010; Kadir ve ark.
2012; Keter ve Mutiso 2012; Asase ve Yohonu 2016). Tip 2 diyabet tedavisindeki
onemli yaklasimlardan biri de karbohidrat sindirimindeki enzimlerin (a-glukozidaz ve

a-amilaz) inhibisyonu yolu ile kan glukoz diizeyinin azaltilmasidir.

Calismamizda A. lazikkiyense’nin toprak {istii ve sogan kabugu kisimlarina ait
etanol, metanol ve diklorometan ekstrelerinin a-glukozidaz ve a-amilaz enzimlerini
inhibe edici etkileri olgiilerek antidiyabetik aktivitesi ilk kez incelenmistir. Elde
ettigimiz sonuclar tiim ekstreler arasinda diklorometan ekstrelerinin en yiiksek o-
glukozidaz inhibe edici aktiviteye sahip oldugu bunu metanol ve etanol ekstrelerinin
takip ettigi goriildii. Ancak ekstrelerin hi¢ birinin a-amilaz {izerine etkili bir inhibisyona
sahip olmadig1 gorildi. Tirkiye’de yetisen diger bazi Allium tiirleri ile yapilan
calismalarda, Rocchetti ve ark. (2022), A. scabriflorum, A. atroviolaceum, A.
paniculatum subsp. paniculatum, A. vineale, A. goekyigitii, A. isauricum, A.
trachycoleum, A. hirtovaginatum ve A. cappadocicum tiirlerinin toprak iistii ve sogan
ekstrelerinin (metanol ve su) diisiik diizeyde a-glukozidaz ve a-amilaz inhibe edici
aktiviteye sahip olduklarini, Yilmaz-Ozden ve ark. (2020) ise A. kurtzianum toprak {istii
ve sogan metanol ekstrelerinin ayni enzimler {izerine inhibisyon gostermedigi
bildirmislerdir. Bunlarin yani sira, A. commutatum tiirlinlin toprak {istii etanol

ekstresinin (ICso; 0,325 mg/mL) a-glukozidaz inhibe edici aktivitesinin ¢alismamizda



53

en yiiksek aktiviteyi gosteren toprak iistii diklorometan ekstresi (ICso; 0,390 mg/mL) ile
benzerer oldugu goriildii (Loizzo ve ark. 2020). Nickavar ve Yousefian (2009) Iran’da
yetisen 6 farkli Allium tiirtintin (A. cepa, A. sativum, A. akaka, A. ampeloprasum subsp.
iranicum, A. hirtifolium ve A. porrum) a-amilaz inhibe edici aktiviteye sahip oldugunu
ancak bu tiirlerin hicbirinin kontrol olarak kullanilan akarboz kadar etkili olmadig:

gostermislerdir.

En popiiler norodejeneratif hastaliklardan biri olan Alzheimer hastaligi, ileri
yaslardaki hafiza kaybinin ana sebeplerden biridir. Hafiza kaybi, bilissel bozulma,
davranis degisiklikleri ve nihayetinde 6liim hastaligin karakteristik 6zellikleridir. Diisiik
asetilkolin diizeyi hastaligin gelismesinde ve ilerlemesindeki ana nedenlerden biridir
(Mohsin ve Ahmad 2020). Gida ve Ilag Dairesi tarafindan onayli olan takrin,
rivastigmin, galantamin ve donepezil gibi kolinesteraz inhibitorleri Alzheimer
hastaliginin erken ve orta asamalarin tedavisi igin kullanilan ilaglardir (Vafadarnejad ve
ark. 2018).

Calismamizda, A. lazikkiyense toprak iistii ve sogan kabugu kisimlarindan elde
edilen etanol, metanol ve diklorometan ekstrelerinin kolinesteraz (AChE ve BChE)
enzimleri iizerine diisiik diizeyde inhibisyon gosterdikleri goriildii. Sonuglarimiz ile
uyumlu olarak, I1zol ve ark. (2021) Tirkiye’de yetisen 12 farkli Allium tiiriiniin (A. sub
akaka, A. atroviolaceum, A. chrysantherum, A. kharputense, A. rhetoreanum, A.
scabriscapum, A. schoenoprasum, A. scorodoprasum subsp. rotundum, A. shatakiense,
A. shirnakiense, A. tripedale ve A. vineale) toprak iistii ve kok kisimlarinin etanol
ekstreleri ile yaptiklar1 ¢aligmada, ekstrelerin diisiik (% 5-% 20) AChE ve BChE inhibe
edici aktiviteye sahip olduklarini gosterilmistir. A. tuncealinum sogan ekstreleri ile
yapilan bagka bir ¢alismada metanol, heksan, kloroform, biitanol ve su ekstrelerinin
AChE ve BChE iizerine disiik (% 2,56-%23,56) buna karsin etil asetat ekstresinin
BChE iizerine ortalama (% 47,33) bir inhibisyon gosterdigi belirtilmistir (Karakaya ve
ark. 2019). Calismamizda her bir ekstrenin toprak iistii ve sogan kabugu kisimlarinin
kolinesteraz inhibe edici aktiviteleri arasinda belirgin bir fark goriilmemistir. Buna
karsin Emir ve ark. (2020) yaptiklar1 ¢calismada A. nigrum’da toprak {istii ekstresinin, A.
subhirsutum’da ise sogan ekstresinin AChE ve BChE {izerine daha etkili inhibisyona

sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, Rocchetti ve ark. (2022) Allium tiirlerinin igerdigi
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terpenoid ve antosiyaninlerin AChE ve BChE inhibisyonundaki en etkili bilesikler

oldugunu belirtmistir.

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve akciger kanserinden
sonra kadinlar arasinda kanser 6liimlerinin ikinci 6nde gelen nedenini olusturmaktadir
(DeSantis ve ark. 2019). Tirkiye'de Saghik Bakanligi'min 2015 verilerine gore,
kadinlarda goriilen ilk 10 kanser tiirii arasinda meme kanseri birinci sirada yer
almaktadir ve insidans1 52,5/100.000’tir (Karabulutlu ve ark. 2019). Yapilan bir¢ok
calismada Allium tiirleri, antikanser etkileri bakimindan genis gapta arastirilmistir ve
potansiyel antikanser ajanlar olarak umut vermektedir (Asemani ve ark. 2019).
Calismamizda A. lazikkiyense toprak tiistii ve sogan kabugu kisimlarmna ait etanol,
metanol ve diklorometan ekstrelerinin MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 tizerindeki
antikanser etkileri ilk kez incelenmistir. Sonuglarimiz A. lazikkiyense sogan kabugu
ekstrelerinin 6zellikle etanol ekstresinin MCF-7 {izerine gii¢li sitotoksik aktivite sahip
oldugunu ortaya koymustur. Benzer sekilde A. autumnale (Isbilen ve ark. 2018) ve A.
willeanum (Isbilen ve Volkan 2021) tiirlerine ait sogan etanol ekstrelerinin de meme
kanseri hiicre hatlar1 (MCF-7 ve MDA-MB-231) iizerine gii¢lii antiprolatif ve sitotoksik
etkilere sahip olduklar1 gosterilmistir. Sogan kisimlarinin yani sira, A. paradoxum
(Gholipour ve ark. 2018) yaprak etanol ekstresi ile A. atroviolaceum (Khazaei ve ark.,
2017) cicek metanol ekstresinin de MCF-7 meme kanseri hiicre hatti lizerine etkili bir
sitotoksik aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ayrica A. gramineum cigeklerinden elde
edilen etanol ekstresinin MCF-7 hiicre hatt1 iizerine gii¢lii (ICso 4,8 pg/mL) sitotoksik
aktiviteye sahip oldugunu ve bu aktiviteden sorumlu bilesiklerin baslica saponinler
(ICs0 3 uM) oldugu bildirilmistir (Mskhiladze ve ark. 2015). Sonuglarimiz, LC-MS/MS
analizi ile A. lazikkiyense sogan kabugu ekstrelerinde oldukga yiiksek miktarda bulunan
sarsasapogeninin, sogan kabugu ekstrelerinin sitotoksik aktivitesinden sorumlu bilesik
olabilecegini gostermektedir. Steroidal bir saponin olan sarsasapogenin, steroidlerin
endiistriyel sentezi icin baslangic materyali olarak kullanilmasinin yani sira yapilan
caligmalarda 6nemli farmakolojik etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Ma ve ark. 2001;
Liu ve ark. 2018; Mandlik ve ark. 2021). Literatiirde sarsasapogenin ve tlirevlerinin
MCF-7 dahil olmak iizere gesitli kanser hiicre hatlar {izerine giiclii sitotoksik etkilere
sahip olduklarin1 gosteren birgok ¢alisma bulunmaktadir (Yin ve ark. 2015; Wang ve
ark. 2017; Wang ve ark. 2018).
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