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manipiilasyon veya tahrifat yapilmamuistir. Bu tezin tiim béliimleri, ne bu tiniversitede ne
de baska bir iiniversitede daha Once sunulmus baska bir tez c¢alismasi olarak
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OZET

AMARATHUS RETROFLEXUS L. BITKISININ BAZI FARMOSOTIK

OZELLIKLERININ BELIRLENMESI
Durmus,Giiler

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI LISANSUSTU EGITIM

ENSTITUSU
Yiiksek Lisans, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Dr. Ogr. Uyesi Bedrettin Selvi
BIYOLOJI ANABILIM DALI

Eyliil 2023, ix+46 sayfa

Bu ¢alisma, Amaranthus retroflexus L. bitkisinin kok, govde, yaprak ve ¢igek 6ziitlerinin
antioksidan, antimikrobiyal ve DNA koruyucu 0zellikleri {izerine bir arastirma
sunmaktadir. Literatiir taramasi sonucunda, Amaranthus retroflexus L. yonelik biyoaktif
bilesikler hakkinda herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu sebepten dolayi, bu
bitkinin kok, govde, yaprak ve c¢icek boliimlerinden elde edilen metanol Oziitleri
kullanilarak biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Elde edilen Oziitlerin antioksidan
degerleri yiiksek bulunmus, ancak ayni 6ziitlerin oksidan degerlerinin de yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu ¢alismada Amaranthus retroflexus L. bitki 6ziitlerinin Staphylococcus
aureus ATCC25923, E. coli 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Yarrowia
lipolitica NCAMIM YOOS591, Candida albicans ATCC10231, Enterococcus faecalis
ATCC 29212 suslarina kars1 etkisine bakilmistir. Bu bitki tiiriiniin Enterococcus facalis
ATCC 29212 ve Staphylococcus aureus ATCC25923 bakterilerine karst etkili
antibakteriyel aktivite sergiledigi gozlemlenmistir. DNA koruyucu aktivite agisindan
incelendiginde, elde edilen tiim 6ziitlerin oksidatif nedenli hasarlardan DNA'y1 koruma
ozelligi tasidigi bulunmustur. Bu ¢alismanin sonucunda, Amaranthus retroflexus L.
bitkisinin oksidan ve DNA koruyucu 6zelliklere sahip aktif bilesikler igerdigi sonucuna
vartlmistir. Bu bulgular, bitkinin potansiyel saglik yararlarina ve gelecekteki
arastirmalara 151k tutabilir.

ANAHTAR KELIMELER: Amaranthus retroflexus L. DNA, Antioksidan, Antimikrobiyal,
Staphylococcus aureus ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Yarrowia lipolitica
NCAMIM YOO0591, Candida albicans ATCC10231, Enterococcus facalis ATCC 29212.



ABSTRACT

DETERMINATION OF SOME PHARMASOTICAL PROPERTIES OF

THE PLANT AMARANTHUS RETROFLEXUS L.
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This study presents a research on the antioxidant, antimicrobial and DNA protective properties
of root, stem, leaf and flower extracts of Amaranthus retroflexus L.. As a result of the literature
review, there are no studies on bioactive compounds for Amaranthus retroflexus L.. For this
reason, biological activities were investigated by using methanol extracts obtained from root,
stem, leaf and flower parts of this plant. The antioxidant values of the extracts were found to
be high, but the oxidant values of the same extracts were also found to be high. In this study,
the effects of Amaranthus retroflexus L. plant extracts against Staphylococcus aureus
ATCC25923, E. coli 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Yarrowia lipolitica
NCAMIM YOO591, Candida albicans ATCC10231, Enterococcus faecalis ATCC 29212
strains were investigated. It has been observed that this plant species exhibits effective
antibacterial activity against Enterococcus facalis ATCC 29212 and Staphylococcus aureus
ATCC25923 bacteria. When DNA was examined in terms of protective activity, it was found
that all the extracts obtained had the feature of protecting DNA from oxidative damage. As a
result of this study, it was concluded that Amaranthus retroflexus L. plant contains active
compounds with oxidant and DNA protective properties. These findings may shed light on
the plant's potential health benefits and future research.

KEY WORDS: Amaranthus retroflexus L. DNA, Antioxidant, Antimicrobial, Staphylococcus aureus
ATCC25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Yarrowia lipolitica NCAMIM YOO591,
Candida albicans ATCC10231, Enterococcus facalis ATCC 29212.
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MHA Mueller- Hilton Agar
MIK Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu
NCCLS National Committee For Clinical Laboratory Standarts
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NO2 Azot Dioksit
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N204 Dinitrojen Tetraoksit
NOS Nitrik Oksit Sentaz
02 Oksijen
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ROT Reaktif Oksijen Tiirleri
SOD Stiperoksit Dismutaz
TAS Total Antioksidan Seviye
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1.GIRIS

Insanlarin yetistirmek istedigi bitkilerle yaris halinde gelisimine ket vuran, iiriin,
kalite ve miktarinda azalma ve bundan dolay1 olusan ekonomik kayiplara sebebiyet veren

bitkilere yabanci ot tanim1 kullanilabilir. (Bridges, 1994; Basu, 2004; Birisik, 2015).

Insanoglu, tarimmn baslamasiyla birlikte yabanci otlarla karsilasmis ve 0
zamandan beri bu bitkilerle miicadele etmek durumunda kalmiglardir. Dogal habitatlarda
istenmeyen ve faydadan ¢ok zarar saglayan bitkiler olarak adlandirilan bu bitkiler,
herhangi bir biyotik etken (insan, hayvan, bitki, mikroorganizma) etkilemedigi siirece
bulunduklar1 habitatin hakimi durumundadir. (Uygur and Uygur, 2010 ). Giiniimiize
kadar yapilan caligmalar da toplam 30 000 yabanc1 ot varlig1 belirlenmis ve bu yabanci
otlarin 250 tanesinin ekonomik oOneme sahip oldugu cogunun allelopatik ozellik
gostermesine ragmen malesef 80 tanesinin direk tarimsal iretimde iriin kaybina
sebebiyet verdigi bildirilmistir. Bu iiriin kaybi ¢ok gelismis olmayan iilkelerde %10,
yiiksek gelismislik diizeyine sahip iilkelerde %5 ve geri kalmis {ilkelerde ise %25

civarlarinda olustugu saptanmistir (Singh ve ark., 2001).

Yabanci otlar tarim yapilmayan alanlarda kotii bir goriintii olusturmakla birlikte,
bulunduklar1 habitatlar da terk edilmislik hissiyati olusturmaktadir. Bu bitkiler, ¢iktiklar:
acikliklar1 veya kiriklar1 genisleterek, yangin riski olusturarak ve bitki parcalar1 yeni
yabanci otlarin biliylimesine neden olarak, karayollarinda isaret levhalarinin goriistinii
engelleyebilir ve donemeglerde goriisii kisitlayarak trafik kazalarinin meydana gelmesine
yol acgabilirler. Ayrica, varlik gosterdikleri yasam alanlariin estetik goriinimiini
bozarak, tarihi eserlerin ve mekanlarin Oomiirlerini kisaltma potansiyeline sahiptirler

(Rask, 2012;Giirbiiz ve ark., 2019).

Yabanc1 ot olarak bilinen bitkilerin ortak 6zelliklerini inceledigimizde, hizli bir
sekilde fide verme kabiliyetine sahip olmalari, kisa bir vejetasyon siiresine sahip olmalari,
otogamik c¢ogalma yetenegi, cok sayida tohum {iretebilme yetenegi ve dormans
gosterebilme ozellikleri bulundugunu goriiyoruz. Ayrica, tohumlarinin uzak mesafelere
taginabilme 6zelligi, hem generatif hem de vejetatif olarak lireme kabiliyetleri, derin kok

sistemine sahip olmalari, yliksek rekabet giicli, ¢evresel kosullara kolay adaptasyon



yetenekleri ve allelopatik kimyasallar iiretebilme yetenekleri bu bitkilerin 6ne ¢ikan

Ozellikleri arasinda yer almaktadir (Basu, 2004;, Efhimiadou ve ark., 2009).

Ulkemizde, Amaranthus retroflexus L. bitkisi Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanlig1 tarafindan hazirlanan Zirai Miicadele Teknik Talimatlari'na gore incelenen bir
yabanci ot tiiriidiir (Aydemir, 2008). Ulkemizde yaygin bir sekilde bulunan ve tarim
alanlariyla birlikte tarim dis1 alanlarda da genis bir yayilima sahip olan bu bitki, istilaci
bitki tiirleri kategorisinde degerlendirilir ve yaklasik olarak 34 farkli bitki tiirliniin

yetistirildigi alanlarda varlig1 belirlenmistir (Birisik, 2015).

Amaranthus retroflexus L., hem diinya genelinde hem de iilkemizde genis bir
yayilima sahip olan bir yabanci ot tiriidiir. Amaranthus retroflexus L.'un olumsuz
Ozellikleri, tarimsal tiriinlerde kalite ve miktar diisiikligiine sebebiyet verebilir. Ciftlik
hayvanlarinda toksisiteye yol agabilir, tarimsal bitkiler {izerinde ikincil metabolitlerin
allelopatik 6zellige sahip olmasiyla birlikte iiretilmesine neden olabilmekle birlikte ayrica
tarimsal bitki patojenlerine veya boceklere karsi alternatif bir konake¢i olarak islev
gorebilir ve insanlarda alerjik reaksiyonlara yol acabilen polenleri iretebilir. Bunun yani
sira, Amaranthus tiirleri sebze, tahil, siis bitkisi ve tibbi alanda da 6nem tasirken ayni
zamanda fitoiyilestirme ¢alismalarinda da kullanilmaktadir. Bitkilerin iyilestirici etkileri
eskiden giiniimiize kadar bilinmektedir. Bundan dolay1 bitkilerden elde edilen ilaglarin
kullanim1 6nem kazanmistir. Geleneksel yolla bitkileri ilag olarak kullaniminda;
sulandirma, demleme, ¢ig olarak tiikketme, firinlama ve merhem olarak c¢esitli yontemler
kullanilmistir. Fakat olas1 yan etkileri sebebiyle ve bilingli kullanilabilmesi i¢in sifali
bitkilere yonelik bilimsel ¢aligmalarin yapilmasi da vazgecilmezdir. Bu caligmanin
amacida bu bitkinin antioksidan, antimikrobiyal ve DNA Kkoruyucu aktivitelerini
belirleyerek olas1 etkilerinin sonuglarinin degerlendirilmesinin yapilarak saglk ya da

kozmetik sektoriinde etken madde olarak kullanmaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Amaranthaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Diinya genelinde herbisitlere karst dayanikli yabanci ot tiirlerinin sayis1 yaklasik
olarak 199'dur ve bu tiirler i¢inde Bugdaygiller familyasi, 73 tiirle en yaygin olanidir.
Sirasiyla "Papatyagiller (36 tiir), Turpgiller (20 tiir), Ispanakgiller (12 tir) ve
Kazayagigiller (8 tiir)" bu siralamay: takip eder (Heap, 2019; Price ve ark., 2012).
Ulkemizde ise Amaranthaceae (Horozibigigiller) ailesine ait otuz ii¢ cins ve Amaranthus

cinsine bagli on dort tiir tespit edilmistir (Gliner, 2012).

Diinya ¢apinda ekonomik olarak 6nemli olan ve bitki oldiiriicii ilaglara karsi
dayaniklilik olusturan ilk on yabanci ot tiirii arasinda Amaranthus retroflexus L. ‘da yer
almaktadir. Amaranthus retroflexus L., 1980'lerden bu yana on alt1 farkli {ilkede ¢esitli
bitki oldiiriicii ilaclara kars1 dayanikli oldugu rapor edilmistir. Ancak Tiirkiye'de bu
konuda resmi bir bildirim bulunmamaktadir (Steward, 2009; Heap, 2019). Ulkemizde
Amaranthus retroflexus L. bitkisi, insanlar tarafindan yetistirilip ekonomik degeri olan
bitkilerle birlikte yetistigi alanlarda en dnemli yabanci ot tiirlerinden biridir. Bu bitki,
tahmini olarak Triticum, Zea, Gossypium, Cicer, Lycopersicon, Solanum, Phaseolus
tarlalar1 dahil otuz dort farkli bitki tiirlinlin yetistirildigi sahalarda varligim
sirdiirmektedir (Tiire ve Kose, 2000; Aydemir, 2008; Sirma ve Kadioglu, 2010; Cangi
ve Topegu, 2011; Birisik, 2015; Pala ve Mennan, 2016).

Sekil 2.1: Amaranthaceae familyasi genel yapisi



2.1.1. Amaranthus retroflexus L. genel ozellikleri

Amaranthus retroflexus L. pek ¢ok alanlarda, 0-1900 m uzunlugunda sirayet eden
annual, ¢ift cenekli bir bitkidir. Bitkinin genel rengi yesil, gévde kismi1 acik yesil ya da
kirmizidir. Amaranthus retroflexus L.’un boyutu 60-90 c¢cm civarinda olmakla birlikte
uygun sartlarda 180 cm’ ye kadar uzayabilirler. Caulis ve branch ciizi miktarda ya da asiri
tilylii, yapraklar uzun damarli gri-yesil renktedir. Amaranthus retroflexus L. monoiktir ve
flores sik kiime seklindedir. Ergin semen oval ve siyah parlak renkte olmakla birlikte
embriyo merkezi konumdadir ( Costea ve ark., 2004; Kadioglu ve ark., 2015; Finch-
Savage ve Leubner-Metzger, 2006).

Cigcek agma zamani paralellere bagl olmakla birlikte cok sicak veya ¢ok soguk
olmayan bolgelerde bulunan bitkiler giindelik olarak ¢i¢ek agma Ozelligine sahiptir (
Kigel ve ark., 1977; Kigel ve ark., 1979; Bond, 2007). Ulkemizde ilk ve son ¢i¢ek agma
zamani Davis’e (1967) gore besinci ya da yedinci aylar (Mayis-Temmuz), Giindiiz ve
ark.,” larma(2006) gore ise altinct ve onuncu (Haziran-Ekim) aylaridir. Her bitki, 5,000
ile 1,900,000 arasinda degisen bir¢ok semen olusturma potansiyeline sahiptir. (Costea ve
ark., 2004). Buna bagli olarak olusturdugu semen miktari, birlikte biiyiidiigi kiiltiir
bitkisinin ekim sikligina gére (Norris, 2007) ve bitki dldiiriicii ilag uygulanmasina gére
farklilik gosterebilir( Satrapova, 2013). Semenlerin etrafa dagilmasi riizgar ile, su ile,
hayvanlar ile, tarim aletleriyle ya da hayvan giibrelerinin topraga karigmasiyla olusur.
Semenleri karada alt1 ila on yil civarinda canliligini koruyabilir. Kirk senelik zaman
gecse bile semenlerin %2 oraninda filizlenme kabiliyetinde bulundugu, gomiilii oldugu
arazinin derinligi yiikseldik¢e semenlerin canlilik faaliyetinin de yiikseldigi bildirilmistir
(Schonbeck ve Egley, 1981b; Costea ve ark., 2004; Haidar, 2010). Semenler
toplandiginda, baslangigta birinci filizlenme durgunlugu gostermekte ve bu filizlenme
durgunlugu seviyesi ana bitkinin gelisme kosullarina bagli olarak gosterebilir ( Baskin ve

Baskin, 1988).

Amaranthus retroflexus L. C4 fotosentez yolunu benimser ve miicadele
edilmedigi durumda 1s1k, H,O, N, ve PO.,* gibi unsurlar i¢gin tarimsal bitkilerle yarisa
girer. Bu durum iriiniin kalite ve miktarinda biiyiik kayiplara neden olabilecegi gibi,

semenleri de arazide birikebilir.



Sekil 2.2: Amaranthus retroflexus L. bitki yapisi
2.2. Serbest Radikaller

Son yillarda yapilan arastirmalar ile birlikte serbest radikallerin hastaliklarla
arasindaki iligkinin artmasiyla birlikte serbest radikallere olan ilginin arttig1 gortilmiistiir.
Hayatin devamlilig1 i¢in ve enerji iiretimi i¢in gerekli bir element olan Oz, enerji tiretimi
icin kullanildiginda ROS ve RNS ‘nin olugmasina sebep olmaktadir. Viicudun O2
kullanim1 sirasinda mitokondri aracilifiyla devamli iiretilir ve serbest radikallerin
meydana gelmesine neden olur. Serbest radikallerin meydana gelmesi sonucunda lipid,
protein, karbonhidrat, enzim, niikleik asit ve DNA iizerinde degisikliklere sebep olur

(Shinde ve ark., 2012).

Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde bir ya da birden fazla ¢ift
olusturmamis € igeren yiiksek enerjili, sabit olmayan bilesiklerdir. Bu eslesmemis &
serbest radikallere biiyiik bir reaktiflik kazandirarak protein, lipid, DNA, niikleotidler ve
koenzimler gibi ¢ok fazla biyolojik molekiilde hasara sebep olmaktadir (Koca ve
Karadeniz, 2005). Eslesmemis €’lar1 sayesinde diger maddelerle kolaylikla reaksiyona
girerler. Cift &’a sahip atomlar ve &’lar ise kararli yapiya sahip olduklari i¢in diger
molekiillerle rahatlikla reaksiyona girmeleri serbest radikallere gére daha diisiiktiir. Bu
molekiiller non-radikaller olarak tanimlanir. Serbest radikaller Oz ve N kaynaklidir. O2

kaynakl1 serbest radikallere ROS( Reaktif Oksijen Tiirleri), N kaynakli olanlara ise RNS



(Reaktif Nitrojen Tiirleri) denilmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 2015; Valko ve ark.,
2007)

besin/cevre kimyasallar1 sigara iltihaplar yogun spor

SERBEST
ameliyatlar —» RADIKALLER <—stres

asir1 besin tuketmn ant10k51dan yetersizligi
UV1§1n1ar radyasyon 1lag1ar

Sekil 2.3: Serbest radikallerin kaynaklari
2.2.1. Reaktif oksijen tiirleri

Molekiiler O yiiksek seviyede ROS meydana getirme egilimindedir. Bir radikal
0., radikal olmayan maddelerle daha yavas reaksiyona girerken, bagka radikallerle hizli
reaksiyona girer. ROS normal O metabolizmasi sirasinda ender goriilen radikallerdir. Bu
radikaller, proteinlere ve DNA’ya hasar veren kanser ve kalp-damar hastaliklarina neden
olur(Darley-Usmar ve ark., 1995). ROS’ un viicutta sebep oldugu bazi hastaliklar;
kanser, seker hastaligi, kalp hastaligi, astim, yaslanma, Alzheimer hastaligi, merkezi sinir
sistemi hastaliklar1 ve Parkinson, infertilite, romatoid artrit, inflamasyon gibi hastaliklara

neden olmaktadir (Pisoschi ve Pop, 2015).ROS asagidaki tabloda gdsterilmistir.



Tablo 2.1: Reaktif Oksijen Tiirleri

Radikaller Non-radikaller

o1 (Siiperoksit) H202 (Hidrojen peroksit)
‘OH (Hidroksil) HOCI (Hipoklordz asit)
ROO (Peroksil) HOBr (Hipobromoz asit)
RO (Alkoksil) 10, (Singlet oksijen)
HO: (Hidroperoksil) O3 (Ozon)

LOO (Lipid peroksil)

2.2.2. Reaktif nitrojen tiirleri

Son yillarda yapilan arastirmalar, serbest radikallerin biyokimyasinin genel
kurallarinda oldukca hizli bir degisiklige yol agmistir. Yapilan bu calismalar, reaktif
olmayan ve uzun Omiirlii serbest radikallerin de var oldugunu kanitlamistir. Cok reaktif
olmayan ve 6nemli fizyolojik 6zelliklere sahip nitrik oksittir. ROS gibi RNS biyolojik
ortamda serbest radikaller araciligiyla daha sabit tiirlerin meydana gelmesi sonucunda da

olusabilir.(McCord, 2000) Reaktif nitrojen tiirleri asagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 2.2: Reaktif Nitrojen Tiirleri

Nitrik oksit Nitrik asit
Nitrojen dioksit Nitrojen dioksit
Nitrosil katyonu
Dinitrojen trioksit
Nitronyum katyonu
Peroksinitrit
Nitril klorid
AlKil peroksinitril

2.2.3. Serbest radikallerin doku ve hiicrelere etkileri

Serbest radikaller endojen kaynakli ve eksojen kaynakli olmak tizere 2 farkh
grupta incelenebilir. Canli organizmalarin fizyolojisinde dogal sartlarda birden fazla
oksidan olusumu hiicresel aktiviteyle meydana gelebilmektedir. Canli organizmanin
hayatinin biitiin asamalar1 siiresince disarindan alinan veyahut tabi tutlan kokenlerle
eksojen kaynaklar1 olusturabilmektedir. Hava kirliligi, sigara kullanimi, iyonlu

radyasyona maruz kalma, hasere, istenmeyen yabani ot ve bocekleri oldiiriicii ilaglar ve



ilag tiiketimi eksojen kaynaklar arasinda gosterilebilir (Delibas ve Ozcankaya, 1995).
Bilingsizce gerceklestirilen veyahut yetersiz fiziksel egzersiz, stres, yaslilik, doku hasari
ve kronik hastaliklar, enzimatik reaksiyonlar1 ve otooksidasyon reaksiyonlari gibi

endojen kaynaklar kabul edilebilir (Antmen, 2005).

Eksojen ve endojen kaynaklar olarak meydana gelen serbest radikaller asagida
belirtildigi tizere hiicre icinde DNA, Protein, Lipid, Karbonhidrat ve enzim gibi temel
bilesenler tizerindeki etkilerini belirtmektedir (Akkus, 1995).

[ Ekzojen Kaynaklar ]
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[ Endojen Kaynaklar ]

Ultraviyole 15tmlar
Iyonize radyasyon
Sigara ve hava kirliligi
gibi gevresel toksinler
L Inflamatuar sitokinler

Mitokondri
Peroksizom lar
Lipoksijenazlar
NADPH oksidaz
Sitokrom p450

Sekil 2.4: Reaktif Oksijen Kaynaklari

Serbest radikallerin lipidlere etkisi

Biyomembranlar ve hiicre ici organeller, membran fosfolipidlerin doymamis yag
asitleri sebebiyle oksidatif saldirilar i¢in ¢ok kolay hedef olarak goriinebilirler. ROS
lipoprotein oksidasonuna, bilhassa LDL’ye sebep olabilir(Morel ve ark., 1983). Coklu
doymamus lipidlerin otooksidasyon basamaklari, birden fazla sebepten dolay: olusabilen
radikal bir zincirleme reaksiyon igerir. Ayriyeten, protein sentezi i¢in énemli bir etkin
madde olan kalsiyum (Ca), hiicrede hizla artisa gecerek hiicre Oliimiine sebebiyet

verir(Halliwell ve Chieico, 1993).

Serbest radikallerin proteinlere etkisi

Aminoasitler, ekseriyetle karboksil ve amino gruplar1 sebebiyle lipidlerden daha
¢ok oksitlenme egilimindedir. Bu molekiiller, yan zincirlerde oksidatif transformasyon
gecirecek sekilde indirgenmis C atomlart igerir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
metionin, sistein bulunduran doymamis baglar ve kiikiirt gibi aminoasitlere sahip
proteinler, serbest radikallerden oldukca ¢abuk etkilenir. Protein hasarindan sonra, enzim

aktivesinde azalma, sitoliz ve hiicre 6liimii dahi olusabilir. Yapilan bir¢cok caligsmalar,



Parkinson, Alzheimer, diyabet, bobrek tiimorii olusumu ve romatizmal eklem iltihab1 gibi
bircok hastaligin protein zincirlerindeki karbonil gruplarinda olusan artigla iliskili

oldugunu gostermektedir.(Giasson ve ark., 2002; Stadtman ve Levine, 2000)

Serbest radikallerin niikleik asit ve DNA’va etkisi

DNA sarmalindaki oksidatif hasarin ilk amaci, piirin, pirimidin bazlar1 ve seker
yapisidir. Oksidatif hasar, zincirin biitiinliigiinii dejenere ederken, seker hasari ipliklerde
kirilmalara sebep olmaktadir. Giiclii bir ROS olan hidroksil radikali, DNA bazinin ¢ift
baglar1 ile reaksiyona girerek DNA’ya hasar verir. Hiicredeki asir1 seviyede ROS,
transkripsiyon faktorlerini ve ilgili genleri, etkinlestirir ve DNA hasarin1 gogaltarak

kanser olusumunu hizlandirir.(Cooke ve ark., 2003)

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisi

Ik olarak, H atomlar1 C-H baglarindan ayristirilir ve karbonhidratlarin radikal
oksidasyonunda a-hidroksialkil radikalleri olusur. Bu radikaller asit ve baz katalize
reaksiyonlarinda C-OH baglariyla tepkime olusturarak, glikozidik baglarin kopmasina ve

oksijen ile peroksil radikallerinin olusumuna sebep olur.(Rees ve ark., 2008).

Serbest radikallerin enzimlere etkisi

Serbest radikaller proteolitik ve katobolik enzimlerin sayisini ¢ogaltma
egilimindedir. Proteaz, fosfolipaz, elastaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz, triptofan
dioksijenaz ve galaktoz oksidaz gibi enzimlerin aktiflesmesine sebep olurken a-1-

sntitripsini aktivitesini engeller (Akkus, 1995; Halliwell, 1991).
2.3.Antioksidanlar

Tarihin ¢ok eski zamanlarindan itibaren, insanlar gidalardan ¢ok cesitli sekillerde
faydalanmiglardir. Bazi sifali bitkilerden elde ettikleri Oziitlerle birden fazla hastaligi
tedavi etmeye ¢alismiglardir. Bundan dolay1 aragtirmacilar da gidalarin igerikleri ile ilgili
arastirmalar yapmaktadirlar. Serbest radikallerin, meydana gelmesini engelleyen veyahut
indirgeyen ve zararli etkilerini engelleyerek olusabilecek oksidatif hasari1 ortadan
kaldirmaya calisan bilesikler antioksidan olarak tanimlanmaktadir. (Shahidi ve Naczk,

2003) Antioksidanlar, tip disinda ¢ok farkli alanlar da kullanilmaktadir. Kozmetik



sektorliinde koruyucu katki maddesi seklinde kullanilirken, “yakitlara, petrole ve
kaucuga” yapisal degisikligini ve polimerizasyonlarini engellemek icin dengeleyici
olarak eklenmektedir. Uluslararasi Gida Kodeks Komisyonu’nun (CAC) tanimina gore
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antioksidanlar “ gidada yagm acilasmasini ve renk degisimleri gibi oksidasyon
reaksiyonlar1 sonucunda olusan bozulmalar1 6nleyerek raf omriinii uzatan maddeler”
olarak isimlendirilmektedir. Ayrica mantar ve bakterilerin sebep oldugu gida

bozulmalarma karsida oldukca iyi bir koruyucudur (ikinci, 2010).

Antioksidanlarin en Onemli goérevi insan viicudunda metabolizma {iriinleri
sonucunda olusan, az 6miirlii ama olumsuz etkisi oldukca ¢ok olan ““serbest radikalleri”
nétralize ederek, onlar etkisiz hale getirmektedirler (Ozgen ve Scheerens, 2006). Normal
kosullarda canli metabolizmasinda saglikliyken serbest radikallerle denge halindedir.
Eger serbest radikal olusumu artarsa ve antioksidan sistem bu kararsiz molekiilleri yok
etmede basarisiz olursa, serbest radikal saldiris1 ve lipit ¢ift tabakali hiicre membraninin
zarar gormesiyle oksidatif stres kaynakli hastaliklara yatkinlik gozlenir (Moldovan ve
Moldovan, 2004). Antioksidanlar canli hiicrelerde bulunan protein, karbonhidrat, yag ve
DNA gibi kolay oksidasyona ugrayabilecek maddelerin oksidasyonuna ket vurmak ya da
geciktirebilmek i¢in serbest radikalleri yok etmektedir. Ancak bilhassa alkol ve sigara
kullanimi, ¢evre kirliligi, UV 1sinlar1 kaynakli olusan orman yanginlart ve X-ray gibi
serbest radikal kaynaklarinin artmasiyla bu temel bilesenlerin hasar gormesine sebep
olarak oksidasyona neden olabilmektedir. Bazi oksidan kaynaklari ve antioksidan

savunma sistemleri asagidaki tabloda gosterilmektedir (Koca ve Karadeniz, 2003).

Tablo 2.3: Baz1 Oksidan Kaynaklar1 ve Antioksidan Savunma Sistemleri

Oksidan Seviyesini Arttiran Etkenler Antioksidan |

Sigara dumam SOD
AsIr1 egzersiz Katalaz
Cevre Kkirleticiler GPX
Atesli hastaliklar Glutatyon
Radyasyon CoQ10
Asir1 yagh beslenme Selenyum
Iskemi Urik asit
Karsinojenler E vitamini
C vitamini
B-karoten ve diger karotenoidler
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Antioksidanlar, hiicreleri korumak i¢in birincil savunma merkezi seklinde
davranirlar. Beslenmedeki antioksidanlarin aliminda artis, hiicre biitlinliigiinti ve diger
taraftan canli sistemin normal biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlarinin korunmasina

yardimce1 olmaktadir (Kattappagari ve ark., 2015).

Antioksidan 6zelligi bulunan c¢ok fazla madde vardir. Antioksidanlar viicut
tarafindan serbest radikallere kars1 bir savunma sistemi olarak olusturulabildigi gibi, bir
kismi da bitkiler vasitasiyla disaridan alinir. Serbest radikallerin ¢ogalmasiyla,
viicudumuzda sahip oldugumuz antioksidanlar yetersiz olabilmekte ve bu da disaridan ek
antioksidanlarin alinmasini gerektirebilmektedir. Viicudun serbest radikallere karsi
savunmak i¢in {retilen antioksidanlar, katalaz, GPX ve SOD gibi enzimlerdir. Hem
endojen hem de eksojen kaynakli antioksidanlar serbest radikalleri ortadan kaldirict etki
seklinde hareket ederler. Bu etkileri yliziinden viicut savunma sistemi artarken hastalik

riski azaltilmis olur (Shinde, 2012).

Antioksidanlar normal hiicre metabolizmasinin toksik yan {iriinii olan ROT’a ket
vurarak koruyucu etki yapar. Bu koruma isini de radikaller ile oldukga hizli bir sekilde
reaksiyona girerek otooksidasyon/peroksidasyonun ilerlemesini engelleyerek yapar
(Diindar, 1999).antioksidanlarin serbest radikallerin fazlasini engellemek icin, toksik
etkilerinden hiicreleri savunmak ve hastaliklar1 engellemede katki saglamak gibi rolleri

vardir (Pham-Huy LA, 2008).

Bilinen ¢alismalarda, fazla antioksidan tiiketen ve kaninda antioksidan maddelerin
yogunlugu fazla olan kisilerde belli dejeneratif hastaliklarin daha az oranda olustugu
gozlenmistir. Bununla birlikte yapilan bazi klinik caligmalarda antioksidan vitamin
konsantrasyonu ¢ok olan kisilerde, bazi kanser ve kalp-damar hastaliklarinin ortaya

cikma olasiliginin da azaldig1 goriilmiistiir (Anonim, 2005e).
Antioksidanlar ROT’larin zararh etkilerini azaltmada dort fakl sekilde etki eder;

1. Scavenging (siiptirme etkisi): SOR’lerine etki ederek onlar1 tutar veya ¢ok daha
zay1f yeni bir molekiile doniistiirerek etkisini yok eder. Antioksidan, enzim ve

mikromolekiiller bu sekilde etki ederler.
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2. Quenching (sondiirme etkisi): Oksidanlara bir H ekleyerek etkinliklerini azaltir
veyahut pasif hale getirir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol
Ouenching seklinde etki eder.

3. Chain Breaking (zincir reaksiyonlarini kirma etkisi): HGB, seriiloplazmin ve agir
mineraller oksidanlar1 kendilerine baglar ve zincirlerini kopararak iglevlerini
engeller.

4. Repair (onarma etkisi): ROS’un hasara ugrattigt biyomolekiilleri onarirlar
(GOkpinar, 20006).

Respiratory

Protein enzymes

damag
Mitochondrial
damage
Membrane
damage
DNA Cell swelling
damag
Increased
permeability

of ca**

Lipid peroxidation

Sekil 2.5: Serbest radikallerin hiicresel hedefleri (Onat ve ark, 2002).
2.3.1 Antioksidanlarin cesitleri

E ve C vitaminleri, Karotenoidler ve fenolik bilesikler ozellikle dikkat ¢eken
antioksidanlar arasinda bulunmaktadir. C vitamini, hipoklorit, Oz, H2O2, OH- ve ROO
radikalleri ile 'O, formundaki aktif O, ‘lerin yok edilmesinde oldukga etkili
antioksidandir. E vitamini de OH-, RO-, ROO: kokleri ve *O2 gibi aktif oksijen formlarmin
sebebiyet verdigi oksidasyonu engeller. B- karoten antioksidan 6zelligi 1O aktivitesi ve
ROO: koklerine karsi gostermektedir (Yiicel ve Otles 2001). Bilhassa son yillarda
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arastirmacilar dogal antioksidan olarak degerlendirebilecegimiz, bitkilerin sahip oldugu
polifenolik bilesiklere daha fazla ilgi gostermektedir (Frankel ve Finley, 2008; Moon ve
Shibamoto, 2009).

Antioksidanlarin ¢esitleri asagidaki tabloda gosterilmektedir.

Tablo 2.4: Antioksidanlarin Cesitleri

1. Vitamin A ve p-
karoten

2. VitaminC

3. Vitamin E ve
takoferoller

SOD

4
5. Katalaz

6. GSH

7. GPX

8. GR

9. GST

10. Melatonin
11. Urik asit

12. Albiimin

13. Bilirubin

14. Seriiloplazmin
15. Ferritin

16. Transferrin  ve
Laktoferrin

17. Haptoglobin ve

Hemopeksin
18. Probukol
19. DFO
20. Lipoik asit
21. Polifenolik asit I Flavonoidler
i fenolik asitler a. Hidroksibenzoik asit e  Gallik asit
tirevleri
e Protokates
ik asit
e Salisilik
asit
e  Vaniilik
asit
° p-
hidroksibe
nzoik asit
b.  Hidroksisinnamik asit e  Kafeik asit
e Ferulik
asit
e  Kumarik
asit
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° tr-
sinnamik

asit
22. Sentetik . BHT
antioksidanlar
ii. BHA
iii. Gallatlar
iv. TBHQ

2.4. Antimikrobiyal Aktivite

Bitkilerin ademoglu sithhati bakimindan 6nemli o6zellikler, 20. yiizyildan beri
incelenmeye baslanmistir. Arastirmacilar, ilag¢ tiikketiminin yani sira antimikrobiyal
ozelliklere sahip bitkilerin kullanimini da vurgulamiglardir. Biitiin bunlara alternatif
olarak ilag dayanikliligin1 azaltabilmek amaciyla da antibiyotik ile birlikte bitkilerin
kullanilmasi gerektigine yoneltmislerdir. Bilinen tiim antibiyotiklere dayaniklilik
olusturan bakteri gruplarinda, ilag dayaniklilig: yiikselis gostermekte ve yayilmaktadir.
Bu sebepten otiirli ilaclara ilaveten saglik alaninda faydalanilan bitkilerden yarar
saglanmasi tavsiye edilmekte ve yerel bitkiler antimikrobiyal seklinde kullanilmaktadir.
Antimikrobiyal etkiye ait bitkiler, genellikle kullanilan antibiyotiklerden cesitli
mekanizmalarla bakterilere ket vurabildiginden dayaniklilik gosteren bakteri tiirlerini
hakimiyetine alabilme 6zelligi gosterebilmektedir (Keles, 2000; Abascal ve Yarnell,
2002; Onbasili ve ark., 2011; Toroglu ve Cenet, 2006).

Mikroorganizma Oldiiriicii  ilaglar, olduk¢a kiigilk miktarlarda dahi olsa
mikroorganizmalar tizerinde secici toksik Ozellie sahip ve mikroorganizmalarin
cogalmalarini engelleyici (bakteriyostatik) veya oldiiriicii (bakterisid) 6zelligi olan ancak
uygulandigr zaman organizmalarda hasar verici etkisi az ya da hi¢ olmayan biyolojik,

sentetik ya da yar1 sentetik biyoaktif maddelerdir (Topal ve ark., 2015).

Antibiyotikler, enfeksiyon hastaliklarin azaltiminda profilaktik ve tedavi edici olarak
giinimiize kadar milyonlarca insanin yasamini kurtaran modern bilimin en &nemli
gelismeleri arasinda goriilmektedir. Ancak antibiyotiklerin bulunmasiyla birlikte
olustugu diigiiniilen umulmadik bir sekilde meydana gelen edinsel antimikrobiyal direng
(mutasyonel direng, ¢apraz direng) O6te yandan patojenlerin degisik varyetelerinde

yaratilis kaynakli dogal diren¢ bulunmasi sebebiyle antibiyotiklerin etkisiz kaldigi
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goriilmektedir. Netice olarak antimikrobiyal diren¢ gelisiminin enfeksiyon hastaliklari ile

miicadeleyi giiclestirdigi bilinmektedir (Giir, 1996).

Diinya ¢apinda antibiyotik direnci konusundaki farkindaligin arttirilmasi sebebiyle
2015 senesinden bu yana her y1l 18-24 Kasim tarihleri “Diinya Antibiyotik Farkindalik
Haftas1” olarak ilan edilmistir. 2020 senesinden bu yana ise WHO, FAO ve OIE bir araya
gelerek bu haftanin anlamini antibiyotiklerden biitiin antimikrobiyollere dogru
genisletmis, “Diinya Antimikrobiyal Farkindalik Haftas1” olarak isimlendirmistir.
Antimikrobiyal direncin insan, hayvan ve ¢evre sagligini etkileyen ciddi bir sorun oldugu
WHO 2021 senesi raporlarinda da belirtilmekte ayni zamanda akilci antibiyotik
kullaniminin desteklenmesinin haricinde bireysel ve toplumsal anlamda ilk olarak hijyen
kurallar1 olmak tizere bir dizi kuralin da 6nemli sekilde uygulanmasinin gerekliligi dile
getirilmektedir. Bu sartlara uyulmayip dikkat edilmemesi durumunda ge¢gmise doniisiin
yasanmasinin kacinilmaz oldugu “Sessiz Tusunami” seklinde ifade edilen biiyiik
pandemilerin yasanabilecegi belirtilmektedir (Y1lmaz, 2021; Word Health Organization,
2021).

2.4.1. Antimikrobiyal duyarhihgin belirlenmesi

In vitro antibakteriyal duyarliligin belirlenmesinde, “broth makrodilusyon, broth
mikrodilusyon, agar dilusyon, E- festi, disk difiizyon” gibi farkli teknikler
uygulanmaktadir (Yildirim, 2010). Bu teknikler esasen iki temel sinifta gosterebiliriz. Bu
siiflar seyreltme ve yayilma teknikleridir. Seyreltme tekniginde kullanilan kaideler sivi
ya da kat1 besiyerleri igerisinde antimikrobiklerin belirlenmis dilusyonlar1 yapilarak

mikroorganizmalarla kiyaslamasi olusturulmasidir (Bilgehan, 2004).

Yayilim  teknikleri katt besiyerlerinde c¢alisihir.  Ana kaide olaraki
mikroorganizmalarin plak besiyerine ekildigi durumda, antimikrobiyal maddeler iceren
kuyucuklarin veyahut cam ve porselen silindirlerin ¢evresine diflize olarak biiylimeleri
sekliyle agiklanabilir. Antimikrobiyal maddenin mikroorganizma iizerindeki etki diizeyi,

olusan inhibisyon bdlgelerinin hesaplanmasiyla anlasilir (Bilgehan, 2004).

15



2.5. DNA Koruyucu Aktivite

Giin 1g1nlar1 evrenimize gazyuvarimin Koruyucu katmanini bitirerek varir. Halbuki
Stratosfer katmaninin hasar gérmesi sonucuyla giin 1sinlarindan bize ulasan UV 1sinlari
canlilarda oldukg¢a fazla kétii tesirler gosterdigi bilim diinyasi tarafinca onaylanmistir. UV
1sinlar1 ademoglunun sihhati agisindan amansiz cilt hastaligr ile cilt yaslanmalar ve
benzeri ciddi sayriliklara yol agtigi belirtilmistir. Gergekte insanoglunun cildi genetik
materyalinin diizenlenmesi sayesinde, Ultra viyole 1sinlart ve goriiniir 1smnlarinin yikict
etkisini azaltacak kisisellesmis bir dizi mekanizmayi igerir. Ancak UV isinlarina ¢ok fazla
tabi tutuldugunda, hiicresel antioksidanlarin miktarinda diismeye takili kalarak ve bundan
sebebiyetle de reaktif oksijen tiirlerinin sebebiyet verdigi ultra viyole kokenli oksidatif
DNA hasarina sebebiyet vermektedir. Ultra viyole isinlar1 disinda serbest radikaller de
DNA hasarina oOlusturmaktadir (Gutteridge, 1984). Biitiin bunlar sebebiyle DNA
tahribatin1 denetiminin yapabilmesi igin bitki veyahut bitkiden tiiremis kokenlerinden
faydalanilmaktadir (Feig ve ark., 1994). llaveten enzimatik ile non-enzimatik
antioksidanlarin deri ylizeyinde kullanilmasinin deri iizerinde UV isinlarinin negatif

tesirlerinin korunumuna karsit tesirli oldugu belirtilmistir (Tepe ve ark., 2011).
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Amaranthus retroflexus L. Bitkisinin Toplanmasi ve Teshisi

Bu arastirma icin secilen Amaranthus retroflexus L. bitkisi, Tokat ilinin
merkezinde yer alan Gilinesli Mahallesi'nde bulunan bahge-tarla kiyis1 mevkisinde
toplanmustir. Bitki, ¢igek agma zamani olan Temmuz ayinda toplanmis olup, radix, caulis,
folium ve flos kisimlar1 bu dogal habitatindan elde edilmistir. Araziden alinan bitki
kisimlari, herbaryum yontemlerine bagli kalinarak sikistirilip kurutulmustur (Segmen ve
ark., 1988). Bu 6rnekler, Gaziosmanpasa Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii 6gretim iiyelerinden Dr. Ogr. Uyesi Bedrettin SELVI tarafindan tanimlanmistir
(GOPU herbaryum numarasi, 8628). Teshis isleminin arkasindan saglikli ve taze goriinen
radix, caulis, folium ve flos kisimlari, arastirma i¢in se¢ilerek ¢alismadan 6nce distile su

ile yikanarak kurutulmustur.

A6 TOKAT: Merkez, Giinesli mabhallesi, bahge-tarla kiyisi, 40035'59”K-
36053'58”D,730-750 m, 25.08.2022, Bedrettin Selvi, Giiler Durmus, GOPU 8628.

3.2. Amaranthus retroflexus L. Bitkisinin Oziitlerinin Elde Edilmesi

Amaranthus retroflexus L. bitkisinin dziitlerini elde etmek icin ilgili kisimlar
ogiitiicii kullanilarak toz parcaciklar1 sekline getirildi. Oziit ¢ikarma ydntemi basing
kullanarak ¢oziicli ile birlikte gergeklestirilmistir. Bu 6ziit ¢ikarma siirecinde segilen
coziiciiler metanol olarak segildi ve oziitleme siireci bu ¢oziicliyle yapildi. Erisilen
Oziitler, calismaya baslayana kadar +4 °C'de tutulmustur (Giilacti ve ark., 2007).
Amaranthus retroflexus L. bitkisinin dgiitiilen kisimlari, basingli solvent ekstraksiyon
yontemiyle isleme tabi tutuldu. Bu islemde, hassas terazide 10 gram olarak tartilan bitki
kisimlar1 oncelikle yagli kagida konuldu. Daha sonra, bu tartilan kisimlar, Soxhlet
cihazinin tiiplerine yerlestirildi. Islem, 5.1 bar basing i¢inde ve 2 saat siiresince 10 grama
150 ml distile su ilave edilerek gergeklestirildi. Stire tamamlandiginda, i¢indeki sivi kismi
petri kaplarina aktarildi ve sivinin bu sekilde ugmasi beklenildi. Bu yaklagimin amaci,
muhteviyatinda bulunan maddenin hizli buharlagmasiyla 6ziitlerin daha az zamanda elde
edilmesini saglamaktir. Bu calismada antioksidan aktivitesini belirlemek i¢in

Amaranthus retroflexus L. bitkisi segilmistir. Bitkinin radix, caulis, folium ve flos
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kisimlarinin metanol ¢oziiciisii ile Oziitleri elde edilmis ve bitkilerin 6ziit miktarlari

sirastyla asagida verilmistir.

Kok Metanol: 0.0625 mg/ ul
Govde Metanol:0.0625 mg/ ul
Yaprak Metanol: 0.0625 mg/ ul

Cicek Metanol:0.0625 mg/ ul 6ziitler elde edilmistir.

Sekil 3.6: Oziitleme islemi sirasinda kullanilan cihazlar

3.3. Amaranthus retroflexus L. Oziitlerinin Antioksidan AKktivitesinin

Belirlenmesinde Kullanilan Parametreler ve Metod

3.3.1. TAS (Total Antioksidan Seviye) ile antioksidan aktive belirlenmesi

ROS, fizyolojik ve metabolik prosesler neticesinde meydana gelirler. Zararl
oksidatif reaksiyonlar, organizmadan enzimatik veya enzimatik olmayan siireclerle
uzaklastirithir.  Ancak, uygun kosullarda oksidanlarin sayisindaki artis veya
antioksidanlarin azalmasi engellenemeyebilir. Bu durumda, yiizden fazla hastalik
meydana gelebilir. Antioksidan molekiiller, bu kétii reaksiyonlart ya durdurur veyahut
olusmasina ket vurur. Amaranthus retroflexus L. bitkisinin radix, caulis, foleum ve folis
Oziitleri, ticari olarak satilan kitler kullanilarak antioksidan yetisinin belirlenmesinde
yarar saglanilmaktadir. Antioksidan aktivitesi TAS (Total Antioksidan Seviye)
yontemiyle belirlenmistir. Bu yontemde Amaranthus retroflexus L. bitkisinin radix,

caulis, folium ve flos oziitleri, spektrofotometre ve Eliza plakalar1 kullanilmigtir.
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Reaktif 1'den belirli miktarda alinarak kuyucuga eklenir ve igerisine bitki ornegi
eklenerek baslangi¢ absorbans1 660 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olgiiliir.
Ardindan, belirli miktarda Reaktif 2 ilave edilerek 5' boyunca 37°C'de inkiibasyon yapilir.

Inkiibasyon sonrasinda, 660 nm dalga boyunda tekrar absorbans dl¢iimii yapilir.

3.3.2. Total oksidan seviye (TOS) ile antioksidan aktive belirlenmesi

Metabolik ve fizyolojik olaylar sirasinda RNS ile ROS meydana gelir. Bu tiirler
enzimatik veya enzimatik olmayan siireclerle organizmada ortadan kaldirilir. Uygun
kosullarda oksidanlardaki artis veya antioksidanlardaki diisiis engellenemezse, yiizden
cok hastaligin olusmasina yol agabilir. Antioksidan molekiiller sikintili reaksiyonlar1 ya
bastirir veyahut ket vurur. Bu segilen yontemin hedefi, secilen Oziitlerin oksidan
potansiyelini saptamaktir. Bu ¢alismada hidrojen peroksit ile kalibre edilir ve absorbans
degeri, Ornekteki oksidan degerini yansitir. Cikan sonuglar, umol H202 Equiv./L
biriminde belirtilir ve TOS degeri belirlenir (Tarpey MM. ve ark., 2004).

Total oksidan seviye ile antioksidan aktive belirlenmesinde, “TOS assay Kit,
Amaranthus retroflexus L. bitkisinin radix, caulis, folium ve flos dziitleri,
Spektrofotometre, Eliza plate” kullanilmistir.

Standart ¢alisma ¢ozeltisi, 40 kat yogunlugu azaltilir. Seyreltilmis standart 2'den
5 ul alinarak belirli miktarda distile su eklenir ve vortekslenir. Ardindan, vortekslenen
¢ozeltiden tekrar 5 ul alinarak tekrardan bir miktar distile su eklenip karistirilir. Eliza
plakasina, kuyucuklara baglangigta bir miktar Reagent 1 eklenir ve tizerine tekrardan bir
miktar 6rnek eklenir. Spektrofotometre de 530 nm dalga boyunda o&lgiiliir. Islem
tamamlandiktan sonra, tizerine bir miktar Reagent 2 ilave edilir ve on dakika boyunca
yirmi bir derecede inkiibasyona birakilir. ikinci bir élgiim igin tekrar 530 nm dalga

boyunda 6l¢iim yapilir. Bu iglemler standart 2 i¢in de ayni sekilde sirasiyla tekrar yapilir.

3.4. Amaranthus retroflexus L. Bitkisinin Oziitlerinin Antimikrobiyal Aktivitesinin
Belirlenmesinde Kullanilan Parametreler ve Metod
Eliza pleyt, mikro pipet, bitki 6ziitleri, MHB, test mikroorganizmalari, DMSO.
Tez ¢alismasinda kullanilan bitkilerin hepsi Gaziantep Universitesi Biyoloji
Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuarindan temin edilmistir. Amaranthus retroflexus L.
bitkisinin kok, govde, yaprak ve ¢icek Oziitlerinin antimikrobiyal aktivitesi,

Staphylococcus aureus ATCC25923, E. coli 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC
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27853, Yarrowia lipolitica NCAMIM YOO591 Candida albicans ATCC10231,

Enterococcus faecalis ATCC 29212 {izerinde denendi.

3.5. Amaranthus retroflexus L. Bitkisinin Oziitlerinin DNA Koruyucu Aktivitesinin

Belirlenmesinde Kullanilan Parametreler ve Metod

Amaranthus retroflexus L. bitkisinin 6ziitlerinin dna koruyucu 6zelliginin
varhigmin tespit edilmesinde, Hidrojen peroksit, % 1.5’lik agaroz jel, Pbr322 DNA
(vivantis), UV trasliiminator (DNR-IS), jel dokiimantasyon sistemi (DNR-IS, MINIBIS

Pro), distile su kullanilmigtir.

3.5.1. Kontrol ve Amaranthus retroflexus L. éziitlerinin hazirlanmasi

DNA koruyucu testi igin A. retroflexus L. bitkisinin radix, caulis, folium ve flos
oziitlerinden %0.1'lik stok ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0.1 mg tartilmis ve igine 100 pl
DMSO eklenerek ¢oziilme elde edilmistir. Oziitlerin tam anlamiyla ¢dziindiigiinden emin
olunca, oziitlerin seyreltme yontemi gerceklestirilmistir. %0.1'lik A. retroflexus L.
bitkisinin radix, caulis, folium ve flos kisimlarinin metanol oziitleri, 1/10 miktarinda
derisimi azaltmak amaciyla 5 pl oziite 4 pl distile su koyulmustur. Bu oran

aragtirmamizda tercih edilmistir.

TkM: Plazmit DNA (3ul) + Amaranthus retroflexus L. radix metanol oziitii (5 ul) + UV-
C + Hx02 (1)

TeM: Plazmit DNA (3ul) + Amaranthus retroflexus L. caulis metanol 6zitii (5 pl) + UV-
C + Hx0-

(Tul)
TyM: Plazmit DNA (3ul) + Amaranthus retroflexus L. folium metanol 6zitii (5 pl) + UV-
C + H202 (1ul)
TcM: Plazmit DNA (3ul) + Amaranthus retroflexus L. flos metanol 6ziitii (5 pl) + UV-C
+ H202 (1ul)

Kontroller disindaki tiiplere Amaranthus retroflexus L. radix, caulis, folium ve
flos dziitlerinden sirastyla 5.0 pl eklenmis ve tiiplere 1.0 pl %30’luk H202 ile birlikte 3.0
ul pBR322 plazmid DNA’s1 (172 ng/ul) eklenmistir. Oziitler belirli siireyle UV 1sinlarina
tabi tutulup bir miktar yiikkleme tamponu ilave edilerek agaroz jeline koyulmustur.

Calismada, 302 nm dalga boyunda ve 8000 uW/cm yogunluga sahip oda sicakliginda UV
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transliiminator cihazi 151k kaynagi olarak kullanildi. %1.5'lik agaroz jel elektroforezi
uygulamasinin ardindan, jel goriintiileri jel dokiimantasyon sistemi ile elde edildi. Bu

yontemle fotograflar elde edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Amaranthus retroflexus L. Bitki Oziitlerinin TAS, TOS ve OSI Aktivite
Bulgular:

TAS ve TOS degerlerinin hesaplanmasinin ardindan, oksidatif stres seviyesini
belirlemeye yonelik bir gosterge olan OSI (Oksidatif Stres Indeksi) hesaplamasi

gerceklestirilmistir. Bu hesaplama asagidaki formiil ile yapilmaktadir.

Tablo 4.5: Rell Assay Diagnostic Kit Referans Degerleri

TAS REFERANS DEGERLER (mmol Trolox Equiv./L)
>2.0 Cok iyi
1.45 2 Normal
1.2 1.45 Normal Kabul Edilebilir
1 1.2 Diisiik Antioksidan Seviyesi
<1.20 Cok Diisiik Antioksidan Seviyesi
TOS REFERANS DEGERLER (umol H202 Equiv./L)
>5.00 Cok iyi
8 5 Normal Deger
12 8 Yiiksek Oksidan Seviyesi
>12.00 Cok Yiiksek Oksidan Seviyesi

Tablo 4.6. Amaranthus retroflexus L. Oziitlerinin Oksidan, Antioksidan ve OSI degerleri.

0ozUT TAS(mmol Trolox | TOS(umol H:0:2 | OSI(AU)
Equiv./L) Equiv./L)
Kok metanol 3.632837 36.71304 1.011

2.729202 22.09275 0.809

Yaprak metanol 2.753842 39.72174 1.442

Cicek metanol 3.620151 33.71014 0.931

4.2. Amaranthus retroflexus L. Bitkisinin Antimikrobiyal Aktivite Potansiyelinin
Belirlenmesi

Amaranthus retroflexus L. 6ziitlerinin Staphylococcus aureus ATCC25923, E. coli
35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Yarrowia lipolitica NCAMIM YOO591,
Candida albicans ATCC10231, Enterococcus facalis ATCC 29212 suslar1 iizerinde
gerceklestirilen ekim sonuglari, disklerin ¢evresinde meydana gelen zonlara bakilmaistir.

Plaklar, ¢iplak gozle goriilebilecek uzaklikta, yaklasik otuz cm uzakliga ¢ekilerek, zon
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caplari, tiremenin tamamen durdugu noktalar seklinde belirlenmistir. MHA ve SDA
plaklari, yansitilan 151k esliginde koyu renkli zemin {izerinde gozlemlenmis ve diskin
etrafindaki zon c¢aplari cetvel yardimiyla (mm cinsinden) Slgiilmiistiir. Elde edilen zon

caplar1 asagidaki tabloda sunulmustur.

Tablo 4.7: A. retroflexus L. bitki 6ziitlerinin bakteri ve maya suslarinin diskler etrafinda
olusan zon ¢aplarmin degerlendirilmesi ( - sekilde gosterilen disklerde zon olusumu
goriilmemistir.)

Metanol
Oziitler/Susla
r

11.5mm = = = = 14mm

- - - 11mm

Tabloya gore, disk difiizyon testi sonuclarina goére Oziitlerin S. aureus
ATCC25923 tizerindeki etkisi incelendiginde, yaprak Oziitiiniin bu bakteri susu iizerinde
zon olusturdugu goriilmiistiir. Ayrica, E. facalis ATCC29212 susu i¢in hem yaprak hem
de ¢igek Oziitlerinde zon olustugu gozlenmistir. En genis zonlu bolge ise E. facalis
ATCC29212 'in yaprak oziitiinde tespit edilmistir. Staphylococcus aureus ATCC25923
susuna gelince, kok, govde ve ¢igek oziitlerinde zon olusumu saptanmamustir. E. coli
35218, P. aeruginosa ATCC27853 ve C. albicans ATCC10231 suslarina gelindiginde ise,
kok, govde, yaprak ve ¢igek oziitlerinin hic¢birinde zon olusmadigr goriilmiistiir. Benzer
sekilde, E. facalis ATCC29212 susunun kok ve govde oziitlerinde de zon olusumu

gbdzlenmemistir.

4.3. Amaranthus retroflexus L. Bitkisinin DNA Koruyucu Aktivitesinin

Belirlenmesi

PBR322 plazmit DNA's1 kullanilarak yapilan arastirma, bitki 6ziitlerinin DNA
koruyucu etkisini degerlendirmistir. Bu ¢galismada, DNA zincirinde meydana gelen hasari

temsil eden H202 ve UV 1sinlarinin bulundugu ortamda, bitki 6ziitlerinin DNA'ya kars1
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koruyucu etkisi arastirilmigtir. Kok, govde, yaprak ve ciceklerden elde edilen dziitlerin
tiim{, jel dokiimantasyon sistemi kullanilarak incelenmistir. Sonuglar, DNA'y1 olumsuz

etkileyen ultraviyole 1sinlar1 ve H2O2'nin neden oldugu hasara kars1 ziitlerin koruyucu

etkisinin, asagidaki sekilde goriinen bantlar gibi belirgin oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.7: Bitki 6ziitlerinin jel goriintiisi

Jel gorintiisii incelendiginde, Amaranthus retroflexus L. bitkisinin metanol
¢oziiclisii ile elde edilen biitiin oOziitlerinin, kontrollerle karsilastirildiginda DNA

koruyucu etkiye sahip oldugu goriilebilir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Amaranthaceae familyasina ait yapilan literatiir arastirmasi, bu bitki cinsine dair
siirl sayida caligma oldugunu gostermektedir. Bu kapsamda, 6zellikle Amaranthus
retroflexus L. tiiri incelenmis ve gesitli 6ziitler elde edilmistir. Bu 6ziitlerin antioksidan,

antimikrobiyal ve DNA koruyucu etkileri arastirilmistir.

Bu arastirmada, Amaranthus retroflexus L. bitkisinin kok, govde, yaprak ve gicek
kisimlarinin metanol oziitleri lizerinde antioksidan, antimikrobiyal ve DNA koruyucu
aktiviteler incelenmistir. Bu ¢alismada kullanilan yabanci ot tiirii olan Amaranthus
retroflexus L. hakkinda yapilan arastirmalar sonucunda literatiirde bu bitkiye dair

herhangi bir veriye rastlanmamistir.

Bu aragtirma kapsaminda, Amaranthus retroflexus L. bitkisinin kok, gévde, yaprak
ve cicek kisimlarindan elde edilen metanol 6ziitlerinin Total Antioksidan Seviye (TAS)
ve Total Oksidan Seviye (TOS) aktiviteleri "Rell Assay Diagnostic" kitleri kullanilarak

belirlenmistir.

Yapilan c¢alismada, Amaranthus retroflexus L. bitkisinin TAS sonuglarina
bakildiginda, 6zellikle gévde kisminin metanol oziitliniin yliksek diizeyde antioksidan
etki gosterdigi tespit edilmistir. Bunun yam sira, kok, yaprak ve cicek Oziitlerinin de
olduk¢a giiclii antioksidan etkiler sergiledigi goriilmiistiir. Amaranthus retroflexus L.
bitkisinin TAS degerleri dikkate alindiginda, kok kisminin metanol 6ziitiiniin TAS
degerinin >2.0 pmol/L iistiinde (3.63 umol/L) olmasi, antioksidan aktivite agisindan son
derece yliksek oldugunu gostermistir. Diger 6ziitlerin degerlerinin de oldukca olumlu

oldugu gozlemlenmistir.

Amaranthus retroflexus L. bitkisinin TOS degerlerine bakildiginda gévde kisminin
metanol 6ziitiinde yiliksek oksidan etki elde edilirken diger kisimlarinda da ayni sekilde
metanol Oziitlerininde yiiksek antioksidan etki gdostermistir. Amaranthus retroflexus L.
bitkisinin TOS degerleri analiz edildiginde, govde kisminin metanol 6ziitiiniin TOS
degerinin >12 umol/L iistiinde (22.09 pmol/L) olmasi, oksidan aktivite agisindan son
derece yiiksek oldugunu gostermistir. Diger 6ziitlerin degerleri ise daha yiiksek olarak

gbzlemlenmistir.
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Arastirmamizda, Amaranthus retroflexus L. bitkisinin kok, goévde, ¢icek ve
yapraklarindan metanol ekstraksiyonu ile elde edilen 6ziitlerin antimikrobiyal etkisi
degerlendirilmistir. Bu amagla, disk difiizyon yontemi kullanilarak Staphylococcus
aureus ATCC25923, E. coli 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Yarrowia
lipolitica NCAMIM YOO591, Candida albicans ATCC10231 ve Enterococcus facalis
ATCC 29212 gibi bakteri ve maya suslarina karsi inhibisyon etkisi arastirilmistir. Bu
calisma, Amaranthus retroflexus bitkisinin bu patojen bakteri ve mayalar1 inhibe
edebilecek potansiyel bir etken madde veya ilag kaynagi olabilecegini degerlendirmeyi
amaglamistir. Yapilan arastirmalar sonucunda, Enterococcus facalis ATCC 29212
bakterisine karsi en etkili 6ziitlin zon ¢ap1 14 mm ile bitkinin yaprak Oziitii oldugu
belirlenmistir. Benzer sekilde, Staphylococcus aureus ATCC25923 bakterisine karsi da
yaprak Oziitiiniin zon ¢apinin 11.5 mm oldugu gézlemlenmistir. Enterococcus facalis
ATCC 29212'e kars: etkili bir antimikrobiyal etki saglayan diger bir 6ziit ise ¢igek Oziitii
olup, zon ¢ap1 11 mm olarak Sl¢tilmiistiir. Diger 6ziitlerin ise belirgin bir zon ¢apina sahip
olmadig1 goriilmiistiir. Bu antimikrobiyal etkisi olan 6ziitlerin ilgili bakteri ve mayalarin
neden oldugu hastaliklarin tedavisinde ilag olarak kullanilabilirligini degerlendirebilmek
icin daha kapsamli farmakolojik arastirmalara ihtiya¢ vardir. Bu ¢alismanin sonuglari,
oziitlerin etken bilesiklerinin tanimlanmasi1 ve ila¢ olarak potansiyel kullaniminin
degerlendirilmesi amaciyla gelecekte yapilacak caligsmalar i¢cin temel bir 6n calisma

niteligi tasimaktadir.

Arastirmamizda diger bir parametre olarak, Amaranthus retroflexus L. bitkisinin
Oziitlerinin DNA koruyucu etkisi incelenmistir. Bulgular boliimiinde sunulan DNA
koruyucu aktivite sonuglarina gore, bu bitkinin kok, gévde, yaprak ve ¢icek kisimlarinin
metanol Oziitlerinin, oksidatif nedenli tahribattan DNA'y1 koruma yetenegine sahip
oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, Amaranthus retroflexus L. bitkisinin
DNA koruyucu potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak, bu bitkinin kozmetik
sektoriinde Ornegin giines kremleri gibi {irtinlerde kullanilabilmesi i¢in daha kapsamli
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Oziitlerin etken bilesiklerinin tanimlanmasi ve bu
bilesiklerin kozmetik tiriinlerde kullaniminin degerlendirilmesi amaciyla, bu alanda daha
ileri diizeyde farmakolojik arastirmalara ihtiya¢ vardir. Bu ¢alismanin DNA koruyucu
aktivite sonuclari, bitkinin kozmetik sektoriinde potansiyel kullanimina dair temel veriler

saglamak iizere 6n ¢aligsma niteligindedir.
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