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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Gypsophila sphaerocephala TURUNUN FENOLIK ve ESANSIYEL YAG
ICERIGININ BELIRLENMESIi, ANTIOKSIDAN ve SITOTOKSIK
AKTIVITESININ INCELENMESI

Sebnem DEGIRMENCI

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dali

Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Ahmet ALTAY

Bu c¢alismada, Gypsophila sphaerocephala tiirtiniin fenolik ve esansiyal yag igeriginin
belirlenmesi, antioksidan ve antiproliferatif aktivitesinin incelenmesi amaglanmustir. Bitkiden
elde edilen su ve metanol ekstreleri’nin toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlar sirasiyla
Folin Ciocalteu ve Aliiminyum kloriir kolorimetrik metoduyla, fenolik ve esansiyel yag
icerikleri ise sirasiyla RP-HPLC ve GC-MS analizleriyle belirlendi. Ekstrelerin antioksidan
aktiviteleri DPPH serbest radikalini giderme, ABTS katyon radikalini giderme, Fe?* metal
iyonlarini selatlama ve bakir (I1) iyonlarini indirgeme kapasiteleri tizerinden degerlendirildi.
Ekstrelerin, meme (MCF-7), kolon (HT-29) ve karaciger (HepG2) kanser hiicre hatlarina kars1
antiproliferatif aktiviteleri XTT testleriyle incelendi. Bitkinin metanol ekstresinin fenolik ve
flavonoid igerik bakimindan su ekstresine kiyasla daha zengin oldugu gozlendi. HPLC
analizleri sonucunda, bitkinin yapisinda bol miktarda 3,4-dihidroksibenzoik asit, p-
hidroksibenzoik asit, vanilin, sirinjik asit, vanilin ve rosmarinik asit tespit edilmistir. Fenolik
iceriklerine paralel olarak, bitkinin metanol ekstresi’nin DPPH radikal stipiirme, metal
selatlama ve bakir indirgeme kapasitelerinin daha yiiksek oldugu gdzlendi. Su ekstresinin ise
ABTS katyon radikalini daha fazla siipiirdiigii gozlendi. GC-MS analizleri bitkinin esansiyel
yag igerigi bakimindan oldukg¢a zengin oldugu ortaya konuldu. Sitotoksisite testleri sonucunda,
metanol ekstresinin su ekstresine kiyasla kanser hiicre hatlarina karsi daha yiiksek
antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu ve en yiiksek aktiviteyi HepG2 hiicrelerine karsi
sergiledigi goriildii. Elde edilen veriler 1s18inda, bu calismada kullanilan Gypsophila
sphaerocephala tiiriiniin fitoterapide degerlendirilebilecek potansiyele sahip oldugu sonucuna
varilmistir.

2019, 68 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, Fenolik igerik, GC-MS, HPLC, Gypsophila
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ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION of PHENOLIC and ESSENTIAL OIL CONTENT of
Gypsophila sphaerocephala SPECIES, INVESTIGATION of ANTIOXIDANT
and CYTOTOXIC ACTIVITY

Sebnem DEGIRMENCI

Erzincan Binali Yildirim University
Institute of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ahmet ALTAY

The aim of this study was to determine the phenolic and essential oil content of Gypsophilia
sphaerocephala species and its antioxidant and antiproliferative activity. Total phenolic and
flavonoid content of water and methanol extracts obtained from the plant were determined by
Folin Ciocalteu and Aluminum chloride colorimetric method, respectively, individual phenolic
and essential oil contents were determined by RP-HPLC and GC-MS analysis, respectively.
Antioxidant activities of the extracts were evaluated on the basis of their ability to scavenge
DPPH free radicals and ABTS cation radicals, chelate Fe? * metal ions and reduce copper (I1)
ions. Antiproliferative activities of the extracts against breast (MCF-7), colon (HT-29) and liver
(HepG2) cancer cell lines were examined by XTT tests. Methanol extract of the plant was
observed to be richer in terms of phenolic and flavonoid content than water extract. HPLC
analysis revealed that 3,4-dihydroxybenzoic acid, p-hydroxybenzoic acid, vanillin, sirinjic
acid, vanillin and rosmarinic acid compounds were abundant in the plant. In parallel with the
phenolic contents, it was observed that the methanol extract of the plant had higher DPPH
radical scavenging, metal chelating and copper (Il) reduction capacities. GC-MS analysis
revealed that the plant is rich in essential oil content. As a result of cytotoxicity tests, methanol
extract showed higher antiproliferative activity against all tested cancer cell lines than water
extract, and especially showed the highest activity against HepG2 cells. In the light of the data
obtained, it might be concluded that Gypsophilia sphaerocephala species used in this study has
the potential to be evaluated in phytotherapy.

2019, 68 Pages

Keywords: Antioxidant activity, Cytotoxicity, GC-MS, Gypsophila sphaerocephala,
HPLC, Phenolic content
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SIMGELER ve KISALTMALAR

Simgeler
ABTS+ 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) radikali
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DNA Deoksiribontikleik asit
DPPH- 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikali
iPP Isopentenildifosfat
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DMSO Dimetil siilfoksit
EDTA Etilen diamin tetra asetikasit
HPLC Yiiksek performansli sivi kromatografisi
ROS Reaktif oksijen tiirleri
SD Standart sapma



1. GIRIS

Bitkiler diinyanin var olusundan giiniimiize kadar insanligin her tiirlii ihtiyacini karsilayan
temel canlilar olmustur. Gegmiste insanlar temel besinlerini temin etmek ve bazi saglik
sorunlarin1 gidermek i¢in Oncelikle sifali bitkilerden faydalanmislardir. Giiniimiizde
insanlarin dogala yonelmesi ile birlikte dogaya geri doniis baglamis olup tibbi ve aromatik

bitkilere olan ilgi giin gegtik¢e artmaktadir (Gezgin, 2006; Kogyigit, 2005).

Bugiin bitkisel metabolik iiriinler, diinyanin bir¢ok yerinde ilag hammaddesi olarak
kullanilmaktadir. Kullanilan ilaglarin  biiyiikk bir oranmi bitkisel kaynaklar
olusturmaktadir. Gilinlimiizde gelismis veya gelismekte olan iilkelerin biiyiikk bir
cogunlugu saglik problemlerini gidermek i¢in modern tibbin yanisira sifali bitkilere
bagvurmaktadir. Hale hazirda regete ile satilan ilaglarin yaklasik % 25’ ni bitkisel kokenli
kimyasallar olusturmaktadir (Richard, 2011).

Bitkilerden elde edilen ikincil (sekonder) metabolitler (flavonoid, alkaloid, terpenoid ve
tanin gibi) bazi hastaliklarinin tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
(Korukluoglu vd., 2006). Bu yiizden, tibbi ve aromatik bitkiler, birgok bilim insaninin
ilgisini ¢ekmistir (Bozkurt ve Goker, 1981; Turan, 2000). Sifal bitki sayisinin Tiirkiye'de
600 civarinda oldugu rapor edilmektedir (Baytop, 1999; Alpinar ve Sacli, 1997).

Kanser vakalarini da igeren bir¢ok hastaligin ve metabolik diizensizliklerin nedenlerinden
biri de, viicutta olusan serbest radikallerdir. Serbest radikaller hiicre igerisinde ¢esitli
tahribatlara neden olurlar. insan viicudunda bu serbest radikallere karsi koruyucu
sistemler mevcuttur. Fakat yogun stres altinda bu sistemler islevlerini yerine getiremezler
ve boylece viicut kendini bu serbest radikallere karsi koruyamaz. Bu tiirler hiicrelerin

DNA'larina saldirarak kanser basta olmak {izere ¢esitli hastaliklara neden olurlar.

Serbsest radikaller ortaklanmamus elektronlara sahip kararsiz atomlar, atom gruplari veya
molekiiller olarak tanimlanmaktadir (Akkus, 1995). Serbest radikaller, hiicrelerde hayati
fonksiyonlara sahip protein, karbohidrat, lipid ve niikleik asit gibi makro molekiillerine
etki ederek tahribatlara yol agabilmektedirler (Henrikson,1992). Ote yandan, hiicreler
serbest radikallerin zararli etkilerini gideren veya engelleyen antioksidan molekiillere
sahiptirler (Halliwell, 1996; Stadtman, 2002).



Gelisen teknolojiyle birlikte, siirekli artan bir ¢evre kirliligi ve modern yasam tarzi kanser
basta olmak iizere bir¢ok hastaliga davetiye ¢ikarmaktadir. Giin gegtikge diinya iizerinde
bu hastaliga yakalanan bireylerin sayisinda ve yine bu hastliktan dolayr hayatini
kaybedenlerin sayisi da artmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapdtik ilaglar
yiiksek maliyetli olmakla birlikte tedavi sirasinda veya sonrasinda birgok istenmeyen yan
etkilerede sahiptirler. Bu arzu edilmeyen yan etkileri gidermek veya minimize etmek i¢in
dogada var olan tibbi ve aromatik bitkilerden kansere kars1 etkin tedavi araci olabilecek
ve tedavide yan etki sergilemeyecek molekiillerin izole edilmesi, bunlarin yapilarinin
acikliga kavusturulmasi ve kemoterapétik ilag olarak degerlendirilebilecek bir seviyeye

ulasgtirilmasi dnemli bir caligma alani olarak goriilmektedir (Akdulum, 2011).

Bu ¢alismada, Erzincan iline endemik Gypsophila sphaerocephala tiiriinden elde edilen
farkli ekstraktlarin (hegzan, metanol ve su) fenolik ve esansiyel yag i¢erikleri, antioksidan

ve sitotoksik 6zelliklerinin arastirilmasi amag¢lanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Serbest Radikaller

Oksidasyon canli organizmalar i¢in ¢ok Onemli bir siirectir. Oksijen insanlarin
yasamlarin1 devam ettirebilmeleri i¢in ¢ok onemli bir molekiildiir. Oksijenin eksik
indirgenmesi ayrica reaktif oksijen tiirlerinin de (ROS) olusmasina sebep olmaktadir.
Hiicreyi tahrip eden bu reaktif oksijen tiirleri, antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz
kaldig1 durumlarda hiicre oliimlerine sebep olmaktadir. Oksijenin bu yiikseltgeyici
Ozelliginden anaeroplarin yanisira aeroplar da zarar gormektedirler (Davies, 2000;

Koksal, 2007).

Dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron bulundururan atom veya

molekiiller serbest radikal olarak tanimlanir. (Halliwell, 1990).

Metabolizmadaki serbest radikallerin en biiyiikk kaynagi reaktif oksijen veya nitrogen
tirleridir. Reaktif oksijen tiirleri endojen ve ekzojen kaynaklidirlar. Endojen kaynaklar
elektron transport sistemi, bazi enzimatik reaksiyonlar, oksidasyon reaksiyonlardir.
Ekzojen kaynkalar ise UV ismlari, radyasyon, sigara kulanimi, yanlis beslenme ve

kanserojen maddelerdir (Aksoy, 2002).

Tablo 2.1. Serbest radikal kaynaklar1 (Giilgin, 2012)

Endojen Kaynaklar Ekzojen Kaynaklar

Mitokondrial elektron transport zinciri Diyet faktorleri

Redoks reaksiyonlari Sigara duman:

Fagositik ve endotelyal hiicrelerdeki

oksidatif reaksiyonlar Zararli 1gmlar (x-ray, UV)
Otooksidasyon reaksiyonlari Ksenobiyotikler
Aragidonik asit metabolizmasi Mlaglar

Enzimler (Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz) Pestisitler




Stiperoksit (O2-7), hidroksil (OH), peroksil (ROO), alkoksil (RO"), nitrik oksit (NO’)
radikalleri reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak bilinir (Ames vd., 1993; Giilgin, 2012).
Ayrica, singlet oksijen (*O), hidrojen persoksit (H202), hipoklorik asit (HOCI) gibi
radikal olmayan fakat radikal 6nciisii olan yapilar bu gruba dahil edilmektedir. H2O3,
gecis metalleriyle reaksiyona girerek serbest radikallerin olusumuna sebebiyet
vermektedir. Fe (II) varligina, siiperoksit radikali (O2-") bu element ile tepkimeye girerek
Fe (II)’ye indirger. Akabinde, Fe (II)’de H20: ile reaksiyona girerek hidroksil radikalini
(OH") olusturur. Bu reaksiyon Fenton reaksiyonu olarak bilinmektedir (Donaldson,
1994):

Fe(lll) + O, — Fe(l) + O

Fe(ll) + H02 — Fe(ll) + OH + OH (Fenton Reaksiyonu)

Ote yandan, H20,, Oz~ ile de dogrudan reaksiyona girerek OH' radikalini olusturabilir ve
bu reaksiyon Haber-Weiss reaksiyonu olarak adlandirilmaktadir (Draper, 1990;
Donaldson, 1994):

H0, + O — OH + OH + O (Haber-Weiss Reaksiyonu)

OH' en zararh etkisi lipidler iizerinde gerceklestirdigi lipid peroksidasyonudur. Lipid
peroksidasyonu neticesinde membran yapisi, membran gegirgenligi ve hiicre bilesenleri
zarar gordiigiinden hiicre 6liime kadar gidebilmektedir (Giilgin vd., 2003). Ote yandan,
peroksidaz ve katalaz gibi enzimatik antioksidanlar hidrojen peroksiti (H20) hiicrelerden

uzaklastirma gorevini tistlenmislerdir (Ahmad vd., 2008).



Tablo 2.2. Reaktif oksijen tiirleri ve serbest olmayan radikaller (Giilgin, 2012)

Radikal Yapilar Radikal Olusturan Yapilar
Stiperoksit radikali 02" Hidrojen peroksit H202
Hidroksil radikali HO Singlet oksijen 10,
Hidroperoksil radikali HOO Ozon O3
Lipid radikali L Lipit hidroperoksit LOOH
Lipid peroksil radikali LOO"  Hipoklorit HOCI
Peroksil radikali ROO"  Peroksi nitrit ONOO
Lipid alkoksil radikali LO Diazot trioksit N203
Azot dioksit radikali NO2"  Nitrik asit HNOs
Nitrik oksit radikali NO Nitril kloriir NOCI
Nitroksil katyon NO* Nitroksil anyon NO-
Protein radikal P Nitrik oksit N20

2.2. Antioksidanlar
Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
tahribatlar1 engellemek igin hiicreler antioksidan savunma sistemleri olarak bilinen bazi

savunma mekanizmalarina sahiptirler. (Aksoy, 2016; Quintanilha vd., 1982).

Antioksidanlar, dort farkli yontemle oksidanlari etkisiz kilarlar (Gokpinar vd., 2006; Sit,
2011); 1) Temizleyici etki (Zintzen, 1997), 2) Sondiirme etkisi (Packer, 1991), 3) Zincir
kirict etki (Van-Der Meulen vd., 1997), 4) Onarici etki (Evelson ve Ordonez, 1997).

Antioksidanlar, yapilarina gore enzimatik ve non-enzimatik olmak iizere 2 grupta
simiflandirilabilirler. Enzimatik olmayan antioksidanlarin bir¢ogu disaridan diyetle

alinirlar. Bunlar; albumin, glutatyon, askorbik asid, a-tokoferol, -karoten, koenzim Q10,



lutein, drik asid, bilirubin ve birgok polifenolik bilesiklerdir. Enzimatik olan
antioksidanlar ise siiperoksit dismiitaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon
rediiktaz (GR) ve katalaz (CAT) gibi enzimleri igerirler (Sroka ve Cisowski, 2003).

ANTIOKSIDANLAR
EMNZINATIE AWNTIOESIDANL AR NOMN-EMZIMATIE ANTIOESIDANL AR
Primer Enzimler Mineraller ‘ - Witaminler
CAT, 30D - Selenyum ACE
karoten Urgano sulior
Sekonder Enzimler Likopen " = IBDJ.;E E].l -
Glutatyon Reditktaz | o
Diasik meol kiitlell antiokzidanTlar
Glutatyon - Eofatoler
Polifencller 7| KoenzimQ1d
.
¥
I Flavonoidler I | Fenolik asitler
Hidrolksi-
- 5 - = zinnamik
Flavonoler Flavanoler Antfosryamdin Agitler
Euersetin Katezin Sivanidin
i i + H:ldID]::Sl—
[zoflovonudler Flavonenlar Flawvonlar * benzoik
Genistein Hesperitin Krisin Asitler

Sekil 2. 1. Antioksidanlarin yapilarina gore siniflandirilmasi (Ratnam vd. 2006)

2.2.1. Enzimatik antioksidanlar
2.2.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD, siiperoksit radikallerini (O2") hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijene (O2)
dondstiirir (Kwee vd., 1991).

20, + 2H" — H02 + O3



SOD ailesinin tiim tiyeleri aktif bolgelerinde metal iyonu bulundururlar. SOD’un genetik

silinmesinin alt organizmalarda oOliimciil mutasyona sebep oldugu gosterilmistir
(Fridovich, 1989).

2.2.1.2. Katalaz (CAT)

CAT enzimi H202 molekiillerinden olusabilecek OH- radikallerinin olusmasini
engellemektedir. (Gaetani vd., 1996). H2O2 molekiilii bu enzimin varliginda oksijen ve

suya pargalanir.
2H0, — 02 + 2H20

Katalaz enzimi ayn1 zamanda fenoller, formik asit, formaldehid ve alkoller gibi bilesikler
tizerinde peroksidatif aktivite de gosterir. Bu reaksiyonda diisiik molekiil agirlikli

alkoller, bir elektron dondr gorevi yaparlar (Shahidi, 1996).

2.2.1.3. Glutatyon peroksidaz (GPx)

GPx peroksit molekiilleri (peroksit, hidrojen peroksit ve hidroperoksitler) alkollere
indirgeyerek bu molekiillerden olusabilecek hidroksil radikallerinin olusumunu engeller
(Sen ve Chakraborty, 2011). Buna ilaveten, hidroperoksitler tarafindan hemoglobinin

methemoglobine doniisiimii bu enzim tarafindan engellenmektedir.

GPx, her birinde selenosistein igeren 4 alt birimden olusur. Rediikte glutatyonu
yiikseltgerken H20.’i de suya cevirir ve bdylece membran lipidlerini ve hemoglobini
oksidan strese kars1 korur. (Akkus vd, 1996). Ayrica GPX yetersizligi selenyum eksikligi
sonucu olabilir. Ciinkii selenyum bu enzimin bir integral parcasidir (Jialal ve Grundy,
1993).

2.2.2. Non-enzimatik antioksidanlar
2.2.2.1. Vitamin A

A vitamini yagda ve organik ¢oziiclilerde ¢oziinen fakat suda ¢ok az miktarda ¢dziinen
bir vitamindir, ve bu vitaminin fazlas1 karacigerde depolanir ( Sekil 2.2.). Molekiil

yapisinda ¢ift baglar bulunmaktadir ve bu baglar havadaki oksijen tarafindan kolaylikla



oksitlenebilir ve bunun neticesinde aktivitesinde diisiis gozlenir. A vitamini gorme,
lireme, biiylime ve epitel dokusunun saglamlig1 gibi bir ¢ok dnemli fonksiyona sahiptir
Bu bilesiklere “retinoidler” de denir. Retinol, retinoik asit, retinal ve beta—karoten bu

grupta bulunur.

CH CHs CHs
XXX 0H
CHj

CHs

Sekil 2.2. A vitamini'nin kimyasal yapisi

B-C (provitamin A) ve retinoidler vitamin A’nin Onciisidiirler ve 6nemli biyo-
antioksidanlardandir. Bunlar polien zincir atomlarina baglanarak veya polien zincir
atomlarinin a-karbonundan proton ayirarak serbest radikallerin giderilmelerini saglarlar
(Burton and Ingold 1984). Ayrica, provitamin A ve retinoidler polien zincirinde singlet
oksijen (*0z) gibi uyarilmis molekiillerini etkisiz hale getirirerek antioksidan

aktivitelerini sergilerler (Krinsky ve Deneke, 1982).
2.2.2.2. Vitamin C

C vitamini insanlar i¢in esansiyel (diyetle alinan) bir vitamin olup Onemli bir
antioksidandir  (Sekil 2.3.). C vitamini lipidler, DNA ve proteinler gibi
makromolekiillerin oksidatif hasarina yol acan reaktif oksijen tiirlerinin olumsuz
etkilerini azaltirak kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, felg, nérodejeneratif hastaliklar
ve katarakt olusumu gibi kronik hastaliklarin olusumunu da azaltir (Halliwell ve

Gutteridge, 1999).

OH
O

HO

O

HO  OH

Sekil 2.3. Askorbik asitin molekiiler yapist (Gerald vd. 2017)



Bir molekiiliin indirgeme kapasitesi onun antioksidan potansiyelinin bir gostergesidir.
Oksidasyona ugrayan molekiiller, indirgeme potansiyellerinin yiliksek olmalarindan
dolay1 askorbik asit tarafindan indirgenebilirler. Bu sebeple askorbik asit antioksidan

kapasite sergilemektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Bazi antioksidan bilesikler serbest radikalleri siipiirecek veya notralize edebilecek
hidrojen atomlarina sahiptir. C vitamini serbest radikallere H atomunu vererek onlari
notralize etmekte ve kendiside “askorbat radikali” formuna doniismektedir. Ancak,
askorbat radikalinin rezonans yapisi onu oldukga kararli kilmakta ve boylece serbest
radikallere nispeten ¢ok daha az reaktif 6zellik gostermektedir. (Buettner ve Jurkiewicz,
1996).

+2H+, -2e-
HO OH /HODH\HO OH
O HY e e o
Q0 «—«» O —» O
— £
-O OH o) 0 0 0
Askorbat Askorbil radikal Dehidroaskorbik
(monodihidroaskorbik asit) Asit

Sekil 2.4. Askorbik asitin indirgenme ve yiikseltgenme mekanizmalari (Gerald vd. 2017)

2.2.2.3. Vitamin E

E vitamini, suda ¢oziinmeyip Yyag ve organik c¢oziiciilerde ¢Oziinen ve giglii bir
antioksidan aktivite sergileyen bir vitamindir (Sekil 2.5.). Metabolizmada bir¢ok
fonkiyona sahiptir bunlar arasinda serbest radikalleri ndtralize etmek, hiicre
membranlarinin zarar gérmesini 6nlemek ve hiicre duvarin1 korumak gibi gorevler
sayilabilir. Ayrica, alyuvarlar1 korumak, kalp hastaliklari, katarakt ve bazi kanser

tiirlerinin gelisimini engellemek gibi fonksiyonlarada sahiptirler.



Sekil 2.5. E vitamini'nin kimyasal yapisi

Vitamin E’nin serbest radikal silipirme ve endojen savunmayir onarma

mekanizmalarindan dolay1 giiclii ve genis bir antioksidan kapasiteye sahip oldugu rapor

edilmistir (Van-Der Meulen vd., 1997).

Tokoferoller antioksidan olarak bilinmelerine ragmen her kosulda koruyucu etki
gostermezler (Frankel, 1980). Oksidatif stres kosullarinda artan oranlarda o- tokoferol
varliginda lipid peroksidasyonunu baglatabilen a-tokoferol radikalleri olusur.
Organizmada antioksidan orani dengede oldugu durumlarda, diger antioksidanlar
tarafindan a-tokoferol radikalleri tekrar a-tokoferole indirgenir ve pro-oksidan aktivitesi
durdurulur ( Rietjens vd., 2002). Ancak artan oksitadif stres kosullari altinda, artan
miktarda a-tokoferol ile meydana gelen a-tokoferol radikalleri daha fazla olusacaktir ve
organizmadaki diger antioksidanlar bu radikalleri durdurmaya yeterli gelmeyecektir. E
vitamini yaygin olarak giines kremleri ve cilt kozmetiklerinde bulundugundan
kullanimina dikkat edilmelidir. Asir1 kullaniminda cilt kanserlerine yol agtig1 yapilan

caligmalarda gosterilmistir (Mitchel ve Mccann, 1993).

CH,
o
CigHz
CHs CHs
o-TOC-OH o-TOC-0 + LH —» oTOC-OH +L"
T [ L'+0, —= LO0

LOO +LH —= LOOH +L
AOX-0 AOX-OH |

Lipid peroksidasyonu

Sekil 2.6. Tokoferol'iin pro-oksidan aktivitesi (Frankel, 1980)
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2.2.2.4. Karotenler

Yiksek bitkilerin kloroplastlarinda bulunan ve genellikle klorofil ile maskelenen fakat
bitkinin yaslanmasiyla pargalanan Kloroplastlar sari-portakal renkteki karotenoidleri
ortaya cikarmaktadirlar. Ote yandan, karotenoidler plastidlerde yari-kristal yapilar
halinde bulunmaktadirlar ve tetraterpen olarak siniflandirilmaktadir Terpenler 5. karbona

baglanmis izopentandan olusmaktadir (Kopsell ve Kopsell, 2006).

Karotenoidler yapilarinda konjuge ¢ift baglar igerirler ve bundan dolay1 singlet oksijeni
bastirirarak, serbest radikalleri siipiirerek ve hidrojen peroksidin olusumunu azaltarak

giiclii bir antioksidan aktivite sergilerler (Gok ve Serteser, 2003; Anil, 2006).

Sekil 2.7. Beta karotenin kimyasal yapis1 (Kdksal, 2007)

Karotenoidlerin disiik oksijen varliginda iyi bir antioksidan 6zellik sergiledigi fakat
oksijen konsantrasyonun arttig1 durumlarda bu 6zelligini kaybettigi ve hatta prooksidan
ozellik gosterdigi belirtilmektedir. Nitekim, yiiksek oksijen varliginda B- karotenin
prooksidan o6zellik gosterdigi rapor edilmistir (Von Elbe ve Schwartz, 1996).
Karotenoidler diisiik oksijen varliginda molekiiler oksijene karsi koruyuculugunun
yaninda lipit peroksidasyonunu da dnlemektedir (Burton, 1989). Ote yandan, karotenoid
konsantrasyonu da onun antioksidan giiciinii etkileyebilmektedir. Nitekim, yiiksek
konsantrasyonlarda, karotenoidlerin antioksidan kapasitelerinde diisiis oldugu ve hatta
prooksidan etki gosterdikleri rapor edilmistir (Paolini vd., 1999).

2.2.2.5. Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler yapilarinda en az bir aromatik halka ve bu halkaya bagli bir veya daha
fazla sayida hidroksil grubu bulunduran bilesiklerdir. Yapisal olarak biiyiik
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farkliliklarindan dolay1 fenolik bilesiklerin binlerce ¢esidi bitkilerde tanimlanmis olup
birinci derecede gerekli olmayan ikincil (sekonder) metabolitlerdir (Coskun, 2006).

Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Fenolik
asitlerde, hidroksi benzoik ve hidroksi sinamik asit olmak tizere iki gruba ayrilir. Salisilik
asit, hidroksibenzoik asit, gallik asit, vanilik asit bilesikleri hidroksi benzoik asit grubuna
ornek olarak verilebilir. Kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve o-kumarik asit ise

hidroksi sinamik asitlere 6rnek olarak verilebilir (Balasundram vd., 2006).

Fenolik bilesikler antioksidan Ozelliklerini serbest radikalleri sonlandirici ve metal
selatlama gibi 6zellikleriyle gosterirler (Stevenson ve Hurst, 2007). Bazi1 bitkilerden elde
edilen fenolik bilesikler antioksidan olarak kabul edilmekte ve ticari olarak
uretilmektedirler. Bitkiler antioksidan aktiviteleri basta flavonoidler olmak iizere sinamik

asit tiirevleri ve kumarinler gibi fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir.

Fenolik bilesikler, yapilarinda bulunan OH gruplar1 vasitasyla oksidanlara H atomu
vererek antioksidan ozelliklerini sergilerler. Fenolik antioksidanlar lipid radikallerine H*
vererek lipid oksidasyonu ile etkilesirler. Ayrica, peroksil (ROO-) ve alkoksil (RO-)
radikallerini de parcalayarak lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu sonlanmasini

saglarlar (Michalak, 2006).

ROO + AH __  ROOH + A
RO + AH _ ROH + A
ROO + A _.  ROOA
RO + A ROA

Neticede olusan fenoksil radikali yeni bir radikal olusumuna sebebiyet vermemeli veya
zincir reaksiyonu ile oksidasyona maruz kalmamalidir. Bu baglamda, fenolik
antioksidanlar milkemmel H* ve € saglayicilaridirlar. Fenoksil radikali ¢iftlenmemis
elektronlarin stabilitesini sahip oldugu aromatik halka etrafinda lokalizayon ile

dengelenir. Fenolik asitler ve esterlerinin antioksidan kapasiteleri sahip olduklart OH
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grubu sayisi ile artmaktadir (Feredioon vd., 1992). Orto veya para pozisyondaki OH"

gruplar1 fenolik bilesigin antioksidan aktivitesini artirir.

2.2.2.6. Flavonoidler

Flavonoidler, gidalarda yaygmca bulunan ve gidalara renklerini veren C6-C3-C6
yapisinda olan polifenolik bilesiklerdir (Formica ve Regelson, 1995). Flavonoidler,
flavonlar ve izoflavonlar, antosiyanidinler ve proantosiyanidinler, flavanonlar,
flavonollar, katesinler, kalkonlar ve auronlar olarak gruplandirilabilir (Halfon, 2005).
Antosiyanidinler, dogal renk maddeleridirler ve sebzelere, meyvelere, meyve sularini

renklerini verirler (Vining, 1990).

Apigenin ve luteolin flavonlara 6rnek olarak verilebilir. Kaemferol, kuersetin, mirisetin,
isoramnetin flavonollara 6rnek olarak verilebilir. Flavanonlar, yapilarindaki ortada
bulunan halkada c¢ift bag icermemeleri ile flavonlardan ayrilmaktadirlar. Naringin,
hesperidin, naringenin, elma ve armutta bulunan floretin ve floridzin 6rnek olarak
verilebilir (Saldamli, 2007).

Flavon Flavonol

Sekil 2.8. Flavon ve flavonoidlerin kimyasal yapilari

Katesinler gidalarda yaygin olarak bulunan ve flavon-3-ol yapisina sahip flavonoid
grubunu olustururlar. Hem kimyasal hem de enzimatik olarak hava oksijeni ile kolaylikla
kondanse olarak proantosiyanidinleri olustururlar. Katesin, gallokatesin, epikatesin,
epigallokatesin bilesikleri bu gruba 6rnek olarak verilebilir (Shahidi ve Naczk, 1995).

Ayrica, auronlar ve kalkonlar da flavonoidlerin 6nemli bir kismini olustururlar.

13



OH

” ‘
HO “ ©
“"OH
OH o

Katesin Flavanon

Sekil 2.9. Katesin ve flavonon'larin yapilari
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Auron Kalkon
Sekil 2.10. Auron ve kalkonlarin kimyasal yapilari

2.3. Esansiyel Yaglar

Eterik yaglar ya da ugucu yaglar olarak bilinen esansiyel yaglar, bitkilerde tohum, meyve,
cicek, kok ve yaprak gibi kisimlardan farkli ekstraksiyon yontemleri ile edilen ikincil
metabolitlerdir (Bozari, 2012; Hussain, 2009). Bu maddeler lipofilik maddeler
oldugundan hiicre zarindan kolaylikla gecebilirler ve sentezlendikleri bdlgelerden
bitkinin diger organlarina floemle taginirlar. Bitkide savunma araci olarak kullanilan bu
bilesikler, floemi hedef olarak secen afid gibi parazit canlilar1 dogrudan etkilemek
suretiyle bitkiyi koruyabilirler ya da tasindiklar1 yaprak veya primer gévde kisimlarinin
heterotrof canlilar tarafindan tiiketilmesine kars1 benzer sekilde koruma saglayabilirler.
Ancak bitkiler bu kimyasallar1 sadece biinyelerinde bulundurarak savunma yapmazlar.
Yapraklardan ya da kokten saliverme yoluyla ugucu yaglarin eksiidasyonu saglanabilir.
Bir kismi aromatik olan bu bilesenler bir yandan ¢ekici o6zellikleriyle hayvanlar

cezbederken diger yandan yakininda bulunan bitkilere, koklerine yakin yasayan
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bakterilere, mantarlara veya bitkilere karsi tehdit olusturmak suretiyle kendilerini

korurlar. Bu etki allelopatik etkidir (Bozari, 2012).

Esansiyel yaglarda c¢esitli kimyasal siniflardan bulunan bilesenler baskin olarak
terpenlerdir, fakat fenilpropanoidler, yag asitleri ve diger bilesenler herzaman olmasa da
mevcuttur. Bu hidrokarbonlar ve oksijenli tiirevleridir ve ayrica azot ve kiikdirt
icerebilirler. Bu bilesikler genel olarak diisiik kiitleli molekiillerdir ve sudaki

¢ozunirlikleri sinirhdir (Griffin vd., 1999; Weidenhamer vd., 1993)

Esansiyel yaglarin smiflandirilmasi ve adlandirilmasi, ¢ogunun sistematik kimyasal
siiflandirilmasindan once izole edildigi ve calisildigindan dolayr karmasiktir. Sonug
olarak bir¢ogu sistematik olmayan, siradan ya da yaygin olarak bilinen isimleri ile

taninirlar (Obst, 1998).

2.3.1. Terpen tiirevleri

Terpenler dogal bilesiklerin en genis grubudur ve 30.000 ‘den fazla terpen yapisi
bilinmektedir (Breitmaier, 2006; Dubey vd., 2003). Terpen ismi bu sinifin ilk tanimlanan
iyelerinin izole edildigi, monoterpenlerce zengin ¢am (Pinus spp.) reginesinden elde

edilen Turpentine’den gelir (Breitmaier, 2006).

Terpenlerin bitkilerde sentezlenmesi, iki farkli, ¢gogunlukla boliimsel olarak ayrilmus,
biyolojik yollarla gergeklesir (Dubey vd., 2003). Mevalonik asit yolu ilk once tarif
edilmistir ve agirlikli olarak sitoplazma, endoplazmik retikulum ve mitokondride
seskiterpenleri, sterolleri ve ubikinonlar1 agirlikli olarak {iretir. Dikkat ¢ekici bir sekilde,
ikinci yolun varlig1 ve rolil nispeten dogrulanmis ve karakterize edilmistir. Metabolik
olmayan asit veya metil-eritritol fosfat yolu olarak bilinen bu yol, karotenoidler ve
klorofil fitolleri gibi esansiyel yaglarda bulunmayan diger yiiksek terpenlere ilaveten ¢cok
yonlii hiicreler ve karbondioksitin sentezini saglar. Her iki yol da, terpenlerin temel yap1
taglar1 olan isopentenildifosfat (IPP) ve izomeri dimetil allildifosfat (DMAPP)
tiretmektedir (Croteau vd., 2000; Keszei vd., 2008; Thormar, 2011).
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Sekil 2.11. Isopentenildifosfat (IPP) ve izomeri dimetil allildifosfat (DMAPP) yapilar

2.4. Kanser

Hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde cogalmasi kanser olarak tanimlanmaktadir. Kanser
hiicrelerinin en karakteristik ozellikleri, bagimsiz olarak yasayabilme yetenekleri,
kontrolsiiz ¢ogalabilmeleri kan ve lenf dolagimi araciligiyla diger saglikli doku ve
organlara tasinip metastaz yaparak da saglikli dokularin iglevlerini etkisiz hale
getirebilmeleridir. Kanserleri tehlikeli kilan, tiim bu olaylarin bir araya gelmesidir.
Kanserli hiicrelerin yapilarinda bir¢ok degisiklik olusur. Bunun yaninda hiicrede diizenli
yapilan gorevlerde de degisimler goriiliir. Kanserli hiicreler, saglikli normal bir hiicre iken
yaptiklar1 gorevleri yapamaz ya da bazi yeni gorevler edinirler. Cogalip yayilarak diger
organlara taginan bu hiicreler, fizyolojik dokunma ile ¢gogalma yeteneginin baskilanma
mekanizmasini kaybederler, hiicrelerden gelen sinyallere yanit vermeyip apoptoza da

girmezler (Aslan, 2010).

Kanserin olusumunda degistirilebilen ve degistirilemeyen risk faktorleri rol
oynamaktadir. Degistirilemeyen faktorlere yas, cinsiyet ve aile Oykiisii 6rnek olarak
verilebilirken degistirilebilen faktorlere ise sigara ve alkol tiiketimi, radyasyon, Viriisler,
kot beslenme, gida katki maddeleri, UV 1sinlari, bazi kimyasal maddeler ve hava kirliligi

ornek olarak verilebilir (hsgm.saglik:gov.tr).

Kanser tiplerinin goriilme siklig1 erkek ve kadinlarda ve farklilik gostermekle birlikte
cografi bolgelere ve rklara gore de bu siklikta farkliliklar gézlenmektedir. Cilt kanseri
hem erkeklerde, hem kadinlarda en gok goriilen kanser ¢esididir. Tiirkiye'de bu kanser
cesidini erkeklerde sirastyla akciger, prostat, kalin barsak, rektum, mide ve pankreas
kanserleri izlerken kadinlarda ise meme, akciger, kalin barsak, rektum, serviks, over,
mide ve pankreas kanserleri izlemektedir. Son yillarda, niifus igindeki yasli birey

sayisinin artmasi Ve sigara igenlerin sayisindaki artisa paralel olarak, kanser vakalarinin
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goriilme sikliginda ciddi bir artis géziikmektedir. Hatta, kadinlarda sigara kullaniminin
yayginlasmasi neticesinde akciger kanserinin goriilme sikligt meme kanserine

yaklagmistir (hsgm.saglik:gov.tr).

Trakea,Brong,Akciger 52.5
Prostat
Kolorektal
Mesane
Mide

W Erkek
Non-Hodgkin lenfoma
Bdbrek

Larinks

Tiroid

Beyin, sinir sistemi

0.0 20.0 40.0 60.0

Sekil 2.12. Erkeklerde en sik goriilen kanserlerin yasa gore standardize edilmis hizlari
(hsgm.saglik:gov.tr).

Meme 43.0
Tiroid
Kolorektal

Uterus Korpusu

Trakea,Brong,Akciger
Mide 6.5 H Kadin
Over 6.1

Non-Hodgkin lenfoma 5.0
Beyin, sinir sistemi 4.1
Uterus Serviksi 4.0

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0

Sekil 2.13. Kadinlarda en sik goriilen kanserlerin yasa gore standardize edilmis hizlari
(hsgm.saglik:gov.tr).
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2.5. Bitki Familyasi

Tiirkiye’de Caryophyllaceae familyasinin 35 cinsi  bulunmaktadir. Gypsophila,
familyanin Tiirkiye’deki tiglincii biiyiik cinsini olusturmaktadir (Korkmaz vd., 2010).

Tirkiye’de genel olarak ¢dven, c¢ogen, helvakokii, sabunotu gibi adlarla bilinen
Gypsophila taksonlari yapilarinda barindirdiklari saponin bilesiklerinden dolay1 temizlik
ve gida basta olmak iizere pek c¢ok sanayi dalinda kullanilmaktadirlar (Korkmaz ve
Ozcelik, 2011a; b).

Gypsophila taksonlari genelde Iran-Turan elementidir. Tiirkiye'nin Orta, Dogu ve
Giineydogu Anadolu bélgelerinde yayilis gostermektedir (Korkmaz ve Ozgelik, 2011a).
Tiirkiyede Gypsophila taksonlarinin en ¢ok yayilis gosterdigi yerler Ic Anadolu’nun jipsli
alanlaridir (Geven vd., 2009; Hamzaoglu, 2006).

Sivas-Cankiri, Sivas-Erzincan ve Ankara-Eskisehir arasinda genis jipsli alanlar
bulunmaktadir (Akpulat ve Celik, 2005). Bu alanlarin tarim ve hayvanciliga olanak
saglamamasi, endemik taksonlar i¢in dogal bir koruma ortami olusturmaktadir (Akpulat
ve Celik, 2005). Erzincan, Sivas ve Ankara giizergahi (Sekil 2.15.) bu cinsin 6nemli

yayilis alanlarini olusturmaktadir (Korkmaz ve Ozgelik 2011a).

K

Sekil 2.14. Gypsophila sphaerocephala bitkisi
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Sekil 2.15. Gypsophila sphaerocephala tiiriiniin Tiirkiye'deki yayilis alanlari
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan cihaz, alet ve malzemeler

Hassas terazi (Shimadzu, ATX224), manyetik karistirict (MR Hei-Standart), kompresor
(Rocker 300 Modd), Evaporator (Heidolp), HPLC (Thermo UltiMate 3000), GC-MS
(Thermo Scientific), santrifiij (Isolab 5810 R), CO; inkiibator (Niive, EC160), ters faz
kontrast mikroskopu (Nikon Eclips Ti-U), pH &lger (Mettler Toledo, ABD),
spektrofotometre (Perkin Elmer Lambda 35), -80 °C dondurucu (Haier, DW-86L628), -
20 °C (Haier, DW-40L508), ELISA plaka okuyucusu (Epoch, BioTek), su banyosu
(Niive, ST30-22), ultrasonik banyo (Isolab), biyogiivenlik kabini (Bilser BLF 200).

3.1.2. Kullanilan kimyasal madde ve ¢oziiciiler

Antioksidan aktivite ve fenolik icerik tayininde kullanilan kimyasallar; Na>COs (Sigma-
Aldrich-Germany), AICl3z (Sigma-Aldrich-Germany), NaNO; (Sigma-Aldrich-Germany),
Gallik asit (Sigma-Aldrich-Germany), Trolox (Sigma-Aldrich-Germany), DPPH-
(Sigma-Aldrich-Germany), ABTS: (Sigma-Aldrich-Germany), Etanol (Sigma-Aldrich-
Germany), EDTA (Sigma-Aldrich-Germany), K>S;0g (Merck-Germany), Folin
Ciocalteu reaktifi (Merck-Germany), NaOH (Merck-Germany), EDTA (Fluka,
Switzerland), Dimetil siilfoksit (Sigma-Aldrich-Germany), CuCl, (Merck-Germany),
Neokuprin (Merck-Germany), Ferrozin (Sigma-Aldrich-Germany), FeCl. (Sigma-
Aldrich-Germany), CH;COONH4 (Merck-Germany), BHA (Sigma-Aldrich-Germany),
BHT (Sigma-Aldrich-Germany), troloks (Merck-Germany), o-tokoferol (Merck-
Germany), 5-Fluorouracil (Sigma-Aldrich-Germany). Tripan mavi boyasi (Biological
Industries, Israel), XTT Kkiti (Biological Industries, Israel). Ayrica, HPLC analizlerinde
kullanilan standart fenolik bilesikler ve ¢oziiciiler Sigma-Aldrich ve Merck firmalarindan

temin edilmistir.

Hiicre kiiltiirii caligmalarinda kullanilan hiicre hatlar1 ve besiyerleri; insan meme kanser
hiicre hatti (MCF-7), kolon kanser hatti (HT-29) ve hepatokarsinoma hatti (HepG2)
ATCC (American Type Culture Collection, LGC Promochem, UK) firmasindan ticari

olarak temin edilmistir. Biiylime ortami olarak Eagle’s Minimum Essential Medium
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(EMEM) ve McCoys’s 5A besiyerleri kullanilmistir. Ayrica, bu besiyerlerine %1 L-
Glutamine (Lonza, Belgium), %10 fetal bovine serum (Lonza, Belgium) ve %1 penicillin—
streptomycin (Pen Strep) takviye edilmistir. Yikama ortami olarak PBS (Lonza, Belgium)

kullanilmustir.
3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi
3.1.3.1. Toplam fenolik miktar tayini

Na2COs ¢ozeltisi (%2): 2 gr Na2COs tartildi bir miktar saf suda ¢6ziildii ve son hacim 100

ml’ye tamamlandi.

Folin-Ciocalteu reaktifi (%20): Folin-Ciocalteu reaktifi saf su ile % 20’lik olarak

hazirlandi.

3.1.3.2. Toplam flavonoid miktar tayini

NaNO: ¢ozeltisi (%5): 5 g NaNOz tartildi bir miktar saf suda ¢6ziildii son hacim saf su

ile 100 mL’ye tamamland.

AICl3 ¢ozeltisi (%10): 10 g AICI3 tartildi bir miktar saf suda ¢6ziildi ve son hacim saf su

ile 100 mL’ye tamamlandi.

NaOH ¢ozeltisi (1 M): 4 g NaOH tartildi bir miktar saf suda ¢oziildii ve son hacim saf su

ile 100 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.3. DPPH" radikal giderme aktivitesi

DPPH' Radikali (0.1mM): 5 mg DPPH" radikali tartildi ve 100 ml etanol igerisinde

¢Ozildi.
3.1.3.4. ABTS ™ radikal giderme aktivitesi

ABTS ¢ozeltisi (7 mM): 76,8 mg ABTS saf suda ¢oziindii ve toplam hacmi saf su ile 20

mL’ye tamamlandi.
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K2S20g ¢ozeltisi (2,45 mM): 13,25 mg K2S20g tartildi, bir miktar saf suda ¢6ziindii ve
son hacmi saf su ile 20 mL’ye tamamlandi.
ABTS" serbest radikal ¢dzeltisi: 20 mL 7 mM ABTS ve 20 mL 2,45 mM K3S,0g 1:1

oraninda karistirildi, 734 nm’de yaklasik 0,70 birim absorbans verinceye kadar metanol

ile seyreltildi.
3.1.3.5. Metal selatlama kapasite tayini

FeClox4H20 ¢ozeltisi (2 mM): 19,8 mg FeClox4H20 tartilip saf suda ¢oziindii ve toplam
hacmi saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

Ferrozin ¢ozeltisi (5 mM): 123 mg ferrozin tartildi, bir miktar saf suda ¢6ziindii ve toplam

hacmi saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.
3.1.3.6. Bakir indirgeme (Cu?*-Cu*) kapasitesi tayini

CuCl; ¢ozeltisi (0,01 M): 47 mg CuCl; tartild1 bir miktar saf suda ¢oziildii ve son hacim

saf su ile 50 mI’ye tamamlandi.

Neokuprin ¢ozeltisi (7,5x10°3 M):_78 mg neokuprin tartild1 ve son hacim 50 ml olacak

sekilde etanolde ¢ozildii.

CH3COONHj4 tamponu (1 M; pH:6,5): 7,7 g CH3COONHj4 tartildi bir miktar saf suda
¢oziildiikten sonra pH’s1 6,5’¢ ayarlandi ve akabinde son hacim saf su ile 100 ml’ye

tamamlandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Gypsophila sphaerocephala tiiriiniin toplanmasi, kurutulmasi ve

ekstraksiyonu

Bu ¢alismada kullanilan Gypsophila sphaerocephala tiirii 25.06.2017 tarihinde Erzincan
ili, Tercan ilgesi 1516 m rakiml Cingene yamaglarindan toplandi. Toplanan bitki tiirti
Dog. Dr. Mustafa Korkmaz tarafindan taksonomik olarak teshis edilmistir. Ornekler oda
sicakliginda giines 15181yla temassiz bir ortamda kurutulduktan sonra ¢igek kisimlari
topland1 ve sivi azot kullanilarak toz haline getirildi. Bitkinin bes farkli ekstresi

hazirlandi. Bunun icin toz haline getirilen bitki bes ayri balon igerisine alindi ve
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miktarlarinin bes kat1 olacak sekilde sirasi ile hekzan, diklorometan, etil asetat, metanol
ve su ¢oziiciileri eklendi manyetik karistiricida 24 saat karistirildi. Elde edilen ekstraktlar
Whatman kagidi ile siiziildii. Coziiclileri evaporatorde uzaklastirildi. Numuneler -80
°C’de donduruldu ve 48 saat liyofilize edildi. Deneysel ¢alismalarda kullanilacak olan

numuneler koyurenkli siselerde -20 °C’de muhafaza edildi.

3.2.2. Antioksidan aktivite tayin metotlari
3.2.2.1. DPPH" radikalini giderme aktivitesi tayini

Bitki ekstrelerinin DPPH radikal giderme aktivitesi tayini Blois (1958) metodu ile
gerceklestirildi. Ozetle, 96 kuyucuklu plaka igerisine 210 uL. DPPH: radikali eklendi.
Uzerine metanol ve su ekstreleri’nden degisen konsantrasyonlarda 15 pL (kér igin 15 pL
metanol) eklendi. 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyondan sonra 517 nm’de absorbans
okumasi gerceklestirildi. Absorbanstaki azalis tiip igerisindeki geriye kalan DPPH’
miktarimi yani ekstrenin serbest radikal giderme kapasitesini vermektedir. Bu ¢alismada
standart antioksidan kaynagi olarak troloks, a-tokoferol, BHA ve BHT kullanildi.
Sonuglar, 1Cso (mg/ml) degerleri olarak ifade edildi. ICso baslangigtaki ilk DPPH
konsantrasyonunu % 50 azaltmak i¢in gerekli antioksidan miktar1 ifade etmektedir. Her

bir test en az ti¢ kez tekrar edildi.
3.2.2.2. ABTS" radikal giderme aktivitesi tayini

Bitki ekstrelerinin ABTS™ radikal giderme kapasiteleri Re ve arkadaslarmm (1999)
metoduna gore gergeklestirildi. Ilk olarak ABTS™* radikali olusturmak icin 7 mM ABTS
cozeltisi 2,45 mM potasyum persulfat (K2S20s) ¢ozeltisi 1:1 oraninda karistirilarak
reaksiyona sokuldu. Radikal kullanilmadan 6nce 16 saat oda sicakliginda karanlik
ortamda bekletildi. 96 kuyucuklu plaka igerisine metanol ve su ekstreleri’nden 2,5 puL ve
lizerine seyreltilmis ABTS" radikalinden 250 pL eklendi, karistirildi ve 6 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Inkibasyondan sonra 734 nm’de absorbans okumasi
gerceklestirildi. Standart olarak troloks, a-tokoferol, BHA ve BHT kullanildi. Sonuglar
ICso degerleri olarak ifade edildi. Her bir test en az ti¢ kez tekrar edildi.
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3.2.2.3. Metal selatlama kapasite tayini

Metal selatlama kapasite tayini Dinis ve arkadaslarinin (1994) metoduna gore
gerceklestirildi. 96 kuyucuklu plaka icerisine 50 pL ekstre/EDTA eklendi. Uzerine 185
puL safsuve 5 uL 2 mM FeClz eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Daha sonra 10 pL. 5 mM Ferrozin eklendi. 10 dakika oda sicaklifinda inkiibasyondan
sonra 562 nm’de absorbans okumasi gergeklestirildi. Bu metotda EDTA standart olarak

kullanildi. Sonuglar ICsg degerleri olarak ifade edildi. Her bir test en az {i¢ kez tekrar
edildi.

3.2.2.4. Bakir indirgeme kapasite tayini

Bitki ekstrelerinin bakir indirgeme kapasiteleri, Apak ve arkadaslarinin (2004) metoduna
gore yapildi. Bunun igin ekstrelerin farkli konsantrasyonlar: hazirlandi (10-20-30 pg/ml).
Akabinde, her bir deney tiipiine sirasiyla 0,25 ml CuCl, ¢ozeltisi (0,01 M), 0,25 ml
etanolik neokuprin ¢dzeltisi (7,5x10° M) ve 0,25 ml CH3COONHa (1 M) tampon ¢dzeltisi
eklendi ve 30 dakika inkiibe edildikten sonra 450 nm’de kore kars1 absorbans degerleri
olgiildii. Bu metotda standart antioksidan kaynagi olarak troloks, a-tokoferol, BHA ve
BHT kullanildi.

3.2.3. Toplam fenolik ve flavonoid miktar tayini

3.2.3.1. Toplam fenolik miktar: tayini

Gypsophila sphaerocephala tiiriiniin toplam fenolik miktar tayini Singleton ve Rossi
(1965) metodu ile gerceklestirildi. Ozetle, 96 kuyucuklu plaka igerisine 200 puL %2’lik
Na2COs eklendi. Uzerine 0,031 — 1 mg/mL konsantrasyonlar1 arasinda hazirlanan
metanol ve su ekstrelerinden 10 uL (kor igin 10 uLL metanol) eklendi. Oda sicakliginda 3
dakika inkiibe edildi. Daha sonra 10 uL % 20’lik Folin-Ciocalteu reaktifi eklendi ve 30
dakika oda sicakliginda inkiibasyondan sonra 750 nm’de absorbans okumasi
gerceklestirildi. Standart olarak gallik asit kullanildi. Olusturulan gallik asit kalibrasyon
egrisi grafiginden ekstrelerin sahip oldugu toplam fenolik miktar1 tespit edildi. Toplam
fenolik miktart mg GAE/g ekstre olarak ifade edildi. Sonuglar ii¢ kez tekrarlanarak

standart sapmalarla birlikte verildi.
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3.2.3.2. Toplam flavonoid miktar: tayini

Gypsophila sphaerocephala tiiriiniin toplam flavonoid miktar1 tayini Zhishen ve
arkadaslar1 (1999) tarafindan tanimlanmis olan metoda gore gerceklestirildi. Ozetle, 96
kuyucuklu plaka icerisine 128 pL saf su konuldu. Uzerine 0,25-2mg/mL
konsantrasyonlari arasinda hazirlanan metanol ve su ekstrelerinden 10 puL (kor i¢in 10 pLb
metanol) eklendi. 6 uL %5 NaNO> eklendikten sonra 5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. 6 uL %10 AICIs eklendikten sonra tekrar 6 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Son olarak 40 uL. 1 M NaOH eklendi ve 415 nm’de absorbans okumasi gergeklestirildi.
Standart olarak kuarsetin kullanildi. Olusturulan kuarsetin kalibrasyon egrisi grafiginden
ekstrelerin sahip oldugu toplam flavonoid miktari tespit edildi. Toplam flavonoid bilesik
miktart mg QE/g ekstre olarak ifade edildi. Sonuglar ii¢ kez tekrarlanarak standart

sapmalarla birlikte verildi.

3.2.4. Gypsophila sphaerocephala tiiriiniin fenolik iceriginin RP-HPLC analizleriyle

belirlenmesi

HPLC analizi, UltiMate 3000 Pump, UltiMate 3000 Autosampler Siitun Bodlmesi,
UltiMate 3000 Photodiode Array Detector ve Chromeleon yazilimi ile donatilmig bir
Dionex UltiMate 3000 HPLC sistemi iizerinde gerceklestirilmistir. Ayristirma ayni
malzeme ile paketlenmis bir koruma siitunu ile bir Agilent Zorbax SB-C18 (250 mm x
4.6 mm X 5 um) kullanilarak gergeklestirilmistir. Analiz boyunca kolon 30 °C'de tutuldu
ve UV tespiti i¢in dalga boyu olarak 280 nm secildi. Gradyan eliisyonu, 30 °C'de 1.0
mL/dak. akis hizinda gergeklestirilmistir. Hareketli faz, asagidaki gibi bir gradyan
eliisyonu kullanilarak (A) metanol: su [% 50 (hacim/hacim)] ve (B) su: asetik asit [98:2]

'den olusmustur:

0 - 3 dk, % 0 B; sonraki 3-5 dk, % 8 B; sonraki 5-57 dakika, A-B'den (92: 8) A-B'ye
(28:72) dogru dogrusal degisim, daha sonra 57-60 dak. % 100 A'ya geri doniis. Tim
ornekler bir 0.45 um membran filtreden (Millipore, Milford, MA) siiziildii. Siiziintiiye 20
pL'lik bir alikuot, analiz i¢in HPLC'ye enjekte edildi. Her bir standart fenolik bilesik ve
bitki ekstresi i¢in ti¢ HPLC replikat enjeksiyonlart yapildi.
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3.2.5. Gypsophila sphaerocephala tiiriiniin esansiyel yag profilinin GC-MS ile
belirlenmesi

G. sphaerocephala tiiriiniin esansiyel yag profilinin analizde kullanilan sistem gaz
kromatografisi-kiitle spektroskopisi sistemidir (GC-MS). Bunun i¢in kullanilan sistemde;
15 m x 0.25 mm x 0.25 pm film kolon kullanildi. Dedektdr olarak MS- Electron Impact
dedektor kullanildi. Sistem aplikasyonu 40-320 °C sicaklik araliginda 5 °C/dk artacak
sekilde sicaklik gradienti olusturuldu.

Bitkinin esansiyel yag profilinin belirlenmesinde hekzan ekstresi kullanildi ve bunun igin
ekstre Uluslararasi Yag Komisyonu (IOOC) ve IUPAC tarafindan yayinlanan trans
esterifikasyon prosesi raporlarina gore tlirevlendirilerek metil esterlerine doniistiiriildii
(Paquat vd., 1992). Bu prosediire gore 5 mL’lik bir vidali kapakli test tiipii i¢erisine
yaklagik olarak 0.1 g kuru hekzan ekstresi kondu. 2 mL hekzan eklenip sallayarak hekzan
ekstresi ¢oziildii. Daha sonra oda sicakliginda 0.2 mL 2M Metanolik KOH eklenip kapagi
kapatildi ve 30 saniye vortekslenerek homojenize edildi. Ust faz berraklasincaya kadar
fazlar ayrilmaya birakildi. Metil esterleri igeren iist kisim dekantasyon ile alind1 ve GC-

MS ile analiz edildi. Triagilgliserollerin esterifikasyon reaksiyonlar1 Sekil 3.1’ de

gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Triagilgliserollerin esterifikasyonu (Freedman vd., 1986)
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3.2.6. Hiicre kiiltiirii cahsmalar:
3.2.6.1. Hiicre Kiiltiirii kosullar:

Hiicre kiiltiirii, hiicrelerin laboratuvar kosullarinda kontrollii olarak ¢ogaltilmasidir. Bu
yontemle hiicrelerin daha hizli bir sekilde yetistirilmesi ve ¢ogalmasi saglanmakta ve
birgok molekiiler ve biyokimyasal g¢alismanin da g¢ogaltilan bu hiicreler tizerinde

uygulanmasi saglanmaktadir. (King, 2013).

Bu tez c¢alismasinda ti¢ farkli hiicre hattt kullanilmistir; HT-29 (kolorektal
adenokarsinoma), MCF-7 (gogiis adenokarsinoma) ve HepG2 (hepatokarsinoma).
HepG2 ve MCF-7 hiicre hatlari, %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin-
streptomisin (Pen-Strep) ¢ozeltisi igeren EMEM besiyeri igerisinde kiiltiire edildi. HT-
29 hiicreleri ise yine %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin (Pen-
Strep) ¢ozeltisi iceren McCoys’ SA ortaminda kiiltiire edildi. Kiiltiirler % 5 karbon dioksit
(CO2) ve % 95 nem ile 37 °C' de inkiibe edildi. Hiicre kiiltiirii calismalar1 Biyo Giivenlik
Kabininde (Sinif IT) yapildi.

3.2.6.2. Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi

Sivi azottan alinan kriyo tiipler 37°C su banyosunda ¢ozdiiriildii ve T75 hiicre kiiltiirii
flasklarina aktarildi ve iizerlerine biiyiime ortamini saglamak i¢in 7-8 mL taze besi yeri

ilave edildikten sonra CO; inkiibatoriinde (37°C) inkiibasyona birakildi.
3.2.6.3. Hiicrelerin pasajlanmasi

Belirli bir konfluense (% 80) ulasan hiicrelerin igerisindeki bulunduklari besi yeri ortami
uzaklastirildiktan sonra 4-5 ml PBS tamponu ile yikandi. Akabinde, flask igerisinde
taabana yapisik olarak blyiliyen hiicrelerin tabandan kaldirilmast igin 3-4 ml
tripsin/EDTA ilave edildi ve 5-10 dk. siiresince CO> inkiibatoriide inkiibasyona tabi
tutuldu. Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda tripsininin etkisini gidermek icin 8 ml taze
besiyeri ilave edildi. 800 x g de 5 dk. Santrifiij edilen hiicre siispansiyonundan siipernatan
kisim uzaklastirildi ve pelet tizerine 10 ml taze besiyeri ilave edildi ve 4 adet yeni T75
flask igerisine dagitildi. Pasajlanan bu hiicre kiiltiirleri 37° C” de, % 95 nem igeren % 5

CO: inkiibatoriinde inkiibasyona birakildi.
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3.2.6.4. Hiicrelerin dondurulmasi

Pasajlanan hiicreler belirli bir doluluga (%80) ulastiklarinda deney asamalarinda
kullanilmalar1 amaciyla dondurulma islemine tabi tutuldu. Bunun igin, CO;
inkiibatoriinden alinan flasklar igerisindeki besi yeri uzaklastirildi ve 4-5 ml PBS
tamponu ile yikandi. Flask igerisinde tabana yapisik olarak biiyiiyen hiicrelerin tabandan
kalkmas i¢in tizerine tripsin/EDTA soliisyonundan 2-3 ml konuldu ve hiicre tipine baglh
olarak 5-10 dk CO: inkiibatoriinde inkiibasyonuna tabi tutuldu. Inkiibasyon siiresi
tamamlandiginda tripsinin inaktivasyonu i¢in flask igerisine 8-10 ml taze besi yeri ortami
ilave edildi. Akabinde, hiicre siispansiyonu 15 ml’lik falkon tiplerine aktarildi ve 37° C
de, 800 x g de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatan kisim uzaklastirildiktan sonra, pelet tam
bir biiylime ortaminda (% 10 DMSO igeren 3 ml dondurma ortami) yeniden siispansiye
hale getirildi ve 1.5 mI’lik kriyotiiplere aktarild1 ve hemen - 80 °C dondurucuya konuldu.
Bir giin sonra, kriyotiipler sivi azot buharinda bekletilmek suretiyle —196 °C de siv1 azot

tankinda aktarildi.
3.2.6.5. Hiicre sayim

Canli ve cansiz hiicreleri birbirinden ayirt etmek ve hiicre sayisini belirlemek i¢in
kullanilan tripan mavisi boya dislama tekniginde cansiz hiicreler boyayi igine aldigindan
mavi renkli goziikiirken canli hiicreler bu boyayr disladigindan parlak renkli
goziikkmektedir. Sayimi1 yapilacak hiicre siispansiyonundan kii¢iik bir miktar alinarak 2
ml’lik ependorf tiipe aktarildi ve tripan boyasi ile yogunluga bagli olarak belirli oranda
karigtirildt ve hemositometrenin her iki odacigina 10 pl aktarilarak inverted mikroskop
altinda hiicre sayimi1 gerceklestirildi (Sekil 3.2). Hiicre konsantrasyonu asagidaki formiil

kullanilarak belirlendi:

Hiicre sayis1 / ml = Odaciklardaki ortalama hiicre sayis1 x DF x 10*

DF : Seyreltme faktorii.

10*: Toma lamindaki odacik boyutlarindan kaynaklanan faktdr. (Hemositometredeki her

odanin boyutlar1 1 cm uzunlugunda, 1 cm eninde ve 0,1 cm yliksekliktedir. Hacim 0,1

cm?® veya 1 mm? tiir.)
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Sekil 3.2. Hemositometre ile hiicre sayimi

3.2.7. Antiproliferatif aktivite testleri
3.2.7.1. Ekstrelerinin hazirlanmasi

Bitkinin su ve metanol ekstrelerinin antiproliferatif aktivitelerini belirlemek i¢in kuru toz
haline getirilen ekstrelerden 5 mg/ml ana stok ¢dzeltiler hazirlandi. Bunun igin her bir
ekstreden 20 mg tartildi ve % 0,2 DMSO igeren 4 ml besi yeri icerisinde ¢oziildii. Daha
sonra bu stoklar besi yeri ile seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda (5000-100 pg/ml)

hiicre slispansiyonlar1 hazirlandi.
3.2.7.2. XTT yontemi ile hiicre canlihi@: él¢iimii

Orneklerin mevcut hiicre hatlari {izerindeki sitotoksik aktiviteleri XTT Kitiyle ve iiretici
firmanin talimatlarina gére uygulandi (Hiicre Proliferasyon XTT Kiti, Bl). Bu metoda
gore metabolik olarak aktif hiicrelerde mitokondriyal enzim aktivitesi ile suda
¢oziinmeyen XTT tetrazolyum tuzu suda ¢oziinebilen turuncu renkli formazan bilesigine
indirgenmektedir ve olusan bu iiriin 450-490 nm araliginda ELISA okuyucuda kolaylikla
nicellestirilebilmektedir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. XTT tetrazolyum fenazin metosiilfat varliginda mitokondriyal dehidrogenaz ile
XTT formazana indirgenmesi

Ekimi yapilacak hiicrelerinden 100’er pl (10.000 cell/ml) 96 kuyucuklu plakalara eklendi
ve 24 saat siireyle inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyon siiresi tamalandiginda
kuyucuklardaki mevcut besi yerleri uzaklastirildi, 50 pl PBS tamponu ile kuyucuklar
yikand1 ve bu tampon tekrar uzaklagtirldi. Akabinde, bu hiicrelerin iizerine 50’ser pul taze
tam besi yeri konuldu. Uzerlerine 50’ser pl farkli dozlarda (100-5000 pg/ml) 6rnekler
ilave edildi. Kontrol kuyucuklarina ise 100 pl, % 0.2 DMSO igeren tam besiyeri konuldu.
Plakalar 48 saat inkiibasyon igin tekrar 37 °C” de % 95 nem ve % 5 COz i¢eren inkiibator
igerisine konuldu. inkiibasyon sonrasi plakalar elisa okuyucuda 450 nm’de kolorimetrik
olarak okundu. XTT tahlillerinin 96 kuyucuklu plakada gosterimi Sekil 3.4’ de

gosterilmektedir.

G. sphaerecephala ekstreler (mg/ml)
Kontrol 0,1 0.2 03 04 06 08 1 25 5
1 2 3 4 5 ] 7 ) 9 10 11 12

I oM m g m e

Sekil 3.4. G. sphaerocephala ekstrelerinin XTT analizinin 96 kuyucuklu plaka gosterimi

30



Al-Al12, H1-H12, A1-H1 ve Al12-H12 kuyucuklar1 bos birakildi, B2-B11 ve C2-C11
arasindaki kuyucuklar hiicresizdir. D2-D11 ve G2-G11 arasindaki kuyucuklar hiicrelidir.
B2-C2 kuyucuklar1 kontrol grubu hiicrelerini olusturmaktadir. Bu kuyucuklara 50 pl
besiyeri ve % 0.1 DMSO igeren besiyeri eklendi. B3-B11 arasindaki kuyucuklara ise 50

ul besiyeri ve lizerlerine 50 pl hazirlanan bitki ekstrelerinden artan konsantrasyonlarda
(0.1-5 mg/ml) eklendi.

Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda plakalar igerisindeki herbir kuyucuga 50’ser ul XTT
kiti (5 ml XTT kitinin tizerine 100 pl aktivatoriinden eklenerek hazirlandi) konuldu ve 5
saat inkiibasyon olmasi icin CO, inkiibatdriinde bekletildi. Inkiibasyon siiresi
tamamlandiginda, plakalar eliza okuyucu ile 450 nm’de okundu. Kuyucuklardaki mevcut

hiicre canlilig1 asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

% Hiicre proliferasyonu = [Abs(muamele goérmiis hiicreler)] X100

[ Abs(control hiicreler)]
Elde edilen sonuglara gore, bitki ekstrelerinin ve standart ajanin 1Cso degerleri hesaplandi.

(ICs0 degeri, hiicre canliligini % 50 azaltmak i¢in gereken numune konsantrasyonudur)
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Antioksidan Aktivite Arastirma Bulgular:
4.1.1. DPPHe radikal giderme aktivitesi bulgulari

Kararl serbest radikal olan DPPH’in antioksidan varliinda, stiptiriillmesi ile karakteristik
mor renk agilmaktadir ve bu da spektrofotometrik 6l¢iilebilmektedir (Archana vd., 2005).
Bitki ekstreleri veya diger antioksidan kaynaklar tarafindan DPPH ¢ozeltisinin koyu
menekse rengi ne kadar agilirsa, antioksidan kaynagin serbest radikali giderme giicii de o

kadar yiiksektir (Mathew ve Abraham, 2006).

DPPH- radikalinin antioksidan kaynak tarafindan sondiirtilmesi Sekil 4.1° de

gosterilmigtir.
NO, NO;
O:N N0, O;N NO,
N . (AH), If-H - (A-),
U 0
DPHPH» DPPH-H

Sekil 4.1. Bir antioksidan tarafindan DPPH radikalinin giderilmesi (Koksal, 2007)

G. sphaerocephala tiiriiniin metanol ve su ekstrelerinin DPPHe serbest radikalini giderme
aktivitelerinin tespiti igin yapilan ¢calismada BHA, BHT, troloks ve a-tokoferol, standart
antioksidan olarak kullanildi Sekil (4.2 ve 4.3).

CHy

HO O HO

OH

0"
CHy
CHy

Sekil 4.2. Troloks ve Tokoferol'iin agik yapilari
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Sekil 4.3. BHA ve BHT'nin a¢ik yapilari

Ekstrelerin ve standart antioksidanlarin % DPPH gidermeleri Sekil 4.4’de grafiksel olarak

verilmistir. Ayrica ekstrelerin ve standart antioksidanlarin ICso degerleri Tablo 4.1’ de

gosterilmistir.
8\0/ 120.0 = BHA
2 100.0 HBHT
I
s 80.0 M Troloks
2 60.0
0] ' T Tokoferol
= 40.0
= 20.0 - B WE
'c .
T 10 20 30
& mBHA 68.8 84.5 88.8
a
HBHT 29.8 53.0 59.6
M Troloks 66.3 94.8 95.5
Tokoferol 221 55.3 83.3
mWE 2.4 7.5 11.8
B ME 5.4 12.6 17.3

Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 4.4. G. sphaerocephala tiiriiniin su ve metanol ekstrelerinin DPPH radikal giderme
aktiviteleri
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Tablo 4.1. G.sphaerocephala tiiriiniin metanol ve su ekstrelerinin ve standart antioksidan
bilesiklerinin DPPH radikal giderme kapasiteleri (SD*)

Ornekler DPPH Radikal Giderme
1Cs0 (ng/ml)
ME 655.3+2.552
SE 876.2+3.2°
YBHA 8.2+0.52 ¢
‘BHT 21.6+1.02 ¢
Trolox 18.8+0.75 ¢
a-Tokoferol 28.4+0.45 ¢

* Ayni stitunda farkl Gist-yazilarla (a, b, ¢, d ve ¢) isaretlenmis olan verinin istatistiksel olarak
anlaml1 bir farki oldugunu goéstermektedir (p <0.05)
YBHA, Biitillenmis hidroksi anisol

?BHT, Biitillenmis hidroksi toluen

ME, Metanol ekstresi
SE, Su ekstresi

4.1.2. ABTS™ radikal giderme aktivitesi bulgulari

ABTS " katyon radikal giderme yontemi, ABTS™ ¢ozeltisinin koyu yesil renginin
ortamdaki mevcut antioksidanlar tarafindan elektron transferi ile renginin agilmasina ve
bunun sonucunda meydana gelen absorbans degerindeki siddet degisikliginin Sl¢iilmesi
esasina dayanmaktadir. ABTS™ ¢ozeltisinin rengi antioksidan kaynagi tarafindan ne
kadar agilirsa test edilen bitki ekstresi veya diger antioksidan kaynaklar o derece serbest
radikal giderme giicline sahip demektir. ABTS™ katyon radikalinin antioksidan kaynak

tarafindan sondiiriilmesi Sekil 4.5° de gosterilmistir.

N =
N/N%S’ < =

O.
- 0 S . @
+ HO” l\ a _N/ g _OH
=N

) A;TS

0.2 (N ?°
b= s N:< ©\
OH | . >=N/ 8- S’OH + —_—

Z~N o

Radikal olmayan {iriinler

> AB?I'S+-

Sekil 4.5. Bir antioksidan tarafindan ABTS radikalinin giderilmesi (Eshtaya vd., 2016)
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Bu ¢alismada, G. Sphaerocephala tiirtiniin metanol ve su ekstrelerinin ABTS™ katyon

radikalini giderme aktivitesini tespiti i¢in yapilan ¢alismada trolox, a-tokoferol, BHA ve
BHT standart olarak kullanild.

Ekstrelerin ve standart antioksidanlarin % ABTS™ gidermeleri Sekil 4.6’ da grafiksel

olarak verilmistir. Ayrica ekstrelerin ve standart antioksidanlarin ICso degerleri Tablo 4.2’

de gosterilmistir.

120

100

80

60

40

20

ABTS Radikal Giderme (%0)

H BHA

H BHT

M Troloks
Tokoferol

B WE

u ME

I

10
94.21
91.15
98.73
43.82

16.6

9.5

W BHA

I I = BHT
m Troloks
Tokoferol
= WE
E - u ME
E 20 30

99.12

98.14

99.5

98.52

211

14.6
Konsantrasyon (ug/ml)

99.5
98.56
99.47

99.5

27.5

22.4

Sekil 4.6. G. sphaerocephala tiiriiniin su ve metanol ekstrelerinin ABTS radikal giderme

aktiviteleri
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Tablo 4.2. G. sphaerocephala tiiriiniin su ve metanol ekstreleri’nin ve standart
antioksidan bilesiklerin ABTS radikal giderme kapasiteleri (SD*)

Ornekler ABTS* Radikal Giderme
ICs0 (ng/ml)
ME 154.6+2.922
SE 99.6+1.88 "
‘BHA 15.6+0.85 ¢
PBHT 7.2+0.56 ¢
Trolox 12.4+0.56 ©
a-Tokoferol 18.7+0.78 ¢

¥ Ayni stitunda farkli tist-yazilarla (a, b, ¢, d ve e) isaretlenmis olan verinin istatistiksel olarak
anlaml1 bir farki oldugunu goéstermektedir (p <0.05)
YBHA, Biitillenmis hidroksi anisol

’BHT, Biitillenmis hidroksi toluen

ME, Metanol ekstresi
SE, Su ekstresi

4.1.3. Metal selatlama kapasite tayini bulgular:

Metal selatlama metodu Fe?* iyonlarini baglamak iizere, giiclii bir demir selatlama
kapasitesine sahip ferrozin reaktifi ile ortamda bulunan diger metal baglayici antioksidan
bilesiklerinin yarigmasi esasina dayanmaktadir. Antioksidan kaynaginin selatlama giicii
ne kadar yiiksekse kirmizi renkli Fe?*/ferrozin kompleksinin olusumu o derece engellenir.

Fe?* iyonunun EDTA tarafindan selatlanmasi Sekil 4.7.” de gdsterilmistir.

Sekil 4.7. Metal iyonunun EDTA tarafindan selatlanmasi
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Bu c¢alismada, G. Sphaerocephala tiiriiniin metanol ve su ekstrelerinin metal selatlama
kapasitelerinin tespiti i¢in yapilan ¢alismada gii¢lii bir selatlama kapasitesine sahip EDTA
(Etilen Diamin Tetraasetik Asit) standart olarak kullanildi. Ekstrelerin ve EDTA’nin Fe?*

iyonunu selatlama kapasite degerleri ICso olarak Tablo 4.3.’de gosterilmistir.

Tablo 4.3. G. sphaerocephala tiiriiniin su ve metanol ekstrelerinin ve EDTA nin metal
selatlama kapasiteleri (SD*)

G. sphaerocephala Fe?* Selatlama
1Cs0 (nLg/ml)
ME 673.4+£3.48 2
SE 968.4+3.52 "
EDTA 3.47+0.27°¢

* Ayni siitunda farkl list-yazilarla (a, b, c, d ve e) isaretlenmis olan verinin istatistiksel olarak
anlaml1 bir farki oldugunu gostermektedir (p <0.05).

ME, Metanol ekstresi,

WE, Su ekstresi.

EDTA, Etilen diamin tetra asetik asit

4.1.4. Bakir indirgeme (Cu?*-Cu*) kapasitesi tayini (Kuprak metodu) bulgulari

Kuprak metodu antioksidan kaynaklar tarafindan Cu®" nin Cu* e indirgenmesi temeline
dayanmaktadir. Bu metoda gore kromojenik ayira¢ olan bathocuproin (2,9- dimetil-4,7-
difenil-1,10-phenanthrolin), Cu™ ile bir kompleks olusturur ve olusan bu kompleks 490
nm’de maksimum absorbans vermektedir. Absorbanstaki artis da bizlere uygulanan
antioksidan kaynagin indirgeme giiclinii gostermektedir. Antioksidan kaynaklar

2+>

tarafindan Cu“"’nin Cu™’e indirgenmesi Sekil 4.8.’de gosterilmistir.

K :_ —
Q Q Acnticsadans (AQ) rediaces Q Q |
Ay '\E:l;/ CHy CulIl} form to Cull) HaC '\E // e, e
H,C} e CHy | HaC P {}CH; *
O~ | @
| o
Cu(ll}-NNc Cu{I}-MNc

Sekil 4.8. Antioksidan yapilar tarafindan Cu(Il)'nin Cu(I)'e indirgenmesi
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G. sphaerocephala tiiriiniin metanol ve su ekstrelerinin (Cu?*) indirgeme kapasitelerini
belirlemek i¢in bu ekstrelerin farkli konsantrasyonlart hazirlandi (5-12.5-25-50 pg/ml) ve
450 nm’deki absorbanslar1 kaydedildi. BHA, BHT, troloks ve a-tokoferol, standart

olarak kullanildi. Orneklerin Cu?* indirgeme kapasiteleri Sekil 4.9.’da grafiksel olarak

verilmistir.
0.6 —@— BHA
I BHT
0.5 1
— Troloks
e I
c Tokoferol
S 0.4 . |
I $ = —o—WE
® 03 - 2
% —&— ME
o] )
<
0.1
0
0 10 20 30 40 50 60

Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 4.9. G. sphaerocephala tiiriiniin su ve metanol ekstrelerinin kuprik iyonlarini
indirgeme kapasiteleri

4.2. Toplam Fenolik ve Flavonoid Miktar1 Arastirma Bulgular:

4.2.1. Toplam fenolik miktari bulgular:

G. sphaerocephala tiiriiniin metanol ve su ekstrelerinin toplam fenolik madde miktart
tayini i¢in standart bir fenolik bilesik olan gallik asit kullanildi. Gallik asitin yapist Sekil
4.10.” da gosterilmistir.

H
© OH

HO
OH

Sekil 4.10. Gallik asit'in kimyasal yapis1 (Koksal, 2007)
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Bunun i¢in oncelikle gallik asidin farkli konsantrasyonlarina karsi absorbans grafigi

cizildi. Gallik asit standart kalibrasyon egrisi Sekil 4.11.” de gosterilmistir.

z 151 y =1.2221x
c R?=0.9991
o
in 1
c
w
c
_fé 0.5 -
o
8
< O e T T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.11. Gallik asit standart egrisi

Elde edilen standart grafik yardimiyla bitkinin su ve metanol ekstrelerinin toplam fenolik

bilesik miktar1 gallik asit esdegeri (GAE) olarak hesaplandi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. G. sphaerocephala tiiriiniin su ve metanol ekstrelerinin toplam fenolik madde
icerikleri (SD*)

G. sphaerocephala Fenolik madde miktari
(mg GAE/g ekstre)
ME 135.4+1.22
SE 111.6+1.7°

* Ayni siitunda farkli ist-yazilarla (a, b, ¢, d ve e) isaretlenmis olan verinin istatistiksel olarak
anlamli bir farki oldugunu géstermektedir (p <0.05).

ME, Metanol ekstresi,

SE, Su ekstresi.

4.2.2. Toplam flavonoid miktari bulgular

G. sphaerocephala tiirtiniin metanol ve su ekstrelerinin toplam flavonoid bilesik miktari

tayini i¢in standart bir fenolik bilesik olan kuersetin kullanilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Kuersetin'in agik yapist (Koksal, 2007)

Bunun i¢in 6ncelikle kuersetin’in farkli konsantrasyonlarna karsi absorbans grafigi

cizildi. Kuersetin’in kalibrasyon egrisi Sekil 4.13.” de gosterilmistir.

y =0.9987x

1.2 R%?=0.9879
1
g 0.8
n 0.6
S 04
2 0.2
.‘.5 0 T T T 1
§ 0 0.5 1 1.5
< Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.13. Kuersetin standart egrisi

Elde edilen kuersetin standart grafik yardimiyla bitkinin su ve metanol ekstrelerinin
toplam flavonoid miktar1 kuersetin esdeger miktari (QE) olarak ifade edildi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. G. sphaerocephala tiiriiniin su ve metanol ekstrelerinin toplam flavonoid
madde igerikleri (SD*)

G. sphaerocephala Flavonoid madde miktar:
(mg QE/qg ekstre)
ME 68.8+1.4%
SE 37.7+0.9

* Ayni siitunda farkli list-yazilarla (a ve b) isaretlenmis olan verinin istatistiksel olarak anlamli
bir farki oldugunu gdstermektedir (p <0.05).

ME, Metanol ekstresi,

SE, Su ekstresi.

4.3. G. sphaerocephala Tiiriiniin HPLC Analiz Bulgular:

HLPC analizinde ilk olarak kalitatif tayin yapmak i¢in Pirogallol (1), Gallik asit (2), 3,4-
Dihidroksibenzoik asit (3), 2,3-Dihidroksibenzoik asit (4), Hidroksibenzoik asit (5),
Katesin (6), Kafeik asit (7), Klorajenik asit (8), Vanilin (9), Sirinjik asit (10), Epikatesin
(11), p-Kumarik asit (12), Taksifolin,(13), Sinapik asit (14), Resveratrol (15), Rutin (16),

40



Rosmarinik asit (17), Naringenin (18) standartlarindan olusan bir kromatogram
olusturuldu (Sekil 4.16). Daha sonra G. sphaerocephala tiiriiniin metanol ve su ekstreleri
10 mg/mL'lik konsantrasyonlar ile olusturulan aplikasyonda analiz edildi. Su ve metanol

ekstrelerinin HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.14-4.16.” da gosterilmistir.
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Sekil 4.14. Standart fenolik bilesiklerin HPLC kromatogrami
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Sekil 4.15. G. sphaerocephala tiiriiniin su ekstresinin HPLC kromatogrami



0‘09 o‘os o‘ov o‘oe o‘oc o‘oT o‘o

.
urwa

€86°'TS -||9

LTT'OS - S

wiu g2 2 INW

Ny wl

T SIN NN

[weins Aq payipowl] T6# 2LNIAAVAD
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44



Elde edilen veriler neticesinde ekstrelerin HPLC kromatogramlari standart fenolik
bilesiklere ait kromatagram ile kiyaslandi ve ayni alikonma siiresine sahip piklerin UV
spektrumlar1 cakistirilarak ekstrelerin fenolik igerikleri tespit edildi. Analiz sonuglari

analitik parametrelerle birlikte analiz sonuglar1 Tablo 4.6.” da verilmistir.

Tablo 4.6. G. sphaerocephala tiiriiniin su ve metanol ekstrelerinin HPLC analiz sonuglari
(SD*)

No Fenolik standart ME SE Analitik parametreler
(Konsantrasyon (ug/100g ekstre) RT LOD LOQ R2
1 3,4- 41.8+043 ND 5.6 0.0003 0.001 0.999
Dihidroksibenzoik
asit
2 p-Hidroksibenzoik 19.8 £0.43 ND 9.37 0.003 0.001 0.999
asit
3 Vanilin 15.1+£0.22 ND 23.28 0.002 0.008 0.995
4 Sirinjik asit 20.3 £0.152 5.8+0.02° 23.97 0.002 0.009 0.996
5 Rutin 32.1+0.342 43.8+0.51°  50.07 0.002 0.005 0.997
6 Rosmarinik asit 19.5+0.182 35.1£0.31° 51.89 0.002 0.005 0.998

* Ayni stitunda farkli iist-yazilarla (a ve b) isaretlenmis olan verinin istatistiksel olarak anlamli bir
farki oldugunu gostermektedir (p <0.05).

LOD: 3*Giirilti/Egim

LOQ: 10*Giiriilti/Egim

RT: Alikonma siiresi

ND: Dedeksiyon yok

ME: Metanol ekstresi
SE: Su ekstresi

4.4. G. sphaerocephala Tiiriiniin GC-MS Analiz Bulgular:

G. sphaerocephala tiiriiniin hekzan ekstresinden elde edilen GC-MS kromatogrami Sekil
4.17. ’de sunulmaktadir. Analizler sonucunda bitki igeriginde bazilar1 eser miktarda
bazilar1 ise yliksek miktarda olmak {izere toplamda 131 tane bilesen tespit edilmistir. Bu
bilesiklerin isimleri, alikonma siireler, % bolluk oranlar1 ve kiitiiphane bilgileri Tablo

4.7.°de verilmistir.
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Sekil 4.17. G. sphaerocephala tiiriiniin GC-MS kromatogrami



Tablo 4.7. G. sphaerocephala tiiriiniin esansiyel yag profili

Pik No
1

2
3
4
5

10
11

12

13
14

15
16

17
18
19
20
21

22
23

24

Bilesik Adi
Hexanoic acid methyl ester
Undecane,4,8-dimethyl-(CAS)
Dodecane,2,7,10-trimethyl
Decanoic acid, methyl ester (CAS)

Tetradecane,2,6,10 trimethyl-
(CAS)

Tetradecane,2,6,10-trimethyl-
(CAS)

1-Pentadecene (CAS)
Tetradecane (CAS)
pentadecane
Dodecanal (CAS)

Nonanoicacid,9-oxo-, methyl ester
(CAS)

1,2-Benzenedicarboxylic acid,
dimethyl ester (CAS)

Heptacosane

Heptadecane,2,6,10,15-
tetramethyl- (CAS)

Eicosane (CAS)

dimethylbenzene-1,3-
dicarboxylate

Cyclopropanenonanoic acid,
methyl ester (CAS)
Dodecanoicacid,methyl ester
(CAS)

Tetradecane,2,6,10-trimethyl-
(CAS)

Tetradecane,2,6,10-trimethyl-
(CAS)

Nonanedioic acid, dimethyl ester
(CAS)

Tetradecane,2,6,10trimethyl(CAS)

Tetradecane,2,6,10-trimethyl-
(CAS)

2-Hexadecenoic acid, methyl ester,
(E)- (CAS)

RT
3.34
8.66
8.83
8.96
9.07

9.42

9.80
9.89
10.01
10.09
10.45

10.65

10.90
11.02

11.10
11.27

11.36

11.46

11.57

11.69

11.77

11.84
11.94

12.05

% Bolluk
0.01
0.02
0.04
0.05
0.01

0.01

0.02
0.04
0.04
0.02
10.45

0.12

0.08
0.02

0.01
0.85

0.04

0.22

0.02

0.01

0.03

0.01
0.01

0.01

Kiitliphane
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9
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25
26
27
28

29
30

31

32

33

34

35
36

37

38

39

40
41
42

43

44

45

46
47
48

1-Hexadecene (CAS)
Nonadecane (CAS)
Tetradecanal (CAS)

Tridecanoic acid, methyl ester
(CAS)

Eicosane (CAS)

Heptadecane,2,6,10,15-
tetramethyl- (CAS)

Heptadecane,2,6,10,15-
tetramethyl- (CAS)

Heptadecane,2,6,10,15-
tetramethyl- (CAS)

Tetradecane,2,6,10-trimethyl-
(CAS)

Tetradecane,2,6,10-trimethyl-
(CAS)

Tetradecanal (CAS)

Tetradecanoic acid, methyl ester
(CAS)

Dodecanoicacid, 11-hydroxy-,
methyl ester

Tetradecane,2,6,10-trimethyl-
(CAS)

Tetradecane,2,6,10-trimethyl-
(CAS)

2,2-Dideutero Octadecanal
1-Eicosanol (CAS)

9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl
ester (CAS)

Pentadecanoic acid, methyl ester
(CAS)

2-Pentadecanone,6,10,14-
trimethyl- (CAS)

Tetradecane,2,6,10-trimethyl-
(CAS)

Hexadecen-1-ol, trans-9-
Tetratriacontane (CAS)

9-Hexadecenoic acid, methyl
ester, (2)- (CAS)

12.20
12.28
12.50
12.60

12.77
13.00

13.29

13.38

13.44

13.51

13.62
13.70

13.80

14.08

14.20

14.29
14.37
14.57

14.74

14.89

15.13

15.32
15.43
15.52

0.05
0.06
0.03
0.01

0.01
0.01

0.05

0.02

0.02

0.01

0.06
0.31

0.37

0.01

0.00

0.01
0.03
0.06

0.15

0.13

0.02

0.65
0.02
0.59

Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
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49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65
66
67

68
69

70

Hexadecanoic acid, methyl
ester (CAS)

Dodecanoic acid, methyl
ester (CAS)

Tetratriacontane (CAS)
Tetratriacontane (CAS)

Hexadecanoic acid, 14-
methyl-,  methyl  ester
(CAS)

1-Hexadecanol, 2-methyl-
(CAS)

Heptadecanoic acid, methyl
ester (CAS)

9-Octadecenoic acid (2)-,
methyl ester (CAS)

9,12-Octadecadienoic acid
(Z,2)-, methyl ester (CAS)

9-Octadecenoic acid (2)-,
methyl ester (CAS)

Octadecanoic acid, methyl
ester (CAS)

Methyl15-
Acetylhydroxypalmitate

Hexadecadienoic acid,
methyl ester (CAS)

9-Octadecenoic Acid (2)-,
Ethyl Ester

9-Octadecenoic acid (Z2)-,
methyl ester (CAS)

Tetradecane,2,6,10-
trimethyl- (CAS)

2,2-Dideutero Octadecanal
Docosane, 11-decyl- (CAS)

Hexadecadienoic acid,
methyl ester (CAS)

1-Heneicosyl formate

Eicosanoic Acid, Methyl
Ester

1,3,5-Triazine-2,4-diamine,
6-chloro-N-ethyl- (CAS)

15.76

15.85

15.94

16.03

16.40

16.52

16.68

17.01

17.32

17.39

17.63

17.73

17.89

17.94

18.08

18.18

18.30
18.71
18.87

18.99
19.34

19.48

3.26

0.49

0.01

0.01

0.30

0.02

0.35

0.03

3.26

3.12

3.99

0.23

0.03

0.06

0.05

0.13

0.01
0.05
0.04

0.74
3.86

0.06

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9
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71

72

73

74

75

76
77

78
79

80
81
82
83

84

85
86

87

88

89

90
91

92

93

Docosane,
(CAS)

Hexadecadienoic  acid,
methyl ester (CAS)

Heneicosanoic acid,
methyl ester (CAS)

11-decyl-

11-decyl-

Docosane,
(CAS)

Tetrapentacontane, 1,54-
dibromo-

Hexatriacontane (CAS)

Docosanoic Acid,
Methyl Ester

Tetratriacontane (CAS)

Heneicosane,11-(1-
ethylpropyl)- (CAS)

Hexatriacontane (CAS)
1-Dotriacontanol (CAS)
Hexadecanal (CAS)

Tetracosane, 11-decyl-
(CAS)

1-Hexadecanol,2-
methyl- (CAS)

1-Heneicosyl formate

Oxirane,
[(hexadecyloxy)methyl]-

Tetracosanoic acid,
methyl ester (CAS)

Eicosane,
(CAS)

Heneicosane,11-
cyclopentyl- (CAS)

Tetratriacontane (CAS)

2-methyl-

Octadecanoic acid,
methyl ester (CAS)

Heneicosanoic acid,
methyl ester (CAS)

Hexadecanal (CAS)

19.60

19.75

20.11

20.31

20.39

20.63
20.90

21.07
21.15

21.36
21.47
21.66
21.80

21.90

22.15
22.26

22.38

22.64

22.70

22.89
22.98

23.25

23.33

0.08

0.13

0.41

0.23

0.01

3.19
3.40

0.01
0.25

0.73
0.07
0.51
0.25

0.04

5.65
0.02

2.37

0.13

0.20

0.36
1.04

0.20

0.36

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9
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94
95
96
97
98
99

100
101
102
103
104

105

106
107
108
109
110
111

112
113

114

115
116
117
118

119
120
121
122

Docosane, 11-decyl- (CAS)
1-Dotriacontanol (CAS)
Tetratriacontane (CAS)
1-Pentacosanol
Pentatriacontane (CAS)

Octadecanoic acid, methyl
ester (CAS)

Heptacosane (CAS)
Eicosane, 2-methyl- (CAS)
Cyclodocosane, Ethyl-Ester
Heptacosane

Heptacosanoic Acid,
Methyl Ester

Heptacosanoicacid, Methyl
Ester

Octadecanal (CAS)
Docosane, 11-decyl- (CAS)
1-Hentetracontanol (CAS)
Hentriacontane
Pentatriacontane (CAS)

Tetracosanoic acid, methyl
ester (CAS)

Heptacosane (CAS)

Heneicosane,11-(1-
ethylpropyl)- (CAS)

1-Hexadecanol,2-methyl-
(CAS)

Hentriacontane
Dotriacontane (CAS)
Docosane, 11-decyl- (CAS)

1-Hexadecanol,2-methyl-
(CAS)

Hentriacontane
1-Hentetracontanol (CAS)
2,2-Dideutero Octadecanal
Stigmast-7-en-3-ol, (34,53)-

23.48
23.57
23.99
24.08
24.22
24.37

24.61
24.75
24.87
25.09
25.23

25.55

25.69
25.89
26.01
26.51
26.76
26.91

27.13
27.30

27.46

27.61
28.16
28.39
28.59

28.91
29.11
29.24
29.78

0.34
0.21
5.06
3.11
0.16
1.37

0.09
0.61
0.21
1.20
0.83

0.04

0.26
3.31
0.33
16.87
0.10
1.15

0.16
2.57

0.39

0.69
0.01
1.15
0.31

2.28
0.62
0.03
0.57

Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9

Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
Wiley 9
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123

124

125

126

127

128

129

130

131

Dotriacontane
(CAS)

2,2-Dideutero
Octadecanal
1-Hexadecanol,2-
methyl- (CAS)
1-Heptacosanol
(CAS)

Tetratriacontane
(CAS)

Cyclodocosane,
Ethyl-ester

2-Hexadecanol
(CAS)

Dotriacontane
(CAS)

Dotriacontane
(CAS)

30.73

30.91

31.21

31.75

32.03

32.68

33.03

33.31

33.49

0.12

0.41

0.30

0.96

0.21

0.97

0.13

0.05

0.01

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9

Wiley 9
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4.5. G. sphaerocephala Tiiriiniin Antiproliferatif Aktivite Arastirma Bulgulari

G. sphaerocephala tiiriiniin su ve metanol ekstreleri’nin insan kolon (HT-29), meme
(MCF-7) ve karaciger (HepG2) kanser hiicre hatlarina karsi antiproliferatif aktiviteleri
XTT yontemi ile arastirildi. 48 saat inkiibasyon sonrasinda ekstrelerin test edilen hiicre
hatlar1 tizerindeki farkli konsantrasyonlarina karsi % hiicre proliferasyon inhibisyonlari
Sekil 4.18 ve 4.19.’da verilmistir. Ayrica, ekstrelerin ve pozitif kontrol olarak kullanilan

5-FU (5-Florourasil)’nun ICsg degerleri Tablo 4.8.’de gosterilmistir.

60

— +H HepG2
§ 50

- =HT-29
s

= 40 & MCF-7
=

=
= 30

=

(=]

%a

s 20

£

S

= 10 =

5] =

=) 2
= 0.2 0.1

H HepG2 48 33 25 19 12 5
=HT-29 40.45 35.9 22.6 14.8 9.8 4

5 MCF-7 40.65 24.9 15.8 9.45 5.34 2.14

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.18. G. sphaerocephala tiiriiniin su ekstresinin HT-29, MCF-7 ve HepG2 kanser
hiicre hatlarina kars1 antiproliferatif aktivitesi
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120

s
= 100
=
©
z
é 80
=]
=
o
= 60
o
>
w
«
3 40
%
&
° 20
P
)
=
T 0
# HepG2 91
BHT-29 78.8
= MCF-7 67.8

HHepG2

BHT-29

= MCF-7

0.6
83 72 65 49 34
70.4 60.15 52.12 30.75 26.4
55.3 40.62 28.36 19.25 12.5

Konsantrasyon (mg/mL.)

Sekil 4.19. G. sphaerocephala tiiriiniin metanol ekstresinin HT-29, MCF-7 ve HepG2
kanser hiicre hatlarina kars1 antiproliferatif aktivitesi

Tablo 4.8. G. sphaerocephala tiiriiniin su ve metanol ekstrelerinin HT-29, MCF-7 ve
HepG2 kanser hiicre hatlar iizerindeki ICso degerleri

G. sphaerocephala

ME
SE

5-FU

I1Cs0 (mg/ml)

HT-29 MCF-7 HepG2
0.46 = 0.05° 0.73 £ 0.022 0.26 £ 0.03?
1.19+0.03° 1.30 + 0.06° 1.12 +£0.09°
0.023 = 0.006° 0.018 £+ 0.004°¢ 0.047 £0.002°¢

* Ayni siitunda farkli {ist-yazilarla (a, b ve ¢) isaretlenmis olan verinin istatistiksel olarak
anlaml1 bir farki oldugunu gostermektedir (p <0.05).

ME: Metanol ekstresi.

SE: Su ekstresi.
5-FU: 5-Florourasil.
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5. SONUC VE TARTISMA

5.1. Fenolik ve Flavonoid icerik Sonuclar

Giliniimiizde bir ¢ok bitki 6ziitli ve ¢esitli formiilasyonlar tiiretilmistir. Bunlar alternatif
tip olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bitki ekstrelerinin ¢esitli biyoloik etkileri
olabilecegi zengin fitokimyasal iceriklerine atfedilmistir (Hosseinzadeh vd., 2015). Bu
nedenle bitki 6zlerinin fitokimyasal igerigi biyolojik aktivite potansiyelleri arasinda bir
korelasyon kurmak ¢ok onmelidir. Bu ¢alismada Gypsophila sphaerocephala bitki
ekstrelerinin fitokimyasal bilesimi hem nitel hem de nicel analizler yapilarak ilk kez
incelendi. Kolorimetrik deneyler bitkinin toplam fenolik ve flavonoid igerigi bakimindan

oldukca zengin oldugunu gosterdi.

Bitkinin metanol ve su ekstrelerinin fenolik igerikleri sirasiyla 135.47 mg GAE/g eks. ve
111.64 mg GAE/g eks. olarak belirlendi. Flavonoid igerik sonuglari ise sirasiyla 68.81
mg QE/gve 37.75 mg QE/g olarak bulundu. Bu sonuglar metanol ekstresinin su ekstresine

gore fenolik ve flavonoid igerik bakimidan daha zengin oldugunu ortaya koymaktadir.

Literatiirde Gypsophilia bitkisinin ti¢ farkl tirii; G. glomerata, G. trichotoma and G.
perfoliata ile yapilan ¢aligmada bu tiirlerin toplam fenolik madde igerikleri sirasiyla
20.59, 17.07 ve 21.60 mg GAE/g ekstre olarak belirlenmistir (Zheleva-Dimitrova vd.,
2018). Aynu bitkilerin toplam flavonoid igerikleri ise sirastyla 33.00, 35.58 and 25.07 mg
RE/g ekstre olarak tespit edilmistir. Bir baska calismada G. pilulifera’ nin toplam fenolik
igerigi 6.5 mg GAE/g ekstre oldugu bildirilmistir (Yazici ve Ozmen, 2017). Baska bir
calismada G.arrosti ve G.simoni bitkilerinin toplam fenolik igerikleri sirasiyla 0.26 ve
15.15 mg GAE/g ekstre olarak rapor edilmistir (Arslan ve Celik, 2013).

Literatiir ile karsilastirildiginda Gypsophila sphaerocephala tiiriiniin toplam fenolik

madde igerigi acisindan {stiinligii goriilmektedir.

Toplam fenolik ve flavonoide igerigine paralel olarak Gypsophila sphaerocephala
tiirliniin metanol ve su ekstrelerinin bireysel fenolik madde igerikleri onsekiz standart

fenolik madde iizerinden HPLC analizleri ile belirlenmeye calisildi.

Tablo 4.6’da goriildiigii tizere Gypsophila sphaerocephala nin metanol ekstresinin
fenolik madde igerigi sirasiyla 3,4-dihidroksibenzoik asit (41.8 png/100 g eks.), rutin (32.1
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ng/100 g eks.), siringik asit (20.3 pg/ 100 g eks.), p-hidroksibenzoik asit (19.8 pug/ 100 g
eks.), rosmarinik asit (19.5 pg/ 100 g eks.) ve vanilin (15.1 pg/ 100 g eks.) olarak
belirlendi. Su ekstresinde en fazla bulunan fenolik blesikler ise sirasiyla rutin (43.8 ug/
100 g eks.), rosmarinik asit (35.1 pg/ 100 g eks.), ve siringik asit (5.8 ug/ 100 g eks.)
olarak belirlendi.

Literatiirde yapilan bir ¢cok calisma gostermistir ki Gypsophila tiirlerinde bulunan ana
fenolik bilesik saponarindir ( apigenin-6-C-glukozil-7-O-glukozit) (Vitcheva vd., 2011;
Yazici ve Ozmen, 2017; Arslan ve Celik, 2013; Chima vd., 2014).

Bu c¢alisma, Gypsophila sphaerocephala tiiriiniin fenolik madde igerigini HPLC
analizleriyle onsekiz standart fenolik madde tizerinden kalitatif ve kantitatif olarak rapor

eden ilk calismadir.

5.2. Antioksidan Aktivite Sonugclari

Bu calismada G. sphaerocephala tiirtiniin metanol ve su ekstrelerinin antioksidan
kapasiteleri DPPH ve ABTS radikallerini giderme aktiviteleri, Kuprik iyonlar1 (Cu?*)
indirgeme kapasiteleri (KUPRAK) ve Demir (Il) iyonlarin1 = selatlama aktiviteleri
tizerinden degerlendirildi. Antioksidan radikal siipiirme etkilerini degerlendirmede DPPH
ve ABTS radikalleri yaygin olarak kullanilmaktadir (Zhao vd., 2006). Bu nedenle G.
sphaerocephala ekstrelerinin radikal giderme kapasiteleri iki farkli radikal test sistemi
(DPPH ve ABTS) kullanilarak incelenmistir. Tablo 4.1°den goriildiigi {izere, G.
sphaerocephala’ nin metanol ekstresinin DPPH radikal siiptirme aktivitesinin (ICso:

655.3 pg/mL) su ekstresinin aktivitesinden (ICso: 876.2 pg/mL) daha yiiksektir.

ABTS radikal siipiirme aktivitesinde ise su ekstresinin (ICso: 99.6 pg/mL) metanol
ekstresinden (ICso: 154.6 pg/mL) daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Tablo 4.2). Bu
bulgular literatiirle de yakindan ilgilidir. Serteser ve arkadaslarinin yaptiklari bir
calismada bes farkli Gypsophila tiiriiniin DPPH radikal siipiirme aktivitelerinin 1Cso
degerleri 3.1 ile 3.6 mg/mL arasinda degistigi rapor edilmistir (Serteser vd., 2009). Baska
bir ¢aligmada farkli Gypsophila pilulifera ekstrelerinin  DPPH radikal siipiirme
aktivitelerinin ICsp degerleri sirasiyla 0.446 mg/mL ve 4.56 mg/mL olarak rapor edildi

(Yazici ve Ozmen, 2017; Chima vd., 2014).
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Metadoloji, solvent polaritesindeki farklilik ve deney kosullar1 antioksidan aktivite
sonuglarint muhakkak etkilemektedir (Tohidi vd., 2017). Ayrica bitki O6zlerindeki
vitaminler, flavonoidler, fenolik asitler ve kiikiirt bilesiklerin varlig1 antioksidan
aktiviteyi etkiler (Embuscado, 2015; Skrovankova vd., 2015).

Gegis metalleri lipit peroksidasyonunu uyarabilir. Fenton reaksiyonu ile hidroksil
radikallerin {iiretilmesini saglayip lipit peroksidasyonunu hizlandirir, boylece lipit
peroksidasyonun zincir reaksiyonun devam etmesine yol agar. Bu nedenle bitki tiirlerinin
antioksidan faaliyetlerinin degerlendirilmesinde metal selatlama kapasite tayini énemli

yer tutmaktadir.

Tablo 4.3° deki sonuglara gore Gypsophila sphaerocephala’ nin metanol ekstresinin
metal selatlama kapasitesi (ICso: 149.2 ug/mL), su ekstresinin metal selatlama
kapasitesinden (ICso 166.5 pg/mL) daha yiiksek oldugu gorilmektedir. Ancak her iki
ekstrenin de metal selatlama kapasitelerinin standart olarak kullanilan EDTA nin altinda

oldugu goziikmektedir.

2

Literatiirde yer alan bir ¢alismada bes farkli Gypsophila tiiriiniin Fe™ gelatlama

kapasiteleri degerlendirilmis ve bu degerlerin %17.2 ile %?24.3 arasinda degistigi
bildirilmistir (Serteser vd., 2009). Ote yandan, bu calismada G. sphaerocephala’ nin
metanol ve su ekstrelerinin sirasiyla % 51 ve % 63’e kadar Fe*? iyonlarmi selatlama

kapasitelerinin oldugu gorildi.

KUPRAK testi, az sayida ekipmanin yani sira hizli ve tekrarlanabilir sonuclar nedeni ile
antioksidan potansiyeli test etmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Tusevski

vd., 2014).

G. sphaerocephala tiiriiniin 6zlerinin antioksidan potansiyelini incelemek igin ekstrelerin
Cu*?’yi Cu*’e indirgeme giicleri arastirildi. Sekil 4.9°da gosterildigi gibi her iki ekstre de
kayda deger Cu*? iyonlarim indigeme kapasitesi sergiledi. Hatta standart olarak
kullanilan BHT ve trolox’dan daha yiiksek bir aktivite sergiledikleri gozlemlendi.
Konsantrasyon arttik¢a, metanol ekstresinin su ekstresine kiyasla daha yiiksek aktivite

sergiledigi belirlendi.
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5.3. Esansiyel Yag icerigi Sonuglar:

Gypsophilia saphaerocephala bitkisinin hekzan ekstresi ile yapilan GC-MS analizleri
sonucunda, bitkinin 9-Octadecenoic acid (Z)-methyl ester, Octadecanoic acid methyl
ester, Heptacosane ve Hentriacontane esansiyel yaglari agisindan oldukga zengin oldugu

saptanmistir.

9-Octadecenoic acid (Z)-methyl ester, insan kaninda ve idrarda bulunur. Endojen
peroksizom proliferator aktiflestirici reseptor ligand olarak gorev yapmakta oldugu ve
ayrica, antioksidan ve antikarsinojenik aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (Syeda
vd. 2011; Hema vd. 2011). Ayrica, bu bilesikten tiiretilen bilesikler antibiyotiklerin
sentezini modiile etmede kullanilan 6nemli elementlerdir. Octadecanoic acid methyl
ester bilesiginin diisilk pH’da potansiyel antifungal, antimikrobiyal ve antibakteriyeldir
(Gehan vd. 2009).

Hentriacontane bilesiginin mantar sporlarinin ¢imlenmesine karsi antifungal, antioksidan,

antitimor ve antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Atolani vd. 2009).

5.4. Antiproliferatif Aktivite Sonuglari
G. sphaerocephala tiirtiniin su ve metanol ekstrelerinin anti-proliferatif kapasiteleri XTT
metodu kullanilarak HT-29 (kolorektal adenokarsinoma), HepG2 (hepatoseliiler

karsinoma) ve MCF-7 (meme adenokarsinoma) hiicre hatlar1 tizerinden degerlendirildi.

Apoptoz (programli hiicre 61iimii) mekanizmasinda ana rolleri, 6liim reseptdrleri, adaptor

proteinler, ve proteolitik enzimler (kaspazlar) oynamaktadir (Hetts, 1998).

Oliim reseptérleri, Tumour Necrosis Factor (TNF) reseptor gen familyasindandirlar ve
adaptor proteinlere baglanarak disaridan gelen 6liim sinyallerini hiicre igine iletirler
(Biiyiikgebiz ve Caferler, 2001). CD95 (APO-1/Fas), TRAIL-R1 (TNF Related
Apoptosis-Inducing Ligand), TRAIL-R2, TNF-R1, DR3 ve DR6 o&liim reseptorlerine
ornek olarak verilebilir (Eichhorts ve Krammer, 2001). Oliim reseptdrlerinden gelen
sinyal sonrasi adaptor proteinler devreye girerek kaspazlara baglanip onlari aktif hale
getirirler. REL proteinleri, WNT1, B-Catenin, Fas, CD95 Adaptor proteinlere 6rnek
olarak verilebilir. Nihayetinde, bu adaptor proteinlerin etkisiyle kaspaz dizisi aktiflesir.
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Kaspazlar; "baglaticilar" (kaspaz 2,8,10) ve "uygulayicilar" (kaspaz 3,6,7) olmak tiizere
iki simftirlar (Budihardjo ve Oliver, 1999). Oliim sinyali veren baslatict kaspazlar
adaptdre baglanirlar ve uygulayici kaspazlar aktif ederler. Oliimii gergeklestiren,
uygulayici (effektor) kaspazlardir. Nihayetinde, sonugta aktif hale gelen DNAaz enzimi
DNA yikimina sebep olur (Biiyiikgebiz ve Caferler, 2001).

48 saat inkiibasyon siiresinden sonra, bitki ekstrelerinin hiicre proliferasyon inhibisyon
yiizdeleri Sekil 4.18 ve 4.19°da gosterilmektedir. Ayrica, bitki ekstrelerinin ve pozitif
referans ilag 5-FU’nun ICso degerleri Tablo 4.8’de sergilenmektedir. Sekil 4.18 ve
4.19°da gosterildigi gibi test edilen hiicre hatlarinin proliferasyonlari, bitki ekstreleri
tarafindan O6nemli Olclide inhibe edilmistir. Su ve metanol ekstrelerinin inhibisyon
yiizdeleri maksimum konsantrasyonda (1 mg/mL), HepG2 hiicrelerine kars1 % 48 ve %
91, HT-29 hiicrelerine kars1 % 40 ve % 79 ve MCF-7 hiicrelerine kars1 % 41 ve % 67 dir.
Ote yandan 5-FU’nun ayn1 konsantrasyonda mevcut hiicre hatlari iizeindeki proliferasyon

inhibisyonlari sirasiyla % 95.2, % 96.3 ve % 93.1 olarak belirlenmistir.

Tablo 4.8 dikkate alinarak antikanser faaliyetleri karsilastirildiginda, metanol ekstrakti
test edilen hiicre hatlarina kars1 su ekstraktindan daha yiiksek inhibisyon aktivitesi
sergiledigi gozlenmektedir. Metanol ekstraktinin HepG2, HT-29 ve MCF-7 hiicre hatlar1
tizerindeki ICso degerleri sirasiyla 0.26, 0.46 ve 0.73 mg/mL iken su ekstraktinin 1Csg
degerleri ise sirasiyla 1.12, 1.19 ve 1.30 mg/mL’dir. Tablo 3 te goriildiigii gibi her iki
ekstrede test edilen tiim hiicre hatlarma karsi pozitif kontrole gore ilimli antikanser
aktivite gosterdi. 1Cso degerleri goz Oniine alindiginda, bitkinin metanol ekstresinin
HepG2 hiicrelerine kars1i daha yiiksek oranda antiproliferatif aktivite sergiledigi
goziikmektedir. Bunun sebebi, metanol ekstresi’nin, HepG2 hiicrelerinin  6lim

reseptorleri ile daha fazla sinyal bagi kurarak onlar1 uyarmakta daha etkili olmasi olabilir.

Elde edilen sonugclar literatiirdeki verilerle de uyumludur. Naghibi vd. ii¢ Gypsophila
tiirlinlin metanol ekstresinin sitotoksik aktivitelerini incelendigi bir ¢aligmada HepG2,
HT-29, MCF-7 hiicrelerinin yani sira A549 (akciger kanser hiicre hatti) ve MDBK
(ortanca sigir bobrek) hiicreleri tiizerinde c¢ok yiiksek antiproliferatif aktivite
sergilemediklerini rapor etmisglerdir (Naghibi vd., 2014). Bir diger calismada ise bir bagka
Gypsophila tiiriiniin metanol ekstresi 0.1mg/mL konsantrasyonda MCF-7, HCT-116,
HepG2 ve A549 kilcal hiicrelerin proliferasyonunu sirasiyla %32.5, %10.3, %24 ve
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%10.8 inhibe ettigi bildirildi (Moustafa vd., 2014). Baska bir ¢alismada da Gypsophila
trichotoma nin metanol ekstresi 0.1 mg/mL konsantrasyonda BV-173 16semi hiicre

proliferasyonunu % 2.2 inhibe ettigi bildirildi (Voutquenne-Nazabadioko vd., 2013).

Sonug olarak, bu ¢calismada endemik bir bitki tiiri olan Gypsophila sphaerocephala’ nin
su ve metanol ekstrelerinin fenolik madde igerikleri, antioksidan aktiviteleri ve
antiproliferatif kapasiteleri karsilastirmali olarak degerlendirildi. Ayrica, hegzan ekstresi
tizerinden bitkinin esansiyel yag icerigi kalitatif olarak belirlendi. Toplam fenolik ve
flavonoid igerik testlerinde ve HPLC analizleri sonucunda, bitkinin metanol ekstresinin
su ekstresine kiyasla daha yiiksek oranda fenolik madde igerdigi belirlendi. Ayrica, GC-
MS analizleri neticesinde bitkinin esansiyel yag icerigi a¢isindan oldukc¢a zengin oldugu
belirlendi. En bol bulunan yapilarin ise Hentriacontane (%16.87), Monanoicacid
(%10.45), Tetratriacontane (%5.06) oldugu tespit edildi. Ekstrelerin antioksidan
kapasiteleri dort farkli metod {izerinden degerlendirildi. Uygulanan antioksidan aktivite
testler neticesinde, metanol ekstresinin antioksidan aktivitesinin su ekstresine kiyasla
daha yiiksek oldugu belirlendi. Benzer sekilde XTT metoduyla ii¢ farkli hiicre hatti
tizerinden degerlendirilen antiproliferatif caligmalarinda, metanol ekstresinin su
ekstresine kiyasla daha yiiksek aktivite sergiledigi gozlendi. Ote yandan her iki
ekstreninde referans antioksidan bilesikler (tokferol, troloks, BHT ve BHA) ve pozitif
kemoterapotik ilag (5-FU) ile kiyaslandiklarinda orta derecede biyolojik aktivite
sergiledigi belirlendi.

60



KAYNAKLAR

Ahmad, P., Jhon, R., Sarwat, M., and Umar, S. (2008) “Responses of proline, lipid
peroxidation and antioxidative enzymes in two varieties of Pisum sativum L.
under salt stress”, International Journal of Plant Production, 2(4), 353-365.

Akdulum, B. (2011) “Echinacea pallida’nin koklerindeki bilesiklerin izolasyonu, yapi
tayini ve antiproliferatif aktivitelerinin incelenmesi”, Yiiksek Lisans Tezi,

Gaziosmanpasa Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Anabilim Dali, 1-
2.

Akkus, 1. (1995) “Serbest Radikaller ve Fizyopatolojik Etkileri’’, Mimoza Yaynlart,
Konya, 106-111.

Aksoy, Y. (2002) “Antioksidan mekanizmada glutatyonun roli”, Klinik Tip Bilimleri,
22, 442-448.

Aksoy, M. (2016) ‘’Bazi flavonoidlergn antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi ve insan
eritrositlerinden saflagtirilan glutatyon s-transferaz enzim aktivitesi iizerine
inhibisyon etkilerinin incelenmesi>’, Doktora Tezi, Atatiirk Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, 9 -10.

Alpmar, K. ve Sacli, S. (1997) “Tirkiye’deki Etnobotanik Calismalar Hakkinda Bir
Bibliyografya”, XI. BIHAT Bildiriler Kitabt, Ankara, 157-167.

Ames, B.N., Shigenaga, M.K., and Hagen, T.M. (1993) “Oxidants, antioxidants and
degenerative diseases of aging”, Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 90, 7915-7922.

Anil, M. (2006) “Antioksidan olarak tahillar”, Hububat Uriinleri Teknolojisi Kongre ve
Sergisi, 7-8 Eyliil, Gaziantep.

Apak, R., Giiclii, K., Ozyiirek, M., and Karademir, S.E. (2004) “Novel total antioxidant
capacity index for dietary polyphenols and vitamins C and E, using their cupric

ion reducing capability in the presence of neocuproine: CUPRAC method”,
Journal of Agricultural Food Chemistry, 52, 7970-7981.

Arslan. 1., and Celik A. (2013) “Saponin rich fractions (SRPs) from Soapwort show
antioxidant and hemolytic activity”. APCBEE Procedia, 7, 103-108.

Aslan, G. (2010) “Tiimd6r immiinolojisi”, Turkish Journal of Immunology, 15, 7-13.

Balasundram, N., Sundram, K., and Samman, S. (2006) “Phenolic compounds in plants
and agriindustrial by-products: Antioxidant activity, occurrence, and potential
uses”, Food Chemistry, 99, 191-203.

Baytop, T. (1999) “Tirkiye’de Bitkilerle Tedavi”, Nobel Tip Kitabevieri, 2. Baski,
[stanbul.

61



Blois M.S. (1958) “Antioxidant determinations by the use of a stable free radical”” Nature.
181, 1199-1200.

Bozar1 S. (2012) “’Lamiaceae Familyasina Ait Farkli Tiirlerden Elde Edilen Allelopatik
Potansiyele Sahip Esansiyel Yaglarin Genotoksik Etkilerinin Belirlenmesi’’,
Doktora Tezi, Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Erzurum 1-35.

Bozkurt, Y., ve Goker Y. (1981) “Orman Urﬁiglerinden Faydalanma”, Istanbul
Universitesi Orman Fakiiltesi Yayinlari, 1.U. Yaym No 2840, O.F. Yaym No
297.

Breitmaier, E. (2006) “’Terpenes. Flavors, Fragrances, Pharmaca, Pheromones’’, Wiley-
VCH, Weinheim, Germany, 220.

Budihardjo, I., Oliver, and H.L.M. (1999) “Biochemical pathways of caspase activation
during apoptosis”, Annual Review of Cell and Developmental Biology, 15, 269-
290.

Buettner, G.R., and Jurkiewicz, B.A. (1996) “Catalytic, ascorbate and free radicals:
Combinations to avoid”, Radiation Research, 145(5), 532-541.

Burton, G.W. (1989) ’Antioxidant action of carotenoids’’, Journal of Nutrition, 119,
109-111.

Biiyiikgebiz, O. and Caferler, J.S. (2001) “Apoptosis”, Sendrom, 13(1), 102-107.

Chima, N.K., Nahar L., Majinda, R.R.T., Celik, S., and Sarker, S.D. (2014)
“Assessment of free-radical scavenging activity of Gypsophila pilulifera: assay-
guided isolation of verbascoside as the main active component”. Brazilian
Journal of Pharmacognosy, 24, 38-43.

Coskun, F. (2006) “Gidalarda Bulunan Dogal Koruyucular”, Gida Teknolojileri
Elektronik Dergisi, 2, 27-33.

Croteau, R., Kutchan, T.M., and Lewis, N.G (2000) “Natural products
(secondarymetabolites), in Biochemistry and Molecular Biology of Plants”,
American Society of Plant Biologists, Rockville, MD, USA, pp. 1250-1268.

Davies, K.J.A. (2000) “Oxidative stress, antioxidant defenses, and damage removal,
repair, and replacement systems’’, International Union of Biochemistry and
Molecular Biology Life, 50, 279-289.

Dinis, T.C.P., Madeira, V.M.C., and Almeida, L.M. (1994) “Action of phenolic
derivatives (acetaminophen, salicylate and 5-aminosalicylate) as inhibitors of
membrane lipid peroxidation and peroxyl radical scavengers”, Archives of
Biochemistry and Biophysics. 315 (1), 161-169.

Donaldson, W.E. (1994) “Nutritional factors”, Introduction a Biochemical Toxicology,
Second Edition, Appleton and Lange, Norwalk, Connnecticut.

62



Draper, H.H. (1990) “Nutritional modulation of oxygen radical pathology”, Advences in
Nutritional Research, Plenum Press, New York, 119-145.

Dubey, V.S. (2003) “’Bhalla, R. and Luthra, RAn overview of the non-mevalonate
pathway for terpenoid biosynthesis in plants’’, Journal of Biosciences, 28, 637—
646.

Eichhorst, S.T. and Krammer P.H. (2001) “Derangement of apoptosis in cancer”, The
Lancet, 358, 345-346.

Embuscado, M.E. (2015). “Spices and herbs: natural sources of antioxidants— a mini
review”, Journal of Functional Foods, 18, 811-819.

Evelson, P. and Ordonez, C.P. (1997) “Oxidative stress”, Photochemistry Photobiology,
38(2-3), 215-219.

Feredioon, S. and Janitha, P.K. (1992) Wanasundara, P.D., “Phenolic Antioxidants”,
Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 32(1), 67-103.

Formica, J.V. and Regelson, W. (1995) “Review of the biology of quercetin and related
bioflavonoids”, Food and Chemical Toxicology, 33(12), 1061-1080.

Frankel, E.N. (1980) “’Lipid oxidation, A review, Progress in Lipid Research, 19, I-22.

Freedman, B., Kwolek, W. F., Pryde, E. H. (1986) “Quantitation in the analysis of
transesterified soybean oil by capillary gas chromatography 1”, Journal of the
American Oil Chemist’s Society, 63(10), 1370-1375.

Fridovich, 1. (1989) "Superoxide Dismutases - an Adaptation to a Paramagnetic Gas."
Journal of Biological Chemistry, 264(14): 7761-7764.

Gaetani, G., Ferraris, A., Rolfo, M., Mangerini, R., Arena, S., and Kirkman, H. (1996)
“Predominant role of catalase in the disposal of hydrogen peroxide within human
erythrocytes”, Blood Journal, 87(4), 1595-1599.

Gerald F. and Combs, Jr., James, P., McClung, Ph.D. (2017) “The Vitamins
Fundamental Aspects in Nutrition and Health” 612, 117.

Gezgin, D. (2006) “Bitki Mitoslar1”, Sel Yayinculik, istanbul.

Gok, V. ve Serteser, A. (2003) “Dogal antioksidanlarin biyoyararlilig1”, 3. Gida
Miihendisligi Kongresi, 2-4 EKim, Ankara.

Gokpinar, S., Koray, T., Akgicek, E., Goksan, T., and Durmaz, Y. (2006) “Algal
antioksidanlar”, Journal of Fisheries and Aquatic Sciences, 23, 85-89.

Griffin, S.G., Wyllie, S.G., Markham, J.L. and Leach, D.N. (1999) “’The role of structure
and molecular properties of terpenoids in determining their antimicrobial
activity”’, Flavour Fragrance Journal, 14, 322-332.

63



Giilgin, I., Oktay, M., Kiregci, E., and Kiifrevioglu, O.1. (2003) “Screening of antioxidant
and antimicrobial activities of anise (Pimpinella anisum L.) seed extracts”, Food
Chemistry, 83, 371-382.

Giilgin, 1. (2012) “Antioxidant activity of food constituents: an overview”, Archives of
Toxicology, 86, 345-391.

Halfon, B. (2005) “Natural Products Lecture Notes”, Bogazici University Press, Istanbul.

Halliwell, B., and Gutteridge J.M.C. (1989) “’Free Radicals in Biology and Medicine”’
Clarendon Press, Oxford, 543.

Halliwell, B. (1990). “How to characterise a biological antioxidant”, Free Radical
Research Comminucation, 9, 1-32.

Halliwell, B. (1996) “Oxidative stres, nutrition and health: Experimental strategies for
optimisation of nutritional antioxidant intake in humans”, Free Radical
Research, 25, 57-74.

Halliwell, B., and Gutteridge JMC. (1999) “’Free Radicals in Biology and Medicine’,
3rd ed., Oxford University Pres, Newyork,: 246-351.

Henrikson, J. (1992) “Cellular Metabolism and Endurance, Endurance in Sport”, Editors
Shephard RJ, Astrand PO, Blackwell Science, London.

Hetts, S.W. (1998) “To die or not to die”, The Journal of The American Medical
Association (JAMA), 279, 300-307.

Hosseinzadeh, S., Jafarikukhdan, A., Hossein, A., and Arman. 1. (2015) “The application
of medicinal plants in traditional and modern medicine: a review of Thymus
vulgaris”, International Journal of Clinical Medicine., 6, 635-642 .

Huang, M.T., Smart, R.C., Wong, C.Q., and Conney, A.H. (1988) “Inhibitory effect of
curcumin, cholorogenic acid, caffeic acid and ferulic acid on tumor promotion
in mouse skin by 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate”, Cancer Research, 48,
5941-5946.

Hussain, A. 1., (2009) “’Characterization and Biological Activities of Essential Oils of
Some Species of Lamiaceae.”’PhD, University of Agriculture, Department of
Chemistry, Pakistan ,10-35.

Jialal, I., and Grundy SM, (1993) “’Effect of combined supplementation with alpha-
tocopherol, ascorbate, and beta carotene on low-density lipoprotein oxidation”’,
Circulation. 88: 2780-2786.

Keszei, A., Brubaker, C.L. and Foley, W.J. (2008). “A molecular perspective on terpene
variation in Australian”, Myrtaceae Australian Journal of Botany, 1-200.

Kogyigit, M. (2005) “Yalova Ilinde Etnobotanik Bir Arastirma”, Yiiksek Lisans Tezi,
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii.

64



Kopsell, D.A. and Kopsell, D.E. (2006). “Accumulation and bioavailability of dietary
carotenoids in vegetable crops”. Trends In Plant Sciences, 11; 499-507.

Korukluoglu, M., Irkin R., and Sertel S. (2006) “Salmonella ve Shigella Tiirlerinin
gelismesini engelleyen tibbi bitkiler ve Esansiyel yaglar”, Gida Dergisi, 31(6),
319-324 .

Koksal, E. (2007). “Karnabahar (Brassica oleracea L.) peroksidaz enziminin
saflastiritlmas1 ve Kkarakterizasyonu, antioksidan ve antiradikal aktivitesinin
belirlenmes’, Doktora Tezi”, Atatiirk Universitesi, Fen Bilimleri Estitiisii,
Kimya Anabilim Dali, Erzurum, 1-50.

Krinsky, N.I. and Deneke, S.M. (1982) “Interaction of oxygen and oxy-radicals with
carotenoids”, Journal of the National Cancer Institute, 69, 205-209.

Kwee, J.K., Mitidien, E., and Alfonso, O.R. (1991) “Lowered superoxide dismutase in
highly metastatic B 16 melanoma cells”, Cancer Letters, 57, 199-202.

Michalak, A. (2006) “Phenolic compounds and their antioxidant activity in plants
growing under heavy metal stress”, Polish Journal of Environmental Studies,
15(4), 523-530.

Mitchel, R.E.J., and Mccann, R., (1993) “Vitamin E is a complete tumor promotor in
mouse skin”, Carcinogenesis, 14(4), 659-662.

Moustafa, S.M., Menshawi, B.M., Wassel, G.M., Mahmoud K., and Mounier, M.
(2014) “Screening of some plants in egypt for their cytotoxicity against four
human cancer cell lines”, International Journal Pharmtech Research, 6, 1074—
1084.

Naghibi, F., Irani, M., Hassanpour, A., Pirani, A., and Hamzeloo- Moghadam, M.
(2014) “Cytotoxic effects of selective species of Caryophyllaceae in Iran”,
Research Journal of Pharmacognosy, 1, 29-32.

Obst, J.R. (1998) “Special (secondary) metabolites from wood, in Forest Products
Biotechnology”, Taylor & Francis, London, pp. 151-165.

Packer, L. (1991) “Protective role of vitamin E”, Clinical Nutrition, 53, 1050-1055.

Paolini, M., Cantelli-Forti, G., Perocco, P., Pedulli, G.F., Abdel-Rahman, S.Z. and
Legator, M.S. (1999) <’Co-carcinogenic effect of B-carotene’” Nature, 398; 760-
761.

Paquat, C., and Hautfenne, A. (1992) “International Union of Pure and Applied
Chemistry”, Blackwell Scientific Publications, London.1-50.

Pietta, P.G. (2000) “Flavonoids as antioxidants”, Journal of Natural Products, 63, 1035-
1042.

65



Quintanilha, A.T.L., Packer, J.M.S., Davies, T.L., and Racanelli, K.J.A. (1982)
“Membrane Effects of Vitamin-E-Deficiency - Bioenergetic and Surface-Charge
Density Studies of Skeletal-Muscle and Liver-Mitochondria.” Annals of the
New York Academy of Sciences, 393, 32-47.

Ratnam, D.V., Ankola, D.D., Bhardwaj, V., Sahana, D.K., and Kumar, M.N.V.R. (2006).
“’Role of antioxidants in prophylaxis and therapy: A pharmaceutical
perspective’’, Journal of Controlled Release, 113, 189-207.

Re, R., Pellegrini N., Proteggente A., Pannala A., Yang M., and Rice-Evans C. (1999)
“Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation decolorization
assay”, Free Radical Biology and Medicine, 1231-1237.

Richard, A. D. (2011) “Plant biotechnology shapes up fort the 21.st century”, Plant
Biology Division, Samuel Roberts Noble Foundation, OK, USA 1, 3-6.

Rietjens, I.M.C.M., Boersma, M.G., Haan, L., Spenkeiink, B., Awad, H.M., Cnubben,
N.H.P., Zanden, J.J., Woude, H., Alnk, G.M., and Koeman, J.H. (2002) “The
pro-oxidant chemistry of the natural antioxidants vitamin C, vitamin E,
carotenoids and flavonoids™”, Environmental Toxicology and Pharmacology,
11, 321-333.

Saldamls, 1. (2007) “Gida Kimyas1”, Hacettepe Universitesi Yayinlart, Ankara, 463-492.

Sen, S., and Chakraborty, R. (2011) “The role of antioxidants in human health, Oxidative
Stress: Diagnostics, Prevention and Therapy”, Chapter 1, 1-5.

Serteser, A., Kargioglu, M., Gk, V., Bagci, Y., Ozcan, M.M., and Arslan. D. (2009)
“Antioxidant properties of some plants growing wild in Turkey”, Grasas
Aceites, 60, 147-154.

Shahidi, F., and Naczk, M. (1995) “Food Phenolics”, Technomic Publishing Company
Book, Lanchester, USA, 199-225.

Shahidi, F. (1996). “Natural Antioxidants, Chemistry, Health Effects and Applications’’,
AOCS Press, Champaign, Illinois, 0-935315-77-2.

Singleton, VL., and Rossi, J.A. (1965). “Colorimetry of Total Phenolics with
Phosphomolybdic-Phosphotungstic Acid Reagents’’, American Journal of
Enology and Viticulture, 16, 3 144- 158.

Skrovankova, S., Sumczynski, D., Mlcek, J., Jurikova, T., and Sochor J. (2015).
“Bioactive compounds and antioxidant activity in different types of berries”
International Journal of Molecular Science, 16, 24673-24706.

Sroka, Z., and Cisowski, W. (2003) “Hydrogen peroxide scavenging, antioxidant and

anti-radical activity of some phenolic acids”, Food and Chemical Toxicology,
41 753-758.

66



Stadtman, E.R. (2002) “Importance of individuality in oxidative stress and aging”, Free
Radical Biology and Medicine, 33, 597-604.

Stevenson, D.E., and Hurst, R.D. (2007) “Polyphenolic phytochemicals just antioxidants
or much more”, Cellular and Molecular Life Sciences, 64, 2900-2916.

Sit, L. (2011) “Cesitli bitkilerin antioksidan 6zelliklerinin incelenmesi”, Yiiksek Lisans
Tezi, Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Edirne.

Thormar, H. (2011). “Lipids and Essential Oils as Antimicrobial Agent” A John Wiley
and Sons, Ltd., Publication, 205-220

Tohidi, B., Rahimmalek, M., and Arzani, A. (2017) “Essential oil composition, total
phenolic, flavonoid contents, and antioxidant activity of Thymus species
collected from different regions of Iran” Food Chemistry, 220, 153-161.

Turan, F.A. (2000) “Tiirkiye’de Halk Ilact Arastirmalar”, T.C. Kiiltiir Bakanhg,
Ankara.

Tusevski, O., Kostovska, A., lloska, A., Trajkovska, L., and Simic S.G. (2014)
“Phenolic production and antioxidant properties of some Macedonian medicinal
plants”, Central European Journal of Biology, 9, 888-900.

Van-Der Meulen, J.H., McArdle, A., Jackson, M.J., and Faulkner, J.A. (1997) “The rol
of vitamin E”, Journal Applied Physiology, 83, 817-823.

Vining, L.C. (1990) “Functions of secondary metabolites”, Annual Review of
Microbiology, 44, 395-427.

Vitcheva, V., Simeonova, R., Krasteva, I.M., Yotova, S., and Mitcheva, M. (2011).
“Hepatoprotective effects of saponarin, isolated from Gypsophila trichotoma
Wend. on cocaine-induced oxidative stress in rats”, Redox Report, 16, 56-61.

Voutquenne-Nazabadioko, L., Gevrenova, R., Borie, N., Harakat, D., Sayagh, C.,
Weng, A., Thakur, M., Zaharieva, M., and Henry, M. (2013). Triterpenoid
saponins from the roots of Gypsophila trichotoma Wender. Phytochemistry, 90,
114-127.

Wargovich, M.J., Jimenez, A., and McKee, K. (2000) “Abnormal crypt formation in rat

colon of potential chemopreventive agents and their effect on progression”,
Carcinogenesis, 21, 1149-1155.

Weidenhamer, J.D., Macias, F.A., Fischer, N.H., and Williamson, G.B. (1993) “Just how
insoluble are monoterpenes?’’ Journal of Chemical Ecology, 19, 1799-1807.

Yazici, S.0., and Ozmen 1. (2017). “Effect of the crude saponin Extract from Gypsophila
pilulifera Boiss. & Heldr. on protease from Bacillus subtilis ATCC 6633 and
antioxidant properties of the extract”, Iranian Journal of Science and
Technology, 42, 1707-1713.

67



Zhao, G.R., Xiang, ZJ., Ye, T.X,, Yuan, Y.J.,, and Guo, Z.X. (2006) “Antioxidant
activities of Salvia miltiorrhiza and Panax notoginseng”, Food Chemistry, 99,
767-774.

Zhishen, J., and Mengcheng, T. (1999). “The determination of flavonoid contents in
mulberry and their scavenging effects on superoxide radicals”, Food Chemistry
64(4), 555-559.

Zintzen, H. (1997) “Fat-soluble vitamins in nutrition of ruminants”, La Roche, Basel.

68



OZGECMIS

1989 yilinda Kayseri-Develi’ de dogdu. ilkdgretimi Balikesir-Burhaniye’de, ortadgretimi
Antakya’da, lise Ogrenimini Konya’da tamamladi. 2010 yilinda Karamanoglu
Mehmetbey Universitesi MYO Gida Teknolojisi Béliimii’nden, 2014 yilinda Erzincan
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii’nden mezun oldu. Ayn1 yil Erzincan
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali’nda yiiksek lisans 6grenimine

basladi. Evli ve bir ¢ocuk annesidir.

69



