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Bu tez kapsaminda, tibbi ve ekonomik 6neme sahip degerli sekonder metabolitleri igeren
Pistacia khinjuk Stocks. (Bittim) bitkisinin in vivo erkek ve disi genotipleri ile in vitro siirgiin
kiiltiirlerinden elde edilen kok, govde ve yaprak kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin karsilagtirmali olarak
sitotoksik, antihipertansif aktiviteleri ile kolinesteraz, iireaz, tirozinaz ve elastaz gibi enzim inhibisyonu
aktiviteleri ¢aligilmustir.

Bu baglamda 6ncelikle in vitro siirgiin kiiltiirleri, bittim agacina ait olgun tohumlarin herhangi
bir bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen MS besi ortaminda ¢imlendirilmesi ile baglatilmis ve elde
edilen jiivenil siirgiinler 1 mg/L 6-Benzylaminopiirin (BAP) destekli MS besi ortaminda prolifere edilerek
stok kiiltiirler elde edilmistir. [n vitro siirgiinler ile in vivo erkek ve disi genotiplere ait kok, gdvde ve
yapraklar oda sicakliginda kurutularak biyolojik aktivite ¢alismalarinda kullanilmistir.

Sitotoksik aktivite bakimindan ¢aligilan tiim 6rneklerin MCF-7 ve HT-29 hiicre serilerine karsi
sitotoksik etki gosterdikleri tespit edilmistir. Biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonuna 6rneklerin aktif,
ancak asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu gostermedikleri belirlenmistir. n vitro érneklere ait hig bir
ekstrede antiiireaz aktivitesinin gozlenmedigi ayrica in vivo orneklerin in vitro 6rneklere nazaran daha
yiiksek lireaz ve tirozinaz enzim inhibisyon aktivitesine sahip olduklari, antielastaz aktivite bakimindan
ise sadece in vitro yaprak ekstreleri disindaki tiim ekstrelerin aktif sonuglar verdigi gézlenmistir. Yine in
vivo 6rneklerin daha yiiksek antihipertansif aktivite gosterdikleri tespit edilmistir. Genel anlamda in vivo
disi ve erkek genotiplerin in vitro ekstrelere oranla daha yiliksek biyolojik aktivite gosteririken, kok
kisimlarindan elde edilen ekstrelerin ise govde ve yaprak kisimlarina oranla daha yiiksek biyolojik
aktiviteye sahip olduklar: tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antihipertansif aktivite, enzim inhibisyonu, in vitro, Pistacia khinjuk
Stocks., sitotoksik aktivite
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Within the scope of this thesis, cytotoxic, antihypertensive and enzyme inhibition activities such
as cholinesterase, urease, tyrosinase and elastase were studied comparatively on the root, stem and leaf
parts of male and female genotypes and in vitro shoot cultures of the Pistacia khinjuk Stocks (Bittim)
which has medical and economic importance containing valuable secondary metabolites.

In this context, in vitro shoot cultures were started by germinating mature seeds of bittim tree in
MS medium without any plant growth regulator and juvenile shoots were proliferated for stock culture in
1 mg/L 6-Benzylaminopurine (BAP) supplemented MS medium. The root, stem and leaf part of male and
female genotypes of in vivo and in vitro shoots were dried at room temperature and used in biological
activity studies.

In terms of cytotoxic activity, all samples were found to have cytotoxic effect against MCF-7
and HT-29 cell lines. It was determined that no extracts were responsive to butyrylcholinesterase enzyme
inhibition, including galantamine, which was active but standardized to acetylcholinesterase enzyme
inhibition. It was observed that in vivo samples had no urease activity but higher urease and tyrosinase
enzyme inhibition activity compared to in vitro samples, whereas in terms of antielastase activity, all
extracts, except oleanolic acid used as standard, yielded active results only in vitro leaf extracts. No
antiurease activity was observed in any extract of in vitro samples, and in vivo samples had higher urease
and tyrosinase enzyme inhibition activity than in vitro samples; in terms of antielastase activity, it was
observed that all extracts including oleanolic acid used as standard, gave active results except in vitro
leaves extracts. It was also found that in vivo samples showed higher antihypertensive activity. In general,
it was found that in vivo female and male genotypes show higher biological activity than in vitro extracts,
while extracts obtained from root parts have higher biological activity than stem and leaf parts.

Keywords: Antihypertensive activity, enzyme inhibition, in vitro, Pistacia khinjuk Stocks.,
cytotoxic activity
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1. GIRIS

Diinya iizerinde bir¢ok bitkinin ¢ok eski caglardan beri tibbi amagclarla
kullanildig1 bilinmektedir. Tibbi bitkiler ve onlarin kullanimlar1 ile ilgili en eski
bilgilerin Cin, Misir ve Yunan tarihinden geldigi, Hitit'ler doneminde ise bazi droglarin
tiretilip ihrag edildigi belirtilmistir. Diinyada kullanilan bitki sayisinin 20.000 civarinda
oldugu giiniimiizde, 4.000 drogun yaygin sekilde kullanildig1 ve yaklasik olarak 400
kadarinin ise ticaretinin yapildigi rapor edilmistir (Sar1 ve ark., 2008). Tedavi amaciyla
kullanilan bir¢ok bitkinin igerdigi sekonder metabolitlerin saflastirilmasi, bunlarin
farmakolojik ve biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi sonucunda, dogal kaynakli ilag
etken maddeleri bulunmustur. Diinya genelinde hastaliklarin bitkilerle tedavisi XIX.
yizyila kadar siirmiis, daha sonra kimya sanayisindeki gelismeler ilag sanayisini
etkilemis ve sentetik ilaclar bitkilerin yerini almaya baslamistir. Ancak sentez yoluyla
elde edilen ilaglarin yan etkilerinin fazla olmasi ve organizmalarin antimikrobiyal
sentetik ilaglara karsi direng olusturmalar1 nedeniyle modern tibbin hastalik tedavisinde
yetersiz kaldig1 noktalar giin yiizline ¢ikmistir.

Bitkilerin ¢ogu, tibbi 6neme sahip sekonder metabolitleri (terpenler, fenolik
bilesikler, azot iceren sekonder metabolitler vb.) barindirarak bilimsel, teknolojik ve
ticari uygulamalar i¢in ham madde kaynagi olusturur (Kilingarslan, 2016). Bir zamanlar
bu fitokimyasallarin atik birer metabolizma iiriinleri oldugu diislinlilse de yapilan
bilimsel ¢alismalar neticesinde ilag hammaddesi olarak kullanilmasinin yani sira gida
katki maddesi, kozmetik, parflimeri ve zirai alanlarin da dahil oldugu oldukca genis bir
yelpazede aktif olarak kullanildiklar1 rapor edilmistir (Banerjee ve ark., 2011).
Birgogunun antibakteriyal 6zellikte, bitkinin savunma mekanizmasinda O6nemli yere
sahip bilesenler oldugu rapor edilmistir. Bazi terpenlerin ve pigmentlerin bitkilerin
tozlagmasmma yardimci olduklar1 veya otobur hayvanlara karsi bir savunma
mekanizmasinda rol oynadigi belirlenmistir. Baz1 sekonder metabolitlerin ise bitkileri
aktif oksijen tiirleri ve UV 1ginlarina kars1 korudugu bildirilmistir (Raven ve ark., 2005).

Diinya tizerinde kozmopolit yayilis gosteren Anacardiaceae famiyasi, Pistacia
cinsinin de dahil oldugu yaklasik 70 cins ve 600’iin iizerinde tiirii barindirmaktadir.
Pistacia cinsine ait tiirler, her dem yesil veya yaprak doken, regine veren ¢ali ya da
kserofit bitki seklinde karakterize olabilen ve 8-10 m boyunda biiyliyen agaclardir
(Bozorgi ve ark., 2013). Cinsin tiim iyeleri dioik olup erkek ve disi olmak iizere ayri
bireylerden olusmaktadir (Sola-Campoy ve ark., 2015). Ancak P. atlantica i¢in birkag



monoik bireyler de rapor edilmistir (Turkeli ve Kafkas, 2012). Pistacia L. cinsinin
orjinini, Merkezi Asya (Kuzey Dogu Hindistan, Afganistan, Tacikistan ve Ozbekistan)
ve Anadolu, Yakin Dogu, Kafkasya, Dran ve Tiirkmenistan daglar1 olusturmaktadir
(Onay, 1996). Pistacia cinsine mensup aga¢larin gévde ve dallarinda bol miktarda
recine bulunur. Regine, ugucu yaglarla birlikte sayisiz bilesenden olusan bir
komplekstir. Fitokimyasal maddelerden olusan ve bu ugucu yaglarla zenginlestirilmis
recine, antimikrobiyal, anti-inflamatuar, hipokoleserolemik, antiaterojenik, antikanser
vb. gibi ¢esitli farmakolojik 6zellikler tasimaktadir (Dimas ve ark., 2012; Paraschos ve
ark., 2007). Triterpenoidleri ugucu yagin onemli bir bilesenini olusturmaktadir ve
recineli yagin antikanser potansiyeli ile iliskilendirilmistir (Bozorgi ve ark., 2013).
Pistacia tiirlerinin regine, meyve ve govdeleri dahil olmak iizere gesitli kisimlari
geleneksel tipta ¢cok cesitli amaclar icin kullamlmaktadir. Ornegin, P. vera'nin tohumu
kalp, karin, karaciger ve beyin tedavisi; P. atlantica, P. khinjuk ve P. terebinthus'un
meyveleri afrodizyak aktivitelerinin yaninda, karaciger, bobrek, kalp ve solunum
sistemi bozukluklarinin tedavisinde; P. lentiscus, P. atlantica ve P. khinjuk yaralarin
iyilestirilmesinde; P. atlantica ile P. khinjuk'un yapraklarmin baskin bileseni olan
anazulenik seskiterpen alkol, beyin ve gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde uzun
yillar boyunca kullanilmistir. Regineleri ise mide rahatsizligi, bulanti, kusma ve hareket
hastalig1 (ara¢ tutmasi) i¢in kullanilir. Myricetin-3-glucoside, myricetin-3-galactoside,
vemyricetin-3-rutinosid, P. khinjuk'ta bulunan flavonoid glikozitlerdir. P. khinjuk’un
yapraklar1 Spathulenol igerir. Yapraklarmin kloroform, etil asetat, etil alkol ve dietil eter
ekstraktlari, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae (MIK=0.02-0,5
mg/mL) gibi bakteriler ve Candida albicans ile Saccharomyces cerevisiae (MIK =0,06—
0,4 mg/mL) gibi mantarlara karsi aktivite gosterir. P. khinjuk ‘un toprak iistii
kisimlarindan a-pinene, B-pinene, myrcene, beta-caryophyllene, Germacrene B, ve
Spathulenol gibi baz1 aktif bilesenleri antibakteriyal ve antifungal aktiviteye de sahiptir
(Bozorgi ve ark., 2013). Antepfistiginin ¢oklu doymamis yag asitlerinin antihipertansif
etki gosterdigi bildirilmistir. Bu yaglarin total kolesterol seviyesinin diisliriilmesinde,
meme kanseri riskini azaltmada ve kardiyovaskiiler ve ndrodejeneratif hastaliklar
onlemede etkili olduklar1 rapor edilmistir (Labdelli ve ark. 2019). Her ne kadar sentetik
ilag sanayinin gelismesi ile bitkilerin tedavide kullanim1 azalmigsa da, sentetik ilaglarin
tehlikeli yan etkilerinin bulunmas1 ve bitkisel ilaglarin ¢ok yonlii etkiye sahip olmalari,

bu bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif bilesikler lizerindeki ¢alismalarin artmasina



neden olmustur. Bitkilerin tedavi edici etkilerinin hangi maddelerden ileri geldigini
belirlemek amaciyla yapilan aragtirmalar dikkat ¢ekici bir hizla devam etmektedir.

Bu baglamda, tibbi 6neme sahip P.khinjuk Stocks’un hem tohumlarindan in
vitro sartlarda siirgiin kiiltiirleri yoluyla yetistirilen kok, govde ve yapraklarinin hem de
in vivo (dogal) kosullarda yetisen erkek ve disi genotiplerine ait kok, govde ve
yapraklarmin sitotoksik ve antihipertansif aktiviteleri ile asetilkolinesteraz (AChE),
biitirilkolinesteraz (BChE), iireaz, tirozinaz ve elastaz gibi enzim inhibisyon aktiviteleri
incelenerek karsilastirilmistir. /n vitro uygulamalara ait ¢alismalar ilk defa bu tez

kapsaminda gerc¢eklestirilmis olup asagida sunulmustur.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. P.khinjuk Stocks. Tiirii Hakkinda Genel Bilgiler
2.2.1. Anacardiaceae familyasimin genel 6zellikleri

Cogu 1liman bolgelerde yetisen, genellikle tiiysiiz, bir veya c¢ok yillik otsu
bitkilerdir. Genellikle kabuklar1 regineli agaglar veya calilardir. Yapraklar alternat,
basit, trifoliat veya pinnat, stipiilsiiz, ¢icekler ugta veya yaprak koltuklarinda panikula
durumda, erdisi veya tek eseyli, ¢ogunlukla aktinomorf simetrili, sepallar 3-5, kaidede
birlesmis veya nadiren hi¢ yoktur. Petaller 3-5 adet, serbest veya kaidede birlesik veya
nadiren hi¢ yok, stamenler petallerin iki kati kadar, nadiren daha c¢ok veya az, iki
halkada dizilmislerdir. Pistil 1, ovaryum st durumlu, genellikle bir lokuluslu ve 3
karpelli, nadiren 5 lokulus ve karpelli, oviiller her lokulusta tek, anatrop, plesantasyon

parietal veya bazal goriiniislii, meyve drupa’dir (Se¢men ve ark., 2008).
2.2.2. Pistacia L. cinsi

2 evcikli (dioik), yaprak doken veya herdem yesil agaglar veya calilardir.
Yapraklar pinnat, nadiren trifoliat veya basit yapidadir. Kaliks 5 pargali, apetal ve
meyve bir tohumlu drupa’dir. Akdeniz ve Asya bolgesinde yayilis gosteren 20 kadar

tird vardir.

P.khinjuk Stocks.’un sistematikteki yeri

P. khinjuk’un sistematikteki yeri asagidaki gibidir;

Alem : Plantae
Altalem : Tracheobionta
Boliim : Magnoliophyta
Simif : Magnoliopsida
Altsimif : Rosidae
Takim X Sapindales
Aile : Anacardiaceae
Cins : Pistacia

Tiir : P. khinjuk Stocks



2.2.3. P.khinjuk Stocks.’un biyolojik szellikleri

P. khinjuk Stocks, genellikle ¢ali veya agac¢ik formunda gelisen, 2—5(10) mye
kadar boylanabilen, yaprak doken, dioik ve kserofit bir bitkidir (Sekil 2.1. A, B).
(Yaltirik, 1967). Odunsu yapilarinda dikey recine kanallar1 igerirler. Yapraklar
imparipinnat, yaprak sap1 koseli ya da yuvarlaktir. Yaprak ekseni kanatsiz, yaprak¢ik
sayist 1-9 arasindadir. Yaprakciklar karsilikli, sekli ovattan genis ovata kadar
degisebilen, yaprakgik tepesi akuminat ve tiiysiiz ve ucta bulunan yaprak¢ik genellikle
yanda bulunan yaprakg¢iklardan daha biiyiiktiir. Stamenli ¢icekler bilesik salkimli, 9 cm
uzunluga kadar olabilen, zayif dallanmis, brakteleri biiyiik ve beyaz tiiyliidiir. Cigekleri
koyu kirmiz1 renktedir. Pistilli ¢igekler bilesik salkimli, 16 cm uzunluga kadar olabilen,
tabandan dallanmis, toplu, tiiysiiz olabilecek kadar ¢ok az tiiyliidiir. Meyveler drupa,
koyu yesil renkte, biraz basik kiiremsi sekillidir. Cigeklenme Mart- Mayis aylarinda
gerceklesirken, meyve olusumu Nisan- Ekim aylarinda gerceklesir (Al Saghir ve Porter,
2012; Onay ve ark., 2017).

i

B

Sekil 2.1. P. khinjuk Stocks. agacinin (A) ve tohumlarinin genel gériiniimii (B)

Genellikle kayalik ve dik yamac¢ habitatlarinda, ormanlarda veya sesil olarak
bulunur (Ghaemmaghami ve ark., 2009). Kiregli tash topraklar basta olmak {izere,
hemen her tiirlii toprakta yetisebilir. Deniz seviyesinden yiiksekligi 400 m ile 2.400 m
arasinda olan bolgelerde yayilis gosterir (Al-Saghir ve Porter, 2012). Sekil 2.2°de
gorildiigli iizere Afganistan, Misir (Sina); Hindistan (Himachal Pradesh, Jammu-
Kesmir); Iran; Irak; Urdiin; Nepal; Pakistan; Suudi Arabistan; Suriye; Tacikistan ve

Tiirkiye dogal yetisme alanlar igerisindedir (Rhodes ve Maxted, 2016).
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Sekil 2.2. P. khinjuk Stocks. ‘un cografik dagilisi (Rhodes ve Maxted, 2016).

2.2. Bitkilerde Doku Kiiltiirii Teknikleri ve Avantajlari

Bitki doku kiiltiirli; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki,
hiicre (meristematik hiicreler, silispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (¢esitli bitki
kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni
doku, bitki veya bitkisel iirlinlerin (metabolitler gibi) iiretilmesidir. Bitkisel iiretimde
doku kiiltiirii yontemlerinin kullanim alanlarindan biri de ticari amaglh klonal iiretim
yani mikrogogaltim’dir. Mikrogogaltim: Bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi
olusturabilme potansiyeline sahip bitki kisimlarindan (embriyo, tohum, gévde, siirgiin,
kok, kallu kallus vb) yapay besin ortamlarinda ve aseptik kosullar altinda yeni bitkilerin
elde edilmesidir (Oncel, 2011).

Bitki hiicre ve doku kiiltiirleri asagidaki gibi siniflandirilirlar;

1-Organ Kiiltiirleri

-Ko6k kiiltiirleri

-Stirgiin (apikal) kiiltiirleri

-Anter ve polen kiiltiirleri

2-Doku Kiiltiirleri (Kallus)

3-Hiicre Kiiltiirleri (Protoplast ve hiicre slispansiyonlart)

4-Somatik Embriyogenezis

5-Mikroasilama



Bitki doku kiiltiirii teknikleri ile bitkilerin hiicre, doku, organlarindan kozmetik,
farmasotik veya tarimsal agidan 6nemli sekonder metabolitler de iiretilebilmektedir. Bu
amagla iiretimin daha verimli, daha ucuz ve iriiniin daha ¢ok miktarda olmasi i¢in giin
gectikce yeni yontemler kesfedilmektedir. Molekiiler biyolojik arastirmalarla {iriin
verimini artirma, bir materyalden birden ¢ok iiriin alma veya genetigi degistirilmis
bitkilerden yeni iirtinlerin kazanilmasi gibi metotlar gelistirilir.

Bitki doku kiiltiirii yontemleri ile sekonder metabolit iiretimi daha giivenilir,
basit ve tahmin edilebilirdir. Normalde ana bitkide bulunmayan bilesiklerin de
tiretilebilmesine olanak saglar. Politik, cografik ve mevsimsel engellerden bagimsiz
tretim  yapilabilir.  Karmasik  bitki  ekstraksiyonlariyla  karsilastirildiginda
fitokimyasallarin izolasyonu daha cabuk ve etkili yapilabilir. Hiicre kiiltiirleriyle
bitkinin kendisinden elde edilen fitokimyasallarin miktar1 karsilastirildiginda hiicre
kiiltiirlerinden ¢ok daha fazla miktarda {iriin elde edilebilir hatta {iretim endiistriyel
boyuta taginabilir. Hiicre kiiltirlinde genetik uygulamalara yonelik isaretlemeler ve
degisimler yapilabilir. Temel arastirmalara (6rnegin metabolik ve biyokimyasal yollarin
anlasilmasinda) yol gosterici tayinler yapilabilir (Yagci ve ark., 2008).

Oncelikle basarilh bir mikrogogaltim igin ise, sirasiyla su asamalar
gerceklestirilmelidir;

1. Hazirlik asamasi: Bu agama esas olarak kontaminasyon problemlerinin en aza
indirilmesi amaciyla, ana¢ bitkilerin hijyenik kosullar altinda yetistirilmesini
kapsamaktadir.

2. Kiiltiir baglangi¢ asamasi - Eksplant se¢imi: Mikrogogaltimda ¢ogunlukla
eksplant olarak tohum, tepe ve koltuk alti tomurcuklar segilmekle birlikte farkli
organlarda eksplant olarak kullanilmaktadir.

-Sterilizasyon: Mikrogogaltimda kullanilan eksplantlar aseptik kosullara
konulmadan 6nce tam anlamiyla sterilize edilmelidir. Sterilizasyon yontemleri bitkinin
yetistigi ortama ve eksplantin alindigit organa gore farklilik gostermektedir.
Kullanilacak dezenfektan maddenin cinsi, konsantrasyonu ve uygulama siiresi
sterilizasyonun basarisint etkilemektedir. Ayrica bitki dokularmin zarar gérmemesine
dikkat edilmelidir.

- Baslangi¢ ortamlari: Her bitki tiirii i¢in kullanilan besin ortamlari, inorganik
maddeler (makro ve mikro besin elementleri), organik maddeler, bitki biiyiime

diizenleyicileri ve diger (seker, agar) maddeleri igermektedir. Kiiltiir amacina ve bitki



Ozelligine bagli olarak ortam bilesimi ve konsantrasyonlarinda degisiklik
olabilmektedir.

- Cevresel faktorler: Kiiltiir odasindaki 1s1k, sicaklik ve nem bitki tiirlerinin
istegine gore siirekli kontrol altinda tutulmalidir.

3. Siirgilin ¢cogaltim agamalari

- Besin ortamlari: Baglangi¢ i¢in kullanilan ortamlar ¢ogaltim asamasinda da
kullanilabilmekte ve bazi durumlarda degisiklik yapilabilmektedir. Bitki dokularindan
organ farklilasmasinda oksin ve sitokininler nemli rol oynamaktadir.

4. Siirgiin gelisimi ve koklendirme asamasi: Materyalin kiiltiire alimindan sonra
cogaltimda kullanilan bitki tiir ve ¢esidinin ¢ogalabilme 6zelligine bagli olarak gesitli
sayida yeni siirgiin meydana gelmektedir. Bu siirgiinler ayrilarak daha genis kaplar
icerisinde alt kiiltiirlere alinirlar. Koklendirme asamasina gecilene kadar alt kiiltiire
devam edilir. Akabinde siirgiinler koklendirme ortaminda kiiltiire alinirlar.

5. Di1s ortama alistirma (aklimatizasyon) asamasi: Steril kosullarda, diisiik 151k
yogunlugunda yliksek nem igeren ve tiim besin maddelerinin bulundugu bir ortamda
gelistirilen bitkilerin, daha diisiik nem, daha yiliksek 151k diizeyi ve steril olmayan
kosullara sahip dig ortama aktarilmasi ¢ok dikkatli ve asamali olarak yapilmalidir.

(Mansuroglu ve Giirel, 2001; Oncel, 2011).

2.3. Bitki Sekonder Metabolitleri

Sekonder metabolitler, bitkiler tarafindan {iretilen ve bitkinin temel yasamsal
islevleri ile dogrudan iliskisi olmayan, bitkide savunma, korunma, ortama uyum,
hayatta kalma ve nesillerini devam ettirmek i¢in bitkiler tarafindan gelistirilmis
mekanizmalarin liriinleridir. Bu maddelerin bitkideki 6nemli gorevleri sunlardir:

1) Kuraklik, tuzluluk, UV 1sinlar vs. gibi degisik ¢evre faktdrlerinin olusturdugu
stres ortamina kars1 koyma,

2) Herbiyorlara (bocek, siirlingen vb.) kars1 savunma,

3) Mikroorganizmalara (bakteri, mantar vb.) kars1 savunma,

4) Baz1 metabolik ve daha gelismis ekolojik islevler (6rnegin; tohum dagilimim
saglamak i¢in hayvanlar1 ve diger tasiyicilar: cezbettirme gibi). sekonder metabolitlerin
giinliik hayattaki 6nemine gelince bu kimyasallar basta ila¢ sanayisinin hammaddesi

olup kozmetik, besin katki maddesi, zirai ila¢ sanayiinde ve bir¢ok kimya sektoriinde



kullanilmaktadir. sekonder metabolitlerin kullanim alanlarim1  baghiklar altinda
siralayacak olursak;

1) ila¢ hammaddesi olarak kullanilan sekonder metabolitler (6rnegin, aspirinin
hammaddesi s6giit agacinin kabuklarindan elde edilen asetilsalisilik asittir),

2) Besin katki maddesi olarak kullanilan sekonder metabolitler. Besin
endiistrisinde sekonder matabolitler tat ve koku verici maddeler olarak kullanilirlar.

3) Zirai ilag olarak kullanilan sekonder metabolitler. Zirai miicadelede de
sekonder metabolitlerin olduk¢a 6nemli yeri vardir. Bunun en 6nemli sebebine gelince
sekonder metabolitler dogaldir. Diger suni insektisitler (bocek oldiiriicii maddeler) gibi
cevreye olumsuz etki yapmazlar.

4) Kozmetik sektdriinde kullanilan sekonder metabolitler. Ornegin, bitkilerden
elde edilen hos kokulu bilesikler olan ucucu yaglar parfiim sanayinde kullanilir
(Yilmaz, 2011).

Sekonder metabolitler, birincil metabolizma yollarinin ana iriinlerinden, 6zel
metabolik yollarla iretilmektedirler ve genellikle biyosentez yollarina gore
siniflandirilmaktadir. Baslica terpenler, fenolik bilesikler ve alkaloidler olmak iizere 3
gruba ayrilirlar. Bu gruplar kimyasal olarak birbirlerinden farkli olup, glikoliz,
fotosentez ve krebs dongiisii siireci boyunca gergeklesen metanolik yan basamaklardan
iiretilmektedir. Primer metabolizmanin ana yollar1 olan bu siireclerin ara iiriinleri olan
asetil coA, sikimik asit, mevalonik asit ve aromatik aminoasitler iizerinden sekonder
metabolitler sentezlenmektedir (Sekil 2.3.) Bitkiler aleminde primer metabolitlerden
daha smirli bir dagilima sahiptirler, yani genellikle yalnizca bir bitki tiiriinde veya
tiirlerin taksonomik olarak yakin gruplarinda bulunmaktadirlar. Cogunlukla bitkilerin
belli organlarinda bulunurlar ve bitkinin belli bir gelisim periyodu siiresince iiretilirler.

Sekonder metabolitlerin yliksek konsantrasyonlart bitkinin daha direncli
olmasint saglayabilmektedir (Kilingarslan, 2016). Bu baglamda, bitki doku kiiltiirii
yontemleri ile daha direngli bitkilerin olusturulabilecegi de goriilmiistiir. Ornegin
Catharanthus roseus bitkisine ait siirgiin kiiltiirlerinin katharantin ve vindolin’i; Atropa
belladona’nin siirgiin kiiltiirlerinin ise tropan alkaloidlerini dogal olarak yetisen

bitkilerine oranla daha yiiksek seviyede sentezledigi rapor edilmistir (Kartal, 2013).
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Sekil 2.3. Sekonder metabolitlerin biyosentezi (Yilmaz, 2011)

2.4. Bitkilerin Biyolojik Aktivitelerinin Belirlenmesinde Kullanilan Onemli
Analitik Teknikler

2.4.1. Sitotoksik etki

2.4.1.1. Kanser
Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi ve c¢ogalmasi ile ortaya cikan ve
genetik ve cevresel kosullarin etkisi altinda olan kompleks bir hastaliktir. Tek bir organ

etkileyebildigi gibi uzaktaki organlara da yayilarak etkisini gosterebilir. Oliim nedeni
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olarak, kalp ve damar hastaliklarinin hemen ardindan gelmektedir (Baykara, 2016).
Kanser %90 cevresel, %10 oraninda ise genetik faktorlere bagli olusmaktadir. Cevresel
faktorler arasinda da tiitiin, alkol, obezite, sagliksiz beslenme ve enfeksiyonlar ilk
siralarda yer almaktadir (Web 1.).

Diinyada yaklasik her yil 7 milyon insan kansere yakalanmakta ve 5 milyon
insan kanser nedeniyle yasamini yitirmektedir. Tirkiye'de ise her yil 150 bin kisi
kansere yakalanmakta ve yaklasik 400 bin insan da kanserle yasamaktadir. Diinyada
O0lim nedenleri i¢inde ikinci sirada olan kanserin 2030 yilinda hizla artarak 6liim
nedenleri arasinda birinci siraya yiikselmesi éngériilmektedir. Ulkemiz istatistiklerinde
ise bu oran %38 kalp damar hastaliklar1 ve %29 kanser hastaliklar1 ile Sliimler
seyretmektedir. Kadinlarda en sik goriilen kanser hastaliklari basta meme kanseri olmak
lizere, akciger, uterus ve kolon kanserleri takip etmektedir. Erkeklerde ise en sik goriilen
kanser tiirleri basta akciger kanseri olmak {izere, prostat, mide ve kolon kanserleri takip
etmektedir.

Glinlimiizde ¢ogu kanser cesidinin kesin tedavisi sadece erken teshis ile
saglanabilmektedir. ~ Kanserin  tedavisinde radyoterapi, kemoterapi, cerrahi,
immiinoterapi, hormon terapisi, hedeflenmis terapiler ve gen terapi gibi biyolojik
terapiler tek basina veya birlikte kullanilabilirler. Tiim diinyada bir yandan kanser ve
benzeri hastaliklarin artmasi, 6te yandan insanlarin egitim seviyesinin yiikselmesi,
internet ve medya sayesinde saglikli beslenme ve dolayisiyla antioksidan ve antikanser
bilesikler ve fonksiyonel gidalara (nutraceuticals) olan ilgi artmistir. Bu nedenlerle hem
koruyucu olarak, hem de hastaliklarla miicadele etmede ve/veya 6zellikle yash niifusun
yasam kalitesini arttirabilmek i¢in kullanilacak olan gida tamamlayicisi veya hazir
gidalara konan gida koruyucularmin yani sira kanser ve yaslanmayla ilgili
rahatsizliklarda kullanilacak olan ilaglar i¢in dogal iiriinlere olan ilgi ¢cok fazladir. Bu
ilgi konuya uzak bilim adamlarinin zannetiginin aksine Amerika, Almanya, Japonya ve
Kanada gibi gelismis iilkelerde ¢cok daha fazladir. Dolayisiyla, diinyada bu konularla
ilgili aragtirmalar hizla stirmektedir (Akdeniz 2018; Baykara, 2016).

2.4.1.2. MTT ve Sitotoksik Aktivite

Hiicre kiiltiirli, ¢ok hiicreli organizmalara ait hiicrelerin, laboratuvar ortaminda
0zel olarak tasarlanmis kaplarda, 1s1, nem, besin gibi ortam sartlarinin kontrol edilerek

kontaminasyondan uzak bir sekilde yasatilmasidir. Hiicre kiiltiiriinlin sik¢a tercih
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edildigi alanlar kanser, as1 g¢alismalari, ilag gelistirilmesi ve in vitro sitotoksisite

caligmalaridir.

Sitotoksisite, hiicre oliimiine neden olan anlamina gelmektedir. Sitotoksisite
aragtirmalari, bir maddenin sitotoksik potansiyelinin olup olmadignin belirlenmesi
amaciyla yapilir. Hiicre temelli sitotoksisite calismalari, gerek uygulama kolayligi,
gerekse in vivo ¢alismalardan elde edilen verilerle uyum gostermesi nedeniyle, hayvan
deneylerine alternatif olarak dogmus ve toksikoloji laboratuvarlarinda sik¢a tercih edilir
hale gelmistir. Sitotoksisite, incelenen maddenin dozuna ve maruziyet siiresine baglh
olarak hiicrelere degisik derecelerde zarar veren bir olaydir. Hiicreler, sitotoksik
maddeye maruz kalirsa apoptoz, otofaji ve nekroz gibi olaylar sonucu o6lebilir ya da
sitostazis nedeniyle proliferasyon 6zelliklerini kaybedebilirler. Hiicre bazli sitotoksisite
calismalari ile test edilen maddenin sitostatik ve sitotoksik etkileri hakkinda temel bilgi
edinilir. Deneysel olarak kimyasal, biyolojik ya da fiziksel etkenlere maruz birakilan
hiicrelerin, maruziyet sonrasindaki canliliklarinin belirlenmesi, bu ¢alismalarin énemli
bir basamagidir. Hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in uygulanan ¢ok sayida test vardir.
Yapilan sitotoksisite ¢alismasinin tipi ne olursa olsun, 6nemli olan ¢aligma sonundaki

canli/6lu hiicre miktarmin belirlenmesidir.

Sitotoksisite belirleme metodlar1 genel olarak kolorimetrik, liiminesans ve
enzimatik yontemlerdir. Kolorimetrik metodlarda, 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromiir ~ (MTT), 2,3-bis-(2-  metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-
tetrazolyum-5-  karboksianilid  (XTT), 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-  5-(2,4-
distilfofenil)-2H-tetrazolyum (WST) gibi tetrazolyum tuzlar1 kullanilarak renk
degisikligi ya da kristal viyolet, notral kirmizis1 gibi boya maddeleri kullanilarak

hiicrelerin spesifik boyanmasi esasina dayali 6l¢iim yapilir (Akdeniz, 2018).
2.4.2. Hipertansiyon ve antihipertansif etki

Hipertansiyon (HT), toplumlarin 6nemli bir halk sagligi sorununu olusturan
kardiyovaskiiler hastaliklarin en sik goriilenidir. Diinya Saglik Orgiitii’ne gore; sistolik
kan basmcinin 140 mmHg, diyastolik kan basincinin da 90 mmHg veya tiizerinde

bulunmasi HT olarak tanimlanmaktadir.

HT, arter ici kan basincinin artmasi ile karakterize genetik ve metabolik

bozukluklarin birlikte rol oynadigi bir sendromdur. Yasi >80 olanlarda, sistolik kan
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basmcinin 150 mm Hg’ye kadar kabul edilebilir oldugu bildirilmektedir (Ozpancar,
2016). HT siklig1 yasla birlikte artmakta; obezite, besin alimi, fiziksel aktivite ve
diyabet gibi faktorlerle hipertansiyon gelisimi arasinda iliski oldugu bilinmektedir.
Tedavi edilmediginde kalp yetersizligi, bobrek yetersizligi, felg, gorme kaybi gibi pek
cok hastaliga neden olabilmektedir. Ayrica bu hastalik biitiin Sliimlerin %20-50’sine
sebep olan kardiyovaskiiler mortalitenin temel risk faktorlerindendir (Erci ve ark.,
2018). Hastaligin tedavisinde genellikle anjiyotensin-dondstiiriici enzim (ACE)
inhibitorleri, beta-blokorleri ve kalsiyum kanali bloke edicileri gibi gesitli
antihipertansif ilaglar kullanilmakla birlikte yan etkilerinin fazlaligi da rapor edilmistir

(Singh ve ark., 2015; Ho Jung ve ark., 2018).
2.4.4. Kolinesteraz enzimleri (AChE, BChE)

Alzheimer Hastahgi

Alman psikiyatrist Aloist Alzheimer tarafindan 1906 yilinda tanimlanmig olan
Alzheimer hastaligi (AH), yaslilardaki primer dejeneratif demansin en sik goriilen
formudur. Demans, bilinci agik bir insanin giinliikk yasamini etkileyecek derecede
zihinsel ve sosyal uyum yeteneginin azalmasi durumudur. Alzheimer merkezi sinir
sisteminin bazi kisimlarinda néron ve sinaps kaybiyla ortaya ¢ikan; biligsel islevlerde
azalma, 6z bakim yetersizlikleri, noropsikiyatrik ve davranmigsal bozukluklar gibi
belirtiler gdsteren progresif norodejeneratif bir hastaliktir. Alzheimer hastalig1 sinsice
baslar ve ilerler. Alzheimer hastaliginda en erken belirti, genellikle hafiza kaybinin
ilerlemesidir. Baglangicta bu hafiza kaybini yasliliga bagli unutkanliktan ayirmak gii¢
olabilir. Ancak unutkanligi olanlar bu durumun farkindadir ve giinliik yasam aktiviteleri
minimal diizeyde etkilenir. Yeni bilgilerin hemen unutulmasi, yakin gegmisi
hatirlayamamak, buna karsilik uzak gecmisi ¢ok iyi hatirlamak 6nemli bir 6zelliktir.
Alzheimer hastalarinda konusma bozuklugu siktir, cimle kurmakta zorlanirlar. Hastalik
ilerledikce bellek problemleri artar. Zamanla kisisel bakimlarin1 yapamaz hale gelirler,

psikiyatrik belirtiler baglar ve hasta yataga bagimli kalir.

Asetilkolin  (ACh) beyinin bellek ile ilgili bolgelerinde ©nemli bir
norotransmiterdir Alzheimer hastaliginda ACh azalmas: bellek bozuklugu ile iliskilidir.
Alzheimer hastaliginda temel sorun kolinerjik sistemdeki azalma ve glutamat toksisite
artist sonucunda ndron kaybi olusmasidir. Alzheimer hastaliginda meydana gelen

kolinerjik kaybin, depresyon, ajitasyon, anksiyete, psikoz gibi ¢esitli davranigsal ve
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psikiyatrik belirtilerin hastalarda gozlenmesine neden oldugu belirtilmistir (Akdeniz,
2018).

2.4.4.1. AChE ve BChE enzimlerinin inhibitorleri

Normal eriskin beyninde AChE yaygin olarak bulunurken, BChE sinirh
miktarlarda bulunmaktadir. Asetilkolinesteraz enzimi uyarilabilen tim dokularda
bulunurken, butirilkolinesteraz enzimi ise merkezi ve periferal sinir sistemi, karaciger ve
plazmada bulunmaktadir.

Kolinesteraz inhibitdrlerinin Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanimi ilk
olarak Amerikan Gida ve ilag Dairesi (US Food and Drug Administration, FDA)
tarafindan kanitlanmistir. Alzheimer hastalarindaki tedavi edici etkileri 6 ile 36 hafta
arasindaki tedavi siiresince incelenmis ve biligsel fonksiyonlarindaki artis goézlenmistir.
Kolinestereazlarin, hastalig1 engelleyici ve ndrolojik olarak koruyucu etkisinden dolayz,
hastaligin ilk safhalarinda da norotoksisiteyi ve fonksiyonel komplikasyonlar

engellemesi Alzheimer hastliginin tedavisinde umut olmustur (Akdeniz, 2018).
2.4.5. Ure ve antiiireaz enzimi

Ureaz enzimi (Ure amidohidrolaz; E.C. 3.5.1.5.), hidrolaz kategorisine giren,
tireyi karbon dioksit ve amonyuma normal reaksiyonlara gore 1014 kat daha hizli
kataliz eden bir enzimdir.

Ureaz enzimine &zel ilgi gosterilmesinin ii¢ nedeni vardir. ik neden 1926
tarihinde Sumner tarafindan kristal bir halde izole edilen ilk enzim olmasi, ikinci
neden1975’de Dixon ve arkadaslar1 tarafindan metaloenzimler icerisinde nikel igeren ilk
enzim oldugunun bulunmasi, ti¢linciisii ise proteinlerdeki siilthidril gruplarin varliginin
1951°de ayn1 arastirmaci tarafindan ilk kez iireaz i¢in tanimlanabilmis olmasidir.

Ureaz birgok bitki, lifli mantarlarda, alg, omurgasiz ve bakterilerde bulunan bir
enzimdir. Bilinen biitiin iireazlarin amino asit dizilisleri yiiksek derecede benzerlik
gosteriyor olmasina ragmen bulundugu kaynaga bagli olarak {ireaz enziminin bir, iki
veya li¢ polipeptit zincirinden olusmus olabilecegini gostermektedir. Biyokimyasallik
baz alindiginda en iyi karakterize edilen yesil fasulye (Canavalia ensiformis) tireazidir.
Bitki iireazlar ile ilgili en iyi genetik veriler soya fasulyesi (Glycine max) iireazina
aittir. Embriyo-spesifik iireaz yesil fasulye ve soya fasulyesi gibi tohumlarda bol
bulunurken diger tip iireazlar bir¢ok bitkinin vejetatif dokularinda daha az oranlarda

bulunmaktadir.
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Ureazin islevi in vivo ve in vitro ortamlarda olusan iireyi hidroliz etmek ve
olusan iirlinleri azot kaynagi olarak organizmanin kullanmina sunmaktir. Bu iiriinlerden

biri olan amonyum iyonu bitkiler ve toprak mikroorganizmalar1 tarafindan alikonup

kullanilir (Akdeniz, 2018).
2.4.6. Tirozin ve antitirozinaz enzimi

Tirozinaz (EC 1.14.18.1) polifenol oksidaz, katekolaz, monofenol oksidaz veya
fenolaz olarak da bilinmektedir. Tirozinaz ismi substrat olarak enzimin tirozin
(monohidroksifenilalanin) ve dihidroksifenilalanine kars1 spesifikligi  sebebiyle

verilmistir.

Tirozin; norepinefrin, dopamin, melanin, epinefrin ve tiroksinin 6n maddesidir.

Endojen olarak fenilalaninden sentez edilir. Proteinlerle de viicuda alinmaktadir.

Tirozinaz dogada ¢ok¢a bulunur. Daha yaygin olarak bitkilerde bulunuyor olmasina
ragmen, bazi hayvan organlarinda ve mikroorganizmalarda genellikle mantarlarda
bulunur (Parvez ve ark. 2007). Tirozin monofenolazla hidroksilasyona ugrar. 3,4-
dihidroksifenilalanin (L-DOPA) difenolazile oksidasyona ugrayarak o-dopakinon’a
doniismektedir. O-dopakinon sulu ¢ozeltilerinde stabil olmamakla birlikte hizlica non-

enzimatik reaksyon verir.

Monofenol + O2 — o-difenol + H20 (1)
20-difenol + O2 — 2 o-kinon + 2H20 (2)

Tirozinaz, melanositlerdeki melanini biyosentetik yolunda ii¢ farkli reaksiyonla
kataliz etmektedir. Birinci yol; L-DOPA’nin dopakinon’a oksidasyonu. ikinci yol;
tirozinin L-DOPA’ya hidroksilasyonu. Bunlara ek olarak iigiincii yol ise, insanlarda
siklizasyon, dopakinonun ve oksidatif polimerizasyonu da iceren bir seri kompleks

reaksiyonla melaninine dontismesidir.

Anormal melanin pigmenti iiretimi insanlarda ¢ok ciddi bir estetik sorundur. Genel
itibariyle orta ve ileriki yaslarda sik bir sekilde rastlanir. Kozmetik olarak miithimdir ve
Ozellikle yumusak derinin iyi oldugunun bir isareti olarak degerlendirildigi kiiltiirlerde
veya fiziksel giizellige oldukga onem verilen kiiltiirlerde hem hayat kalitesini hem de
goriintisii diistirmektedir. Eksojen sebepler ozellikle ultraviyole 1s1ga maruz kalma

melasma, ¢il vesolar lentigines gibi pigmental anormalliklerin yaygin sebebidir. Bazi
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kimyasallara ve ilaglara maruz kalmanin yani sira belirli hastaliklarin varhigi da
hiperpigmentasyonla sonug¢lanmaktadir. Depigmente edici ajanlar genel itibariyle

hiperpigmentasyon bozukluklarin giderilebilmesi igin recetelenmektedir (Akdeniz,
2018).

2.4.7. Elastin ve antielastaz enzimi

Elastazlar (EC 3.4.21.36), bag dokunun &nemli bir proteini olan elastini ayirma
Ozelligine sahip bir grup serin proteaz enzimleridir. Elastazlarin romatoid artrit
(kireglenme), akciger amfizemi ve kronik enflamatuar gibi hastaliklara sebep oldugu
bilinmektedir. Elastin, bag dokuya esneklik saglayan bir ekstraselliiller matriks proteini
olup; bu elastik lif formlari cildin dermis ve cilt elastikiyetini etkilemektedir. Pankreatik
elastaz, 6zellikle akut pankreatit ya da pankreas kanseri gibi pankreas hastaliklarinin
durumlarimi yansitirken; notrofil elastaz, ¢esitli enflamatuar hastalik durumlarinda

artmaktadir (Bilgin S6kmen ve Sagkal, 2017).

2.5. P.khinjuk Stocks. Tle flgili Yapilan Mikrogogaltim ve Biyolojik Aktivite

Cahismalan

Onay (2000), olgun P. vera nodal tomurcuklardan aksenik eksplantlar elde
ettikten sonra 2 mg/L benzil adenin (BA) igeren MS (Murashige ve Skoog 1962) besi
ortaminda siirgiinleri ¢ogaltmis ve 4 mg/L indol biitirik asit (IBA) iceren MS besi
ortamininda koklendirdikten sonra elde edilen fidelerin basarili bir sekilde sera
kosullarina aktarildigini rapor etmistir.

Tilkat ve ark. (2005) P. khinjuk (Bitttim)’un in vitro cogaltilmasi iizerine
yaptiklar1 caligmada aseptik olarak c¢imlendirilen tohumlardan basarili bir siirgiin
kiiltiirii teknigi gelistirmiglerdir. Buna gore tohumlari 30 g/L sukroz, 100 mg/L askorbik
asit, 1 mg/L BAP ve 7 g/L agar ve Gamborg vitaminleri igeren MS besi ortaminda 28
glinlik bir kiiltiir siirecinde ¢imlendiklerini, eksplant bagimna 7.25+0,95 siirgiin elde
ettiklerini ayrica 0,5 mg/L IBA ile desteklenmis MS ortaminda verimli bir koklenme
saglandigini bildirmislerdir.

Can ve ark. (2006), P. khinjuk, P. terebinthus, P. atlantica, ve P. mutica
tiirlerine ait tohumlan sirastyla %70 etanolde 5 dk calkalama + 1 kez steril saf sudan
gecgirme + %15°lik ticari NaOCl’de 15 dk galkalama + 1 kez steril saf sudan gegirme +
%70’lik etanolde 2 dk calkalama + 3 kez steril saf sudan gegirerek steril ettiklerini ve 1



17

g/L aktif komiir, 5 mg/L benzil amino piiriin (BAP), 250 mg/L malt ekstakti, 250 mg/L
kazein hidrolizat, ve 30 g/L sukroz destekli MS besi ortaminda da basarili bir sekilde
¢imlendirdiklerini rapor etmislerdir.

Yildirim (2012), P. lentiscus L., siirgiin kiiltiirlerini olusturmak amaciyla aseptik
sartlarda ¢imlendirdigi tohumlardan elde ettigi siirglinlerin gelisimi tizerine farkli BA
konsantrasyonlari, sitokinin ve diger biiyiime diizenleyicileri, ortam ve antioksidanlarin
etkisini arastirmis ve en yiiksek proliferasyonu 1 mgl™ BA ve 7 gl agar iceren tam
kuvvetteki MS ortamindan, %92 ile en yiiksek koklenme oranini da, 1 mg/L IBA igeren
besi ortaminda elde ettigini bildirmistir.

Bib1 ve ark. (2012), P. integerrima ve fraksiyonlarindan elde edilen ham
ekstraktin, MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik aktivitesi ile bu
bitkinin ham kok ekstresinin antitiimér ve antifungal etkilerini arastirdiklari
calismalarinda ham ekstrenin MCF-7 hiicre canliligint doza bagli bir sekilde inhibe
ettigini [10 pg/ml'de zayif toksisite (%1,6) ile 100 pg/ml'de orta derecede toksisite
(%55,4)]; hesaplanan ICsy degerlerinin 90,9 pg/ml oldugunu; 200 ug/ml etil asetat ve
kloroform fraksiyonlarinin MCF-7 hiicre hattina karst %100 ile %97,4 inhibisyon
gosterdigini ayrica ham metanol ekstresinin iyi bir antitimér (ICsp 125 ppm)
aktivitesine fakat zayif bir antifungal aktiviteye sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Uddin ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢alismada P. integerrima Stewart'n ¢esitli
kisimlarinin  ekstraktlarinin/fraksiyonlarimin tuzlu su karidesleri (Artemia salina)
yontemi ile in vitro sitotoksik aktivitesini arastirmiglardir. Bitkinin farkli kisimlarina ait
ekstrakt/ fraksiyonlarin, Artemia salina (Leach) karides larvalarina karsi olduk¢a fazla
sitotoksik etki gdsterdigini bildirmislerdir.

Mahernia ve ark. (2014), 15 tibbi bitkiye ait metanol ekstrelerinin Berthelot
metodu ile Jack bean iireaz enzimine karsi inhibisyon aktivitelerini arastirdiklar
calismalarinda. Ginkgo biloba, Rhus coriaria ve Matricaria inodora olmak {izere ii¢
bitki ekstraktinin ICso degerleri sirasiyla 36,17, 80,29 ve 100,6 ug/mL seviyesinde, en
etkili ekstraktlar olarak bulduklarini rapor etmislerdir.

Sifia ve ark. (2015), Cezayir'de yetisen P. atlantica Desf. gallerinden elde
edilen esansiyel yagin antimikobakteriyal, antioksidan ve sitotoksik aktivitelerini
incelemislerdir. Antimikobakteriyel aktivite i¢in li¢ mikobakteri tiirline karsi broth
mikrodillisyon yontemi, antioksidan aktivite i¢in serbest radikal temizleyici analizleri ve
sitotoksik etki i¢in C3A ve Vero maymunu bobrek hiicreleri tizerindeki MTT yontemini

kullandiklar1 ¢alismada, minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerlerinin, 0.16 ile
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2,5 mg/mL arasinda degistigini; antioksidan aktivitenin DP50 ve ABTS testi igin
sirasiyla 1Csg degerlerinin 417,61 -> 2000 ug/mL ile 495,6 -> 2000 pg/mL arasinda
oldugunu; sitotoksik etkinin, ICso’nin Vero hiicrelerine kars1 26,47 ila 93,64 ug/mL
arasinda ve C3A'ya kars1 74,29 ila 225,40 pg/mL arasinda oldugunu belirterek P.
atlantica gallerinden elde edilen ugucu yaglarin, hizli biiyiiyen M. smegmatis ve M.
aurum'a kars1 diisiik ve orta derecede sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu rapor
etmislerdir.

Remila ve ark. (2015), Cezayir'de iltihaplanma, yanma ve mide-bagirsak
hastaliklarinin tedavisinde kullanilan P. lentiscus’un yaprak ve meyve eksteleri ile
bunlara ait fraksiyonlarin antioksidan, antienflamatuar, sitoprotektif ve antikanser
aktivitelerini belirlemek i¢in tasarladiklar1 c¢alismada, ham ekstrelerin melanom
(B16F10) ve meme (EMT6) hiicre hatlarina karst antikanser potansiyelini
degerlendirmisler ve UPLC-MS cihazi ile analiz etmislerdir. Ham yaprak ve meyve
ekstrelerinin, ORAC testinde gili¢lii bir antioksidan aktivite sergiledigini; sirasiyla
%108,25+1,73 ve %104,13+0,97 oraninda yasayan hiicrelerde maksimum koruma ile
onemli derecede sitoprotektif etki gosterdigini; meyve ekstrelerinden elde edilen
fraksiyonlarin herhangi bir aktivite gostermedigini; 100g/mL yaprak ekstresinin
asetilsalisilik asit (ASA) ile kiyaslandiginda 6nemli bir anti-enflamatuar aktivite
gosterdigini; dahasi, yaprak ve meyve ekstrelerinin, B16F10 hiicrelerinin biiylimesini
inhibe ettigini (sirastyla 1C50=56,40 ve 58,04 g/mL) ve analiz sonucunda, alt1 flavonol
glikozit ve bes fenolik asidin tanimlandigini bildirmislerdir.

Mirian ve ark. (2015), yeni kan damarlarinin olusumu olan anjiyogenezin,
kanser ve metastaz gibi baz1 hastaliklarda O6nemli bir rol oynadigini bildirdikleri
calismalarinda Rhus coriaria, P. vera ve P. khinjuk sakiz ekstrelerinin sitotoksik ve
anjiyojenik etkilerini incelenmislerdir. 1Csp degerleri i¢in farkli konsantrasyonlarda (1,
10, 20, 40, 80,100 pg/ml) bitki ekstrelerinin sitotoksik etkilerini, MTT testi kullanarak
insan umbilikal ven endotelyal hiicre (HUVEC) ve Y79 hiicre hatlarima karsi
degerlendirmisler ve buna gore a-pinen ve B-pinenin, baglica esansiyel yag bilesenleri
oldugunu; R. coriaria ekstresinin, P. vera ve P. khinjuk ekstrelerinden daha sitotoksik
oldugunu (sirasiyla 1Csg, 9,1+1,6 vs 9,8+2,1 ve 12,0+1,9) ayrica R. coriaria regine
ekstresinin, diger ekstrelerden daha fazla anjiyogenezi inhibe ettigini bildirmislerdir.

Spyridopoulou ve ark. (2015), P. lentiscus var. Chia’nin sakizindan elde
ettikleri yag ekstrelerinin (terpenlerin) a) kolon kanseri hiicre hatlarina kars1 in vitro ve

b) oral uygulamadan sonra farelerde kolon karsinoma tiimér biiyiimesi tizerindeki in
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vivo etkilerini karsilagtirmali olarak arastirdiklari ¢aligmalarinda, in vitro verilen yag
ekstrelerinin kolon kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini ana bilesenlerden daha fazla inhibe
ettigini; keza oral yoldan verildiginde de farclerde tiimorlerinin biiyiimesini inhibe
ettigini; Tumor dokularinda Ki-67 ve survivinin azaldigi; 6zellikle, sadece %67,7 a-
pinen ve %18,8'lik mymisen iceren yag ekstrelerinin, farelerde istatistiki olarak anlamli
bir anti-timar etkisine neden oldugunu da belirtmiglerdir.

Ronchi ve ark. (2015), Mango yapraklarmin (Mangifera indica L.) in vitro ve
in vivo analizler aracig@i ile antihipertansif etkisini arastirmiglardir. Yaprak etanol
ekstrelerini diklorometanik, n-biitil alkol ve sulu fraksiyonlara pargaladiklar1 ¢calismada,
diklorometanik fraksiyonun en yiiksek flavonoid, toplam fenolik icerik ve yiiksek
antioksidan aktivite sergiledigini; ferulik asit (48,3+0,04 pg/g) kafeik asit (159,8+0,02
ng/g), gallik asit (142,5+0,03 pg/g), apigenin (11,0+0,01 pg/g) ve kersetin (203,3+0,05
ug/g)’in LC-MS / MS analizinde gozlendigini ve M. indica yapraklarindan elde edilen
diklorometanik fraksiyonunun, bir antihipertansif olarak potansiyel olabilecegini rapor
etmislerdir.

Bouriche ve ark., (2016), P. lentiscus yapraklarmma ait metanol ve sulu
ekstretlerinin, insan notrofillerinin kemotaksisi ve elastaz aktivitesini in vitro olarak
degerlendirdikleri ¢alismalarinda, 100 ug/mL metanolik ve sulu ekstrelerin, nétrofil
kemataksisini sirasiyla %81 ve %71 oraninda inhibe ettigini, elastaz aktivitesini ise
sirastyla %82 ve %90 oraninda onemli Olgiide azalttigini, dolayisyla P. lentiscus
yapraklarinin potansiyel bir anti-enflamatuar ajan kaynagi olarak kullanilabilecegini de
bildirmislerdir.

Yemmen ve ark. (2017), Tunus’ta yetisen Sakiz agacinin (P. lentiscus) zengin
polifenol igeren yaprak, meyve ve koklerinden elde edilen ekstraktlarin proliferatif ve
antioksidan aktivitesini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, yaprak metanol ekstrelerinin en
yiikksek polifenol igerige sahip oldugunu ve antioksidan kapasitenin yaprak
ekstraktlarinda maksimum seviyede oldugunu; ayrica MTT testi bakimindan yine
yaprak metanol ekstresinin en giiclii sitotoksik ve antiproliferatif aktivite sergiledigini
ve RP-HPLC analizi sonucunda, P. lentiscus yaprak, meyve ve govdesinde tanik asit,
gallik asit, digalloil kinik asit tiirevi, kuersetin ve p-kumarik asidi igeren fenolik
bilesiklerin varligini rapor etmislerdir.

Hashemi ve ark. (2017), P. atlantica L’nin antikanser ve fenolik bilesenleri
tizerine yaptiklari ¢alismada, P. atlantica L’nin etanol ekstrelerinin AGS ve HeLa hiicre

hatlar1 tizerindeki sitotoksisite etkinligini, uygulamadan 48 saat sonra MTT yontemi ile
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degerlendirmislerdir. Ekstrenin antioksidan aktivitesi 4,6 +0,66 ug/ml iken, butillenmis
hidroksitoliien (BHT) i¢in 25,41+1,89 ug/ml olarak tespit edildigi; toplam fenol,
flavonoid ve flavonol igeriklerinin sirasiyla 269 mg GAE/g, 40,7 mg RUT/g ve 88,12
mg RUT/g oldugu ve AGS, HeLa ve HDF hiicrelerinin ¢ogalmasini sirasiyla 382,3
ug/m, 332,3 ug/ml ve 896,3 ICsy degerleri ile inhibe ettigini bildirmislerdir.

Gezici (2018), pek c¢ok biyoaktif fitokimyasal ihtiva etmesinden dolayi,
alternatif tedavi yaklasimlarinda tercih edilen Sumak (Rhus coriaria L., Anacardiaceae),
bitkisinin meyvelerinden elde edilen ekstrelerin antikanser potansiyellerini arastirmistir.
A549, H1299 ve H460 insan akciger kanseri hiicre hatlarina karsi antikanser ve
antiproliferatif potansiyeller, lizozomal ve laktat dehidrojenaz inhibitor etkilerinin
arastirlldiglt calismada, sumak ekstrelerinin zamana ve doza bagimli olarak giiclii
antikanser ve sitotoksik aktivite gosterdigi; ekstreler arasinda, sulu ve metanolik
ekstrelerin, test edilen tiim insan akciger kanseri hiicrelerine karsi 5,08 - 6,49 pg / mL
ICso deger aralifiyla yiiksek derecede sitotoksik oldugu ve kanser hiicre hatlarinda,
hiicre biiylimesinin ve hiicre canliliginin sumak ekstreleri tarafindan engellendigi
bildirilmistir.

Ashraf ve Rathinasamy (2018) cilt enfeksiyonlari, ayak tabanlarinda bulunan
catlaklar ve kanserli iilserler gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan Kaju fistig1
(Anacardium occidentale L.)nin kabugundan elde edilen siviy1 (CNSL), antikanser,
antibakteriyel ve yara iyilesme aktivitesini degerlendirmek amaciyla saflastirdiklar
caligmalarinda, CNSL'min, LC-MS verilerine gore kardanol, anakardik asit ve
metilcardol bilesiklerini igerdigini, %0,004 (v/v)’'niin IC50 ile HeLa hiicrelerinin
cogalmasmi inhibe ettigini; HeLa hiicrelerinde apoptozu indiikledigini ve L929
hiicrelerinde yara kapanmasini hizlandirdigini ve %0,35 (v/v)’nin ICso ile Bacillus
subtilis'in bitylimesini inhibe ettigini belirtmislerdir.

Koyuncu (2018), antosiyanin, isoflavonlar, gallik asit, katesin ve epikatesin gibi
antikanser potansiyeline sahip, yiiksek antioksidan etki gdsteren bilesikler icerdigi tespit
edilen Urfa Fistigr (P. vera L.)’nin, cesitli bitki kisimlarin1 kullanarak antikanser
potansiyelini incelemistir. Meyve sap1, kirmizi dig kabuk Ortiisii ve reginesinden elde
edilen metanol ekstrelerinin insan prostat (PC3, DU-145), meme (MDA-MB-231,
MCF-7) kanser hiicreleri ve normal hiicreler (PNT1-A ve CRL-4010) {iizerindeki
sitotoksik etkisi MTT metodu ile arastirdig1 ¢alisma sonucunda, tiim bitki ekstrelerinin
diisiik dozlarda kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik etki gosterdigini; normal hiicreler

tizerinde ise yiiksek dozlarda etkili oldugunu ve en giiclii sitotoksik etkinin regine
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uygulamasinin prostat kanseri (PC3) tlizerinde gosterdigini (ICsp: 6,092 pg/ml) rapor
etmistir.

Rahman (2018), P. atlantica subsp kurdica’da toplam polifenol ve flavonoid
igerigi, serbest radikal temizleme aktivitesi ve mastik sakiz reginesinin antikanser
etkilerini degerlendirmek {izerine yapmis oldugu g¢alismada, 0,01-100 puM arasindaki
konsantrasyonlarda sakiz reginesinin, doz ve zamana bagli bir sekilde kanser
hiicrelerinin 6liimiine neden oldugunu; 72 saat uygulamadan sonra safra kanali kanseri
(kolanjiokarsinom) (KMBC), pankreas karsinomu (PANC), gastrik adenokarsinom
(CRL-1739) ve kolonik adenokarsinom (COLO205) hiicrelerinde ICsy degerlerinin
sirasiyla 15,34+0,21, 11,52+0,18, 8,11+0,23 ve 5,2+0,8 pg/mL oldugunu ve insan
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasimi bastirdigini, normal insan kolonu fibroblast (CCD-
18Co) hiicrelerinin regine uygulamasindan etkilenmedigini ancak COLO205 hiicre
proliferasyonunu, hiicre dongiisiinin G2/M fazinda 6nemli oOlglide azalttigini ve
COLO205 hiicrelerinde apoptotik morfolojik degisikliklere neden oldugunu belirtmistir.

Ahmed ve ark. (2018), P. atlantica’nin yaprak ekstraktlarindan LC parmak izi
ile antidiyabetik ve antihipertansif bilesiklerin tanimlanmasi iizerine yaptiklar
calismada biyolojik aktiviteleri modellemek igin veri kiimesi olarak kromatogramdan 13
pik secmislerdir. Orneklerin biyolojik aktivitesinden potansiyel olarak sorumlu olan bu
pikleri, modellerin regresyon katsayilarini inceleyerek belirtmislerdir. Bu baglamda
anti-amilaz bilesiklerine karsilik gelen yedi tepe noktasi ile a-glukosidaz aktivitesini
inhibe ettigi diisiiniilen 6 tepe noktasi tespit etmislerdir. Ayrica, HT modelinin
regresyon katsayilarinin da, ACE-I aktivitesini inhibe eden sekiz pik gosterdigini
bildirmislerdir.

Kirollos ve ark. (2018), 3 Pistacia tiiriniin yaprak etanol ekstraktlarin
kapsamli bir sitotoksik karakterizasyon i¢in kullanmiglardir. Bu amagla yontemin
optimizasyonu saglandiktan ve negatif iyonizasyon modunun kullanilmasindan sonra,
22'si P. chinensis Bunge'de, 33’ P. khinjuk Stokcks’ta ve 25°’i de P. lentiscus L.
yapraklarinda olmak {izere toplam 42 farkli bilesik tanimlamislardir. Bu bilesiklerden
iciiniin daha 6nce P. chinensis Bunge, P. khinjuk Stocks ve P. lentiscus L.'de tespit
edilmemis bilesikler oldugu LC-ESI-MS/MS ile ortaya konarak insan PC3 prostat
kanseri, A549 akciger kanseri, MCF7 meme kanseri ve HepG2 karaciger kanserine
kars1 sitotoksik aktiviteleri igin test etmislerdir. Genel olarak, tiim ekstrelerin farkli

IC50 ile akciger, meme ve prostat kanserine kars1 orta seviyede bir sitotoksik aktiviteye
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sahip oldugunu ancak sadece P. lentiscus L.’un karaciger kanserine karsi aktivite
gosterdigini rapor etmislerdir.

Seifaddinipour ve ark. (2018), Antepfistigi (P. vera L.) govde (PVLH),
ekstraktlarinin anti-timor ve anti-anjiyojenik potansiyellerini degerlendirmek ig¢in
tasarladiklar1 ¢alismada, insan kolon kanseri (HT-29 ve HCT-116), meme
adenokarsinomu (MCF-7), akciger adenokarsinomas: (H23), karaciger hepatoselliiler
karsinomu (HepG2), rahim agzi kanseri (Ca Ski) ve normal fibroblast (BJ-5ta) hiicreleri
uizerine heksan, etil asetat, metanol ve sulu PVLH ekstraktlarinin sitotoksik etkilerini
MTT yontemi ile degerlendirmislerdir. PVLH etil asetat ekstrelerinin (PVLH-EAE), 72
saat uygulanmasi sonrasinda MCF-7, HT-29 ve HCT-116'ya kars1i ICsy degeri 21
saat+21,35+1,35, 23,00+1,2 ve 25,15+1,85 pg/mL ile baskilayict bir etki gdsterdigini;
yiiksek konsantrasyondaki PVLH-EAE’nin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
anjiyogenezi Onemli seviyede inhibe ettigini; ayrica uygulama yapilan MCF-7
hiicrelerinde Bax ifadesinin arttigimi ve Bcl-2 ifadesinin ise azaldigim1 bu nedenle,
PVLH-EAE'in apoptoz indiiksiyonu ve anjiyogenez potansiyeli nedeniyle insan
kanserlerine oOzellikle meme kanserinde uygun bir calisma kaynagi olabilecegini
bildirmislerdir.

Jaafari-Ashkvandi ve ark. (2019), P. atlantica meyve ekstrelerinin KB ve
insan diseti fibroblast hiicre hatlari (HGF) {izerindeki sitotoksik etkilerini
arastirmiglardir. KB ve HGF hiicrelerini, cesitli konsantrasyonlarda hazirladiklart P.
atlantica meyve etanol ekstresi ve sisplatin ile muamele derek analiz etmislerdir. 24 ve
48 saatlik uygulama sonunda ICsy degerinin, KB hiicre hatt1 igin sirasiyla 2,6 ve 1
mg/mL, HGF hiicresi i¢in 1,5 ve 1,6 mg/mL oldugu; 48 saat boyunca uygulanan
ekstrenin, zamana ve doza bagh olarak, belirgin bir nekroz olusumu gozlenmeden
apoptozu indiikledigi; KB hiicrelerinde apoptozis indiiksiyonun HGF'den anlamhi
derecede yiiksek oldugu ve 48 saat iginde normal fibroblast hiicrelerinde daha az
sitotoksik etki gozlendigi belirtilmistir.

Lee ve ark. (2019), P. weinmannifolia kok ekstreleri (PWRE)'in sigara dumant
(CS) ve lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen pulmoner inflamasyon iizerindeki
koruyucu etkisini arastirdiklari ¢alismalarinda PWRE uygulamasinin, notrofil elastaz ve
reaktif oksijen tiirleri dahil olmak {izere, nétrofil miktarini, enflamatuar ve toksik
molekiillerin seviyelerini 6nemli dl¢iide azalttigini rapor etmislerdir. PWRE nin, ayrica

akciger dokularindaki enflamatuar hiicrelerin akisin1  zayiflattigini  belirttikleri
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calismalarinda, PWRE'nin KOAH i¢in degerli bir adjuvan tedavi olabilecegini ifade

etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

Bu calismada, 2018 yili, Temmuz-Eylil aylar1 arasinda Gaziantep Fistik
Arastirma Enstitiisii’'nden tedarik edilen Bittim (P. khinjuk Stocks.) tohumlari ile in vivo
sartlarda yetisen erkek ve disi bittim bireylerine ait kok, gévde ve yapraklari materyal
kaynagi olarak kullanildi. Tohumlar, in vitro sartlarda kiiltiire alinana kadar 4°C’de

buzdolabinda muhafaza edildi.

3.2. Yontem
3.2.1. Doku kiiltiirii calismalari

Basarili bir mikrogogaltim tekniginde, ilk basamagi calisilan laboratuar ile
kullanilan tiim alet ve ekipmanlarin uygun bir sekilde steril edilmesi olusturur. Tez

kapsaminda uygulanan sterilizasyon teknikleri asagida verildi.

3.2.1.1. Kullanilan alet, ekipman ve ¢alisma odasinin sterilizasyonu

Tohumlarin sterilizasyonu ve kiiltiire alinmasi ¢aligmalart laminar hava akimli
steril ¢aligma kabini icerisinde gergeklestirildi. Calismaya baglamadan 1 giin 6nce steril
kabinin i¢ ve dis kismi %96’lik etil alkol (EtOH) ile, kapi, raf, taban vs. gibi yerler
seyreltilmis NaOCI ile silinmis ve ardindan kabin icerisinde bulunan UV lambas1 bir
saat siire ile calistirildi. Erlenmayer, cam sise, meziir, balon joje, pipet vb. cam
malzemeler sadece sicak su kullanilarak fir¢a yardimiyla temizlenmis akabinde ii¢ defa
saf sudan gecirilerek 180°C’de etiivde 3 saat bekletilmek suretiyle steril edildi. Pens ve
bisturiler %96’lik etil alkol ile temizlendikten sonra steril kabin icerisinde bulunan
boncuklu sterilizatdrde (Steri 350 swiss made) 1 dk siire ile 250°C’de; Magenta GA-7
kiiltir kaplari, 121°C’de, 1 atm. basing altinda, 25 dakika siire ile otoklavda ve distile
sular ise 121°C’de 15 psi basing altinda 3 saat boyunca etiivde bekletilerek sterilize
edildi.

3.2.1.2. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Bitki biiylime diizenleyicisi olarak kullanilan 6-Benzylaminopiirin (BAP) igin

mg/ml konsantrasyonlarinda stok ¢6zelti hazirlandi. Cizelge 3.2’ye gore hazirlanan stok
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cozelti buzdolabinda +4°C’de saklandi. Kullanim yogunluguna bagli olarak uygun

periyotlarla taze olarak hazirlandi.

Cizelge 3.1. 6-Benzylaminopiirin ana sollisyonunun hazirlanmasi

BAP Ana Soliisyonu (107°)

BAP 100 mg
1IN NaOH 2-3ml
Steril saf su 100 ml’ye tamamlanur.

3.2.1.3. Kullanilan besi ortamlarinin hazirlanmasi ve sterilizasyonu

Sterilizasyonu saglanan tohumlarin ¢imlenmesinde temel MS besi ortami
modifiye edilerek kullanildi. Ortamlarin hazirlanmast sirasinda kullanilan makro
elementler, mikro elementler, aminoasitler ve vitaminler 6nceden stok ¢ozeltiler halinde
hazirlandi. Besin ortamlar1 hazirlanirken onceden olusturulan bu stok ¢ozeltilerden 1
litre igin gerekli miktarlar alinarak behere aktarildi, sonra gerekli bitki biiylime
diizenleyici miktarlar ilave edildi. Ortama 30 g siikroz eklenip, hacim distile su ile 1
litreye tamamlandi. Siikroz iyice eritildikten sonra ortamin pH’si seyreltilmis NaOH
(sodyum hidroksit) veya HCI (hidrojen klortir) araciligi ile 5,8’e ayarlandi. Besi ortam1
6,2 g/L agar ile desteklendikten sonra kiiltiir kaplarina yaklasik 20’ser ml olacak sekilde
dokildi. Agizlar1 kapatilan kiiltiir kaplari, otoklavda 121°C’de 15 dk. otoklava
birakilarak sterilize edildi. Calismada kullanilan besi ortamlarina ait stok ¢ozeltiler ve

1L MS temel besi ortaminin hazirlanmasi ile ilgili bilgiler Cizelge 3.2 ve 3.3’te verildi.

Cizelge 3.2. MS besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan soliisyonlar ve miktarlari

MS Makro Elementler Ana Soliisyonu

NH;NO 16.5g
KNO; 19,09
CaCl,.2H,0 4449
MS Mikro Elementler-1 Ana Soliisyonu
HsBO; 620 mg
MnSO,.4H,0 1695 mg
ZnS0,.7H,0 860 mg
KI 83 mg
Na,MoO42H, 25 mg
Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanir.
MgSO,.7H,0 3,79
KH,PO4 1,79

Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanir.
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MS Mikro Elementler-2 Ana Soliisyonu

CuS0,.5H,0 25 mg
COCIz. 6H,0 25 mg
Steril saf su 200 ml’ye tamamlanir.

Kompleks Kelator Ana Soliisyonu

FeSO,.7H,0 3,725¢g
Na,EDTA 2,785¢
Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanir.

Vitamin Karisimi Ana Soliisyonu

Nikotinik Asit 50 mg

Glisin 200 mg

Piridoksin HCI 50 mg
Steril saf su 100 ml’ye tamamlanir.

B1 Vitamini Ana Soliisyonu

Tiamin HCI 10 mg

Steril saf su 100 ml’ye tamamlanir.
Myo inositol

Myo-inositol 100 mg

Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanir.

Cizelge 3.3. Standart MS besi ortam igerigi* (g/L)

Temel MS besi ortaminin icerigi

MS ana soliisyonu 100 ml
MS-1 10 ml
MS-2 Iml
Komplex kelator 10 ml
Vitamin karigimi 1ml
myo-inositol 10 mi
B1 vitamini ana soliisyonu 1ml
Agar 6,29
Sakkaroz 30g
Steril saf su 1000 m!’ye tamamlandi.

* Tez ¢aligmasinda kullanilan biitiin kimyasallar Sigma Ltd.’den alind1.

3.2.1.5. Tohumlarmm in vitro sartlarda ¢imlendirilmesi ve aksenik siirgiinlerin
proliferasyonu

Tohumlarin yiizey sterilizasyonu, in vitro sartlarda ¢imlendirilmesi ve elde
edilen aksenik siirgiinlerin proliferasyonu agamalarinda Tilkat ve ark., (2005)'in yapmis

oldugu protokol modifiye edilerek gergeklestirildi. Buna gore, tohumlarin
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¢imlendirilmesi i¢in, tohumlar oncelikle On sterilizasyon iglemine tabi tutulmus ve
%70’1ik etil alkol igerisinde 45-50 sn calkalanmistir. Daha sonra %20 sodyum
hipoklorit (NaOCI) ¢ozeltisi igerisinde 20 dk. bekletilerek olasi mikrobiyal
kontaminasyonlardan ve akabinde 7 kez 5’er dk olmak kosuluyla steril distile suda
yikanarak NaOCI bulasigindan arindirildi. Calkalama islemlerinin timi 150 rpm’de
calisan bir calkalayici lizerinde, durulama ve sterilanttan arindirma islemleri ise steril
distile saf suda galkalama yoluyla yapildi. Sterilizasyon islemi tamamlanan tohumlar,
30 g/L sakkaroz, 5,7 g/L agar destekli ve herhangi bir bitki biiyiime diizenleyicisi
icermeyen MS besi ortamina aktarilarak 25+2 °C de 16/8 1sik/karanlik fotoperiyoda
sahip kontrollii bir bitki biiyiitme odasinda ¢imlendirildi. Cimlenen tohumlar 1 mg/L
BAP, 30 g/L sakkaroz, 6,2 g/L agar destekli MS besi ortamlarina 4 haftada bir alt
kiiltiirleme yoluyla aktarilarak stok kiiltiirler olusturuldu. Jn vitro sartlarda siirgiin
proliferasyonu yoluyla elde edilen kok, gévde ve yapraklar gélgede kurutularak 10’ar

grama tamamlanmak suretiyle ekstraksiyon iglemleri i¢in hazirlandi.
3.2.2. Biyolojik aktivite calismalari

3.2.2.1. Ekstrelerin hazirlanmasi

P. khinjuk Stocks’a ait in vivo disi ve erkek genotipler ile in vitro siirgiin
kiiltiirlerine ait kok, govde ve yapraklar ayri ayri bir 6giitiicii yardimiyla toz haline
getirildikten sonra her bir kisimdan yeteri kadar tartilmis ve tartilan bitki miktarlar: not
edildi. Daha sonra kuru bitki orneklerinin tizerlerine etanol (50 mL, 3x24 s.) ilave
edilerek c¢alkalayic1 ile 260 rpm’de ekstrakte edildi. Siizme ve ¢06ziicli ugurma
islemlerinden sonra ham ekstreler elde edildi. Bu ekstreler, etanolde ¢oziilerek 4000
mg/L derisiminde 10’ar mL ¢ozeltiler hazirlandi. Akabinde bu ¢6zeltilerden ise, 1000

mg/L derisiminde 5’ser mL’lik ¢ozeltiler hazirlandi.
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Sekil 3.1. P. khinjuk Stocks. ekstrelerin hazirlanmasi

3.2.2.2. MTT testi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

Bu calismada insan kaynakli kanserli hiicre serileri ve Primary Dermal
Fibroblasts serisi kullanildi. Bu amagla meme kanseri hiicre serisi (MCF-7), kolon
kanseri serisi (HT-29) ve Primary Dermal Fibroblasts serisi (PDF) ATCC’ den temin
edildi. Hiicre serilerinin molekiiler ve biyokimyasal analizleri yapabilecek yeterli sayiya
ulasabilmeleri ve daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak amaciyla dondurulabilmeleri
icin kiiltlirleri yapilmistir. Hiicre serileri %10 luk FBS, 2mM L-Glutamine ve 100
units/ml penicillin/streptomycin iceren tam medium DMEM i¢inde hiicre kiiltiirii
ortaminda g¢ogaltilmistir. MCF-7 hiicreleri i¢in DMEM’e ayrica 0,01 mg/ml insan
rekombinant insiilin ilave edildi. Hiicre kiiltiirleri, 37 °C, %5’ lik CO;’ li nemli ortamda
(Thermo Steri-Cycle 371) tutulmus ve MCF-7 ve HT-29 haftada ti¢ kez, Primary
Dermal Fibroblasts haftada 2 kez 130 g’de 7 dakika santrifiij edilerek hiicreler steril
kabin igerisinde 3x106 hiicre/ml miktarda seyreltilerek pasajlart yapildi.

Ayrica, hiicre serilerinin ileride yapilacak olasi ¢aligmalar sebebiyle saklanmasi
icin 2x106 hiicre, %70 DMEM, %20 FBS ve %10 Dimetil siilfoksid’ den (DMSO)
(Sigma-Aldrich) olusan sogutulmus soliisyon igerisinde 1 giin -80 °C’ bekletildikten

sonra s1v1 azotta muhafaza edilecektir.

3.2.2.2.1. Orneklerin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkilerinin arastirilmasi
In vivo ve in vitro P. khinjuk &rneklerine ait ekstrelerin, kanser hiicrelerinin
(MCF-7 ve HT-29) ve saglikli hiicre serisinin (PDF) proliferasyonu tizerindeki etkileri

MTT Hiicre Proliferasyon Kiti (Sigma) kullanilarak ve firmanin kullanim talimatlarina
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uyularak yapildi. Kisaca, 1x10” hiicre 96-well plate yerlestirildi ve 37 °C, %5’ lik CO,’
li nemli ortamda hiicrelerin plate yapigmasi icin 24 saat bekletildi. 24 saat sonra,
hiicreler ornekler ile gesitli konsantrasyonlarda 48 saat muamele edildi. 48 saatlik
muameleden sonra, hiicreler 10 pLL MTT soliisyonu ile 4 saat inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasinda koyu mavi renkte formazan boyas: olustu. Hiicreleri kitle birlikte gelen
yikama soliisyonu ile yikayip 2 saat oda sicakliginda karanlikta beklettikten sonra
formazan boyasinin 570 nm de absorbansi plate reader (Thermo/ MultiscanGo) ile
Olctildii. MTT assay her bir konsantrasyon i¢in {i¢ paralel olarak gerceklestirildi ve her

bir MTT assay 3 defa tekrarland1 (Akdeniz, 2018).

3.2.2.3. Antihipertansif aktivitenin belirlenmesi (Anjiyotensin I-déniistiiriicii
Enzim, ACE, inhibisyonu)

Kwon ve ark. (2006) tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek kullanildu.
Elli mikrolitre 6rnek ¢ozeltisi, 2 mU ACE igeren 200 uL. NaCl-borat tampon ¢ozeltisi
(0,3 M NaCl, pH 8,3) ile 25°C’de 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda reaksiyon
¢ozeltisine 100 pL 5,0 mM substrat (hippiiril-histidil-16sin) eklenmis ve 37°C’de 1 saat
inkiibe edildi. Bos 6rnek (enzim ve substrat yerine tampon ¢ozelti igeren), kontrol
(ekstre Ornegi yerine saf su igeren) ve bos deneme (ekstre Grnegi ve enzim yerine
tampon ¢ozelti igeren) ile de analiz yapildi. Reaksiyon 150 puL 0,5 N HCI eklenerek
sonlandirilacak ve olusan hippurik asidin tayini diyot dizili dedektorlii yiiksek
performansli sivi  kromatografisi (HPLC-DAD) ile 228 nm dalga boyunda
gergeklestirildi.

3.2.2.4. Antikolinesteraz aktivitenin belirlenmesi

0,1 M NaH,PO4 Cozeltisinin hazirlanmasi: 1,560 g NaH,PO, tartilip 100 mL

distile suda ¢ozildii.

0,1 M Na,HPO, Cozeltisinin hazirlanmasi: 3,556 g Na,HPO, tartilip 200 mL

distile suda ¢oziildii.

0.1 M pH=8 Tampon ¢o6zeltisinin hazirlanmasi: 94,7 mL Na,HPO, ve 5,3 mL

NaH,PO, ¢ozeltilerinden alindiktan sonra 100 mL distile su eklenerek hazirlandi.

0.1 M pH=7 Tampon cozeltisinin hazirlanmasi: 3,9 mL NaH,PO, ve 6,1 mL

Na;HPO, ¢ozeltilerinden alinarak 10 mL distile su eklenerek hazirlandi.
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5 mM DTNB Cozeltisinin hazirlanmasi: 16 mg 5,5-ditiyobis(2-nitro benzoik
asit) (DTNB) 1 mL pH=7 tampon ¢ozeltisinde ve 7,5 mg NaHCO3; 1 mL pH=7 tampon

¢Ozeltisinde ¢oziildiikten sonra iki ¢ozelti karistirildi. Hazirlanan bu ¢ozelti karigimai,
2 mL pH=7 tampon ¢o6zeltisi ile 4 mL’ye tamamlandi. Kullanma asamasinda 4 mL

pH=8 tampon ¢ozeltisi ilave edildi. .

7,1 mM Asetiltiyokolin iyodiir (Acl): 32,8 mg Acl alinarak, 8 mL distile su

eklendi. Kullanma asamasinda 8 mL pH=8 tamponu ile hacmi 16 mL’ye tamamlandi.

0,79 mM Butiriltiyokolin iyodiir (Bul): 4 mg Bul alinarak, 8 mL distile su

eklendi. Kullanma agsamasinda 8 mL pH=8 tamponu ile hacmi 16 mL’ye tamamlandi.

Asetilkolinesteraz enziminin hazirlanmasi: 1,17 mg (498,3498 U) AChE enzimi

alarak 5 mL pH=8 tampon ¢dzeltisinde ¢oziildii ve 1’er mL’lik bes boliime ayrildi.
Her biri icin 99,66996 U/mL’lik konsantrasyon saglanmis oldu ve 1 mL’lik stoklar da
125 pL’lik 8 esit boliime ayrildi (0,09966996 U/uL). 125 pL’lik enzim ¢ozeltisine 460
pL pH=8 tampon ¢ozeltisi eklendi (0,021297 U/uL) . 585 uL ¢ozelti 25 pL’ik 23 tane
kiiciik eppendorf tiiplere doldurularak daha sonra kullanilmak iizere derin dondurucuda
bekletildi. Stok ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce pH=8 tampon ¢ozeltisiyle 2150 pL’ye
tamamlandi (2,476x10™ U/uL).

Butirilkolinesteraz enziminin hazirlanmasi: 1 mg (11,4 U) BChE enzimi alinarak
5 mL pH=8 tampon ¢6zeltisinde ¢oziildii (2,28 U/mL). Bu ¢ozeltiden 300 puL’lik stoklar
olusturulup kii¢iikk siselere dolduruldu ve daha sonra kullanilmak {izere derin
dondurucuda bekletildi (0,00228 U/uL). Stok cozeltiler kullanilmadan 6nce 1850 pL
pH=8 tampon ¢ozeltisinden eklenerek kullanima hazir hale getirilir (3,181 3x10™ U/ pL).

4000 uM standart Galantamin ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 2,3 mg galantamin 2

mL etanolde ¢oziilerek galantamin ¢ozeltisi hazirlanmis olur.

Antikolinesteraz aktivite tayin yontemi
Asetilkolinin AChE tarafindan tiyokoline parcalandiktan sonra, tiyokolinin sari
renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunu vermek tizere 5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit)
(DTNB) ile reaksiyon verdigi kolorimetrik bir yontem olan Ellman metodu, 96
kuyucuklu mikroplakalarda gerc¢eklestirildi (Ellman ve ark. 1961).
AChE aktivite testi

Asetilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak asetilkolinesteraz

enzimi, substrat olarak ise asetiltiyokolin iyodiir kullanilmaktadir. Sar1 renkli 5-tiyo-2-
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nitrobenzoat anyonunun konsantrasyonu 412 nm’de mikroplaka reader ile
Ol¢iilmektedir. Mikroplakadaki kuyucuklara 130 pL fosfat tamponu (pH =8), ekstrelerin
etanol icinde 4000 ppm konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10 uL ve enzim
cozeltisinden 20 pL koyuldu. Bu ¢ozelti 10 dakika siire ile 25°C de inkiibe edildi. 10
dakika sonra 20 uL. DTNB reaktifi ve 20 pL substrat (Acl) ilave edildi. Standart olarak
galantamin kullanildi. Mikroplaka okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda
absorbans okundu. AChE aktivitesi (%inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak
hesaplandi.

%inhibisyon = (Axontrol — Asmek) / Axontrol X 100
Her bir 6rnekten ii¢ paralel ¢alisma yapildu.
BChE aktivite testi

AChE aktivite testinde uygulanan yontem kullanildi. Farkli olarak
butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak at serumundan elde edilen
butirilkolinesteraz enzimi, substrat olarak ise butiriltiyokolin iyodiir kullanildi. BChE

aktivitesi (%inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.
%inhibisyonz (Akontrol — Asmek) / Akontrol X 100
Her bir 6rnekten ii¢ paralel ¢alisma yapildi.

3.2.2.5. Antiiireaz ve antitirozinaz aktivitenin belirlenmesi
Antiiireaz ve antitirozinaz aktivite tayininde kullanilan ¢ozeltiler

0,1 M NaH,PO4 Cozeltisinin hazirlanmasi: 1,560 g NaH,PO, tartilip 100 mL

distile suda ¢oziildii.

0,1 M NayHPO, Cozeltisinin hazirlanmasi: 3,556 g Nap;HPO, tartilip 200 mL

distile suda ¢ozildii.

0,01 M NaH,PQO4 Cozeltisinin hazirlanmasi: 0,156 g NaH,POq tartilip 100 mL

distile suda ¢ozildii.

0,01 M Nay,HPO, Cozeltisinin hazirlanmasi: 0,356 g Na;HPO, tartilip 200 mL

distile suda ¢oziildii.

0.01 M pH=8.2 Tampon co6zeltisinin hazirlanmasi: 96 mL Na,HPO, ve 4 mL

NaH,PO, ¢ozeltilerinden alindiktan sonra 100 mL distile su eklenerek hazirlandi.
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0,05 M pH=6,8 Tampon ¢o6zeltisinin hazirlanmasi: 51 mL NaH,PO4 ve 49 mL

Na;HPO, ¢ozeltilerinden alinarak 100 mL distile su eklenerek hazirlandi. Daha sonra

¢Ozelti yar1 yariya seyreltilerek pH kontrol edilir ve kullanilir.

Fenol reaktifinin hazirlanmasi: %]1°lik  Fenol reaktifi + %0,005’1ik

sodyumnitroprusside karisimini hazirlamak i¢in 200 mg fenol 10 mL ultra saf suda ve 1

mg sodyumnitroprusside 10 mL ultra saf suda ayr1 ayr1 ¢oziildii ve daha sonra iki ¢ozelti

1:1 oraninda karistirildi.

Alkali reaktifinin hazirlanmasi: %0,5’lik NaOH + %0,1’lik NaOCl karisimini
hazirlamak i¢in 100 mg NaOH 10 mL ultra saf suda ve 0,1105-0,1658 mL NaOCI

(%10-15) 10 mL ultra saf suda ayr1 ayr1 ¢6ziildii ve daha sonra iki ¢ozelti 1:1 oraninda

karistirildi.

0,1M Ure: 60 mg iire alinarak bir miktar distile suda ¢oziildii sonra pH=8,2

tamponu ile hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

8,5 MM L-DOPA ¢ozeltisinin hazirlanmasi : 8,4 mg L-DOPA alinarak, 5 mL

distile suda ¢oziildii.

Ureaz enziminin hazirlanmasi: 1 mg (21 U) Ureaz enzimi almarak 1 mL pH=8,2

tampon c¢ozeltisinde ¢oziildii ve 50 pL’lik 20 esit bolime ayrildi ve daha sonra
kullanilmak tizere derin dondurucuda bekletildi. Stok ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce

pH=8,2 tampon ¢ozeltisiyle 2000-3000 pL’ye tamamlandi.

Tirozinaz enziminin hazirlanmasi: 1 mg Tirozinaz enzimi alinarak 0,25 mL

pH=6,8 tampon ¢6zeltisinde ¢oziildii ve 50 pL’lik 5 esit boliime ayrildi ve daha sonra
kullanilmak {tizere derin dondurucuda bekletildi. Stok c¢ozeltiler kullanilmadan 6nce

pH=6,8 tampon ¢ozeltisiyle 2000-3000 pL’ye tamamlandi.

Tiyoiire standart ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 1 mg tiyoiire 1 mL etanolde ¢oziilerek

tiyotire ¢ozeltisi hazirlandi.

Kojik asit standart ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 1 mg kojik asit 1 mL etanolde

coziilerek kojik asit ¢ozeltisi hazirlandi.
Antiiireaz aktivitenin belirlenmesi

Ureaz inhibisyon aktivitesi igin enzim olarak iireaz enzimi, substrat olarak ise
tire kullanilmaktadir (Hina ve ark. 2015). Mikroplakadaki kuyucuklara once etanol

icinde 4000 ppm konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden 10 pL ve enzim
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cozeltisinden 25 pL konuldu daha sonra 50 pL substrat (iire) ilave edildi. Mikroplaka
ELISA okuyucuya yerlestirilerek 630 nm dalga boyunda ilk absorbans okundu. Bu
¢Ozelti 15 dakika siire ile 30°C de inkiibe edildi. 15 dakika sonra bu ¢6zeltinin iizerine
45 uL fenol reaktifi ve 70 pL alkali reaktif konuldu. 20 dk inkiibasyondan sonra 630 nm
dalga boyunda son okuma yapildi ve absorbans okundu. Standart olarak tiyotire

kullanildi. Ureaz aktivitesi (%inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesapland.
%thibisyon = (Axontrol — Aémek) ! Aontrol X 100
Antitirozinaz aktivitenin belirlenmesi

Tirozinaz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim olarak tirozinaz enzimi, substrat
olarak ise L-DOPA kullanilmaktadir (Hearing ve ark. 1987). Mikroplakadaki
kuyucuklara 150 pL fosfat tamponu (pH =6,8), ekstrelerin etanol i¢inde 4000 ppm
konsantrasyonda hazirlanan c¢ozeltilerinden 10 pL ve enzim ¢ozeltisinden 20 pL
konuldu. Mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 3 dk karistirildi 475 nm dalga
boyunda ilk absorbans okundu. Bu ¢ozelti 10 dakika siire ile 37°C de inkiibe edildi. 10
dakika sonra 20 pL substrat (L-DOPA) ilave edildi. Tekrar 10 dk 37°C’de
inkiibasyondan sonra 475 nm dalga boyunda son okuma yapild1 ve absorbans okundu.
Tirozinaz aktivitesi (%inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi. Standart
olarak kojik asit kullanildi.

%1nhibisy0n= (Akontrol — Asmek) / Akontrol X 100

3.2.2.7. Antielastaz aktivitenin belirlenmesi

Elastaz inhibitorii etkisi spektrofotometrik olarak tayin edildi (Melzig ark.,
2001). Orneklerin farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan farkli
konsantrasyondaki ¢ozeltilerden 0,05’er mL alinarak {izerine elastaz enziminden 0,05
mL ilave edildi. Daha sonra 0,9 mL Tris-HCI tamponundan (pH: 7,8; 0,2 M) ilave
edildi. Kontrol ¢ozeltisi olarak 0,1 mL enzim c¢ozeltisi ve tizerine 0,9 mL Tris-HCI
karigimi ilave edildi. Hazirlanan bu karisim 15 dakika 37°C’de inkiibe edilerek 6rnek
tiipleri ve kontrol ¢dzeltilerinin iizerine inkiibasyondan sonra 0,05 mL, 5 mM N-
stiksinil-(Ala)3-nitroanilide ¢ozeltisi ilave edilerek ve 30 dakika 37°C inkiibe edildi. 410

nm’de kore kars1 absorbans degerleri okundu.
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3.2.3. istatistiksel analiz

Tiim istatistiksel hesaplamalar Minitab 16.2.1. istatistiksel yazilim (MINITAB
Inc, 2010) kullanilarak yapildi. Calismada P. khinjuk Stocks. tiiriiniin Kimyasal
iceriklerinin sonuglar1 ¢oklu degisken analizi, temel bilesen analizi (PCA) ve hiyerarsik

kiimeleme analizi (HCA) teknikleri kullanilarak yapildi.

4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Doku Kiiltiirii Uygulamalarina Ait Sonuclar ve Tartisma
4.1.1. Tohumlarin ¢cimlendirilmesi ve proliferasyonu calismalari

Doku kiiltiirii uygulamalarinda, biitiin bitki tiirleri i¢in evrensel bir rejenerasyon
protokolii bulunmadigindan her bitki tiir{i, hatta her bitki ¢esidi i¢in spesifik bir in vitro
cogaltim protokoliiniin olusturulmast gerekmektedir. Ancak bu tez kapsaminda nihai
amag¢ bitttm tohumlarindan itibaren yeni bir mikrogogaltim teknigi olusturmak
olmadigindan daha once, Tilkat ve ark., (2005)’nin gelistirmis olduklari protokoller,
tohumdan itibaren in vitro siirgiin kiiltiirlerinin elde edilmesinde kullanilmistir. Sirasiyla
%70’lik etil alkol igerisinde 45-50 sn, akabinde %20 NaOCI ¢ozeltisi icerisinde 20 dk.
calkalanan tohumlar, 7 kez 5” er dakika steril distile suda yikanip BBD igermeyen MS
besi ortaminda ¢imlendirilmis (Sekil 4.1 A) ve aksenik siirgiinler, 1 mg/L BAP, 30 g/L
seker ve 6,2 g/L agar destekli MS besi ortaminda prolifere edilmistir (Sekil 4.1 B).
Prolifere edilen aksenik siirgiinlerden de 4 haftada bir alt kiiltiire alma yoluyla yeterli

sayida stok kiiltiirler elde edilmistir.

Sekil 4.1. (A) BBD icermeyen MS besi ortaminda in vitro ¢cimlenmeye birakilan P. khinjuk Stocks.
tohumlar1 (B) 1 mg/L BAP destekli MS besi ortaminda prolifere edilen fideler Bar: 0.90 cm.
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Bitki doku kiiltiirleri 30000’den fazla kimyasal bag iceren cok degerli
fitokimyasallar1 sentezleme potansiyeline sahiptir. Fitokimyasallar dogal olarak tarimsal
yontemlerle de elde edilebilirler ancak, tarimsal iiretim, pek c¢ok bitki i¢in mevsimsel
oldugu gibi, cografi konuma, iklim ve biiylime kosullarina da bagli oldugundan,

biyoteknolojik tiretimler genellikle tercih edilmektedir (Giliven ve Giirsul, 2014).

4.1. Biyolojik Aktivite Uygulamalarina Ait Sonuclar ve Tartisma
4.1.1. MTT testi ile sitotoksik aktivite sonuclar:

P.khinjuk Stocks’a ait in vivo disi ve erkek genotipler ile in vitro orneklere ait
hazirlanan ekstrelerin toksik etkileri saglikli hiicre serisi (PDF), sitotoksik etkileri ise
kanserli MCF-7 (meme kanseri) ve HT-29 (kolon kanseri) hiicre serileri tizerinde MTT
yontemi ile tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. irdelendiginde, tim orneklerin MCF-7 ve HT-29 hiicre serilerine
kars1 sitotoksik etki gosterdikleri, in vivo orneklere ait ekstrelerin sitotoksik aktivite
bakimindan in vitro ekstrelere oranla daha yiiksek sonuglar verdigi ve 6zellikle in vivo
disi kok kisimlarindan elde edilen ekstrelerin MCF-7 hiicre serileri iizerinde daha
yiiksek sitotoksisiteye yol agtigi goriilmiistiir. Genel anlamda MCF-7 ve HT-29 hiicre
serileri lizerine hem erkek hem disi genotiplere ait kok ekstrelerinin, gévde ve yaprak

ekstrelerine oranla daha iyi sitotoksik aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 4.1. P. khinjuk Stocks’a ait in vivo ve in vitro 6rneklere ait toksik ve sitotoksik aktivite sonuglari

Ornekler HT-29 MCF-7 PDF
(200 ppm)® (1Cs0) (200 ppm)® (1Cs0) (200 ppm)*  (ICs)
] K 67,51+1,12 125,45+2.39 69,11+1,70 129,58 +0,37  95,72+1,82 >200
In vitro G 74,1742,02  132,34+1,69 54,06+2,67 114,47+£2,61  92,81+0,49 >200
Y 76,60+2,49  150,29+1,50 74,02 +1,15 152,39+1,30  92.65+0,61 >200
In vivo K 33,17£1,29 59,60 0,69 29,63 +0,54 31,86+1,40  93,51+1,95 >200
Disi G 40,58+2,78 78,50+1,19 36,26+2,07 54,45+1,18  95,40+1,69 >200
Y 38,48+2,72 74,10+2.45 33,19 0,87 42,25+225  93,39+0,96 >200
In vivo K 35,95+1,38  68,47+2,41 31,34 +0,48 36,11£0,44  92,69+0,46 >200
Erkek G 41,15+0,59 81,65+2,39 34,18 £1,37 44,25+154  92,27+0,20 >200
Y 37,65+0,49 72,36+2,26 32,80+0,20 41,64+0,64  97,19+1,42 >200

a: 200 ppm konsantrasyondaki %canlilik degerleri
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4.1.2. Antihipertansif aktivite sonug¢lari

P.khinjuk Stocks’a ait in vivo disi ve erkek genotipler ile in vitro 6rneklere ait
hazirlanan ekstrelerin antihipertansif aktiviteleri belirlenmistir.

Cizelge 4.2. irdelendiginde, incelenen Ornekler arasinda, antihipertansif aktivite
bakimindan en yiiksek aktivitenin in vivo disi genotiplere ait kok ekstrelerinden elde
edildigi tespit edilmistir (%95,88). In vivo drnekler kendi icinde degerlendirildiginde
kok ve govde kisimlarinin yaprak kisimlarina oranla daha yiiksek aktiviteye sahip
olduklari, in vivo erkek genotiplere ait kok ekstrelerinin ise aktivite bakimindan ikinci
sirada yer aldiklar1 gériilmiistiir. In vitro 6rneklerin ise, sadece govde ekstrelerinin aktif
kisimlar oldugu (%685,16), kdk ve yaprak kisimlarinin ise aktif olmadiklar1 tespit
edilmistir. Genel anlamda in vivo ekstrelerin in vitro ekstrelere oranla, antihipertansif

aktivite bakimindan daha kullanish olduklar1 sdylenebilir.

Cizelge 4.2. P. khinjuk Stocks’a ait in vivo ve in vitro 6rneklere ait antihipertansif aktivite sonuglari

Antihipertansif

Ornekler (%Inhibisyon)®
K A.D.
In vitro G 85,16
Y A.D.
K 95,18
In vivo Disi G 95,88
Y 41,11
K 84,78
In vivo Erkek G 77,05
Y 33,15
Standart Madde 100,00

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir (200
pug/mL). A.D.: Aktif degil.

4.1.3. Enzim inhibisyonu aktivitelerine ait sonuclar

4.1.3.1. Antikolinesteraz aktivite sonugclari

P. khinjuk Stocks’a ait in vivo disi ve erkek genotipler ile in vitro drneklere ait
hazirlanan etanol ekstrelerinin antikolinesteraz aktiviteleri asetilkolinesteraz ve
biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonu yontemlerine gore belirlenmistir.

Cizelge 4.3. irdelendiginde, genel olarak in vivo disi ve erkek genotipe ait

orneklerin biitirilkolinesteraz enzim inhibisyonuna karsi standart olarak kullanilan
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galantamine yakin aktif sonuglar verdigi ancak asetilkolinesteraz enzim inhibisyonu
yonteminde ise aktif olmadiklar1 gdzlenmistir. /n vitro rneklerden hazirlanan etanol
ekstrelerinin, in vivo disi ve erkek genotiplere ait 6rneklere nazaran ise daha diisiik
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Orneklere ait etanol ekstreleri kendi icerisinde
degerlendirildiginde, disi genotipe ait yaprak ekstrelerinin butirilkolinesteraz enzim
inhibisyonuna kars1 %75,20+1,50 ile erkek gentotipe ait 6rneklerin kok ekstrelerinin ise
%70,86+1,41 ile en yiiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Sonuglar bir biitiin olarak
degerlendirildiginde, in vitro orneklerin toprak istii, in vivo orneklerin ise toprak alti

ekstrelerinin aktivite bakimindan daha etkili olduklar1 sdylenebilmektedir.

Cizelge 4.3. P. khinjuk Stocks’a ait in vivo ve in vitro 6rneklere ait hazirlanan etanol ekstrelerinin
antikolinesteraz aktivite sonuglari

Ornekler . AChE . BChE

(%Inhibisyon)® (%Inhibisyon)®

K AD 23,44+0,46

In vitro G AD 37,65+0,75

Y AD 38,10+0,76

K AD 71,76+1,43

In vivo Disi G AD 33,85+0,67

Y AD 75,20+1,50

K AD 70,86+1,41

In vivo Erkek G AD 38,73+0,77

Y AD 46,70+0,93

Galantamin” 85,32+0,72 78,28+0,26

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir (200 pg/mL).
b: Standart madde, A.D.: Aktif degil.

4.1.3.2. Antiiireaz ve antitirozinaz aktivite sonuclari

P. khinjuk Stocks’a ait in vivo disi ve erkek genotipler ile in vitro orneklere ait
hazirlanan etanol ekstrelerinin antilireaz ve antitirozinaz aktivitelerine ait sonuglar
Cizelge 4.4.’te sunulmustur.

Cizelge 4.4.’te gorildigi lizere, in vivo orneklerin in vitro orneklere nazaran
daha yiiksek iireaz ve tirozinaz enzim inhibisyon aktivitesine sahip olduklari, ayrica in
vitro orneklere ait hi¢ bir ekstrede antilireaz aktivitesi gozlenmedigi belirlenmistir.
Ornekler igerisinde, in vivo disi genotiplere ait kok ekstrelerinin %54,81+1,09 ile en

yiiksek antitirozinaz aktivite, in vivo erkek genotiplere ait kok ekstrelerinin ise
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%56,31+1,12 ile en yiiksek antiiirez aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ekstreleri, toprak
iistli ve toprak alti bakimindan degerlendirecek olursak, hem in vivo hem de in vitro
orneklere ait kok ekstrelerinin gévde ve yaprak kisimlarindan daha iyi sonuglar verdigi
tespit edilmistir. Enzim inhibbisyon yilizdelerine ait maksimum sonuglarin, standart
olarak kojik asit (%81,54+0,63) ve tiyoiire (%98,85+0,54)’den elde edildigi ¢alismada
in vitro orneklere ait sadece kok ekstrelerinde antitirozinaz aktiviteye rastlanilmasi da

dikkat cekicidir.

Cizelge 4.4. P. khinjuk Stocks’a ait in vivo ve in vitro 6rneklere ait hazirlanan etanol ekstrelerinin
antitireaz ve antitirozinaz aktivite sonuglari

Ornekler . I“JI.‘ei.lZ a Tir(?zinaz a
(%Inhibisyon) (%Inhibisyon)

K AD 6,88+0,13
In vitro G AD AD
Y AD AD

K 43,66+0,87 54,81+1,09

In vivo Disi G AD 23,4240,46

Y 29,8620,59 17,44+0,38

K 56,31+1,12 50,89+1,01

In vivo Erkek G 11,08+0,22 26,82+0,53

Y 26,03+0,52 15,82+0,31

Kojik asit® - 81,54+0,63

Tiyoiire® 98,85+0,54 -

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir (200 pg/mL).
b: Standart madde, A.D.: Aktif degil.

4.1.3.3. Antielastaz aktivite sonuclari

Cizelge 4.5.te P. khinjuk Stocks’a ait in vivo disi ve erkek genotipler ile in vitro
orneklere ait hazirlanan etanol ekstrelerinin elastaz enzim inhibisyonu sonuglari
verilmistir

Cizelge 4.5. irdelendiginde in vitro kokenli yaprak ekstrelerine ait Grneklerin
antielastaz aktivite gostermedigi ancak bunlarin digindaki tiim ekstrelerin aktif sonuglar
verdigi gdzlenmistir. Onceki enzim inhibisyon sonuglarinda da tespit edildigi iizere,
antielastaz aktivite sonuglari bakimindan in vivo disi ve erkek genotiplerden elde edilen
ekstrelerin in vitro 6rneklere kiyasla daha yiiksek aktivite sonuglar1 verdigi goriilmiistiir.

Nitekim in vivo 6rneklere ait etanol ekstreleri kendi icerisinde degerlendirildiginde, yine
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disi (%58,72+1,17) ve erkek (%57,54+1,15) kok ekstrelerinin yaprak ve govde
ekstrelerine gore daha yiiksek antielastaz aktiviteye sahip olduklari bunun yanisira in
vitro kok ekstrelerinin 6,65+0,13 ile sonuglar arasinda en diisiik degere sahip oldugu
belirlenmistir.  Bu baglamda, in vivo Orneklerin toprak alti ekstrelerinin aktivite
bakimindan standart olarak kullanilan oleanolik asitten daha etkili olduklari

goriilmektedir.

Cizelge 4.5. P. khinjuk Stocks’a ait in vivo ve in vitro 6rneklere ait hazirlanan etanol ekstrelerinin
antielastaz aktivite sonuclari

Ornekler Elastaz (%lInhibisyon) *
K 6,65+0,13
In vitro G 37,37+0,74
Y AD
K 58,7241,17
In vivo Disi G 22,36+0,44
Y 58,25+1,16
K 57,54+1,15
In vivo Erkek G 22,83+0,45
Y 46,52+0,93
Oleanolik asit ” 39,46+0,52

a: Degerler 3 paralel 6lgiimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir (200pg/mL).
b: Standart madde, A.D.: Aktif degil.

Kanserli hastalarin yasam siirelerini uzatmak ve yasam Xkalitesini yiikseltmek
amaciyla: Kemoterapi, Radyoterapi, Cerrahi, Immiinoterapi gibi tedavi ydntemleri
kullanilmaktadir. Cerrahi ve radyoterapi hastaligin lokalize oldugu durumlarda etkilidir
(Kosgeroglu ve ark., 2000). Kemoterapi ise, kanseri ilagla tedavi ederek metastaz
olusumunu 6nlemek, tiimdriin boyutlarini kiiciiltmek amaciyla uygulanmaktadir. Kanser
ilaglar1 degisik mekanizmalarla kanserli hiicreleri etkiler. Bu etki, siklikla hiicre
Oliimiine yol agmaktir (sitotoksisite), daha seyrek olarak hiicreyi Oldiirmeksizin
bliylimesini engellemektir (sitostatik etki). En az goriilen etki ise, kanserli hiicrede
diferansiasyonunun indiiklenmesidir. Gliniimiizde kanser tedavisinde yasanan en dnemli
sorunlardan biri ilag¢ direncidir. Kemoterapi ajanlarina karsi gelisen direng, ilaglarin etki
mekanizmalari ile yakindan iligkilidir. (Web 2).

Glinimiize kadar, Pistacia tiirlerinden elde edilen ekstrakt ve bilesiklerin

sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla ¢aligmalar yapilmis ve ¢ogunun sitotoksik
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aktivite gosterdikleri ortaya konulmustur. P. integerrima kok metanol ekstrelerinin
MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 lizerinde doza bagl bir sekilde sitotoksik aktivite
gorterdigi ICso degerlerinin 90,9 pg/ml oldugunu ve MCF-7 hiicre hattina kars1 %100
ile %97,4 inhibisyon gosterdigi (Bib1 ve ark., 2012), Uddin ve ark., (2013) tarafindan
ayni tiire ait ekstraktlarinin Artemia salina (Leach) karides larvalarina karsi oldukca
fazla sitotoksik etki gosterdigi rapor edilmistir. P. atlantica gallerinden elde edilen
esansiyel yagin C3A ve Vero maymunu bdbrek hiicreleri lizerindeki MTT testi
sonucunda, mikobakterilere kars1 diisiik ve orta derecede sitotoksik aktiviteye sahip
oldugu rapor edilmistir (Sifia ve ark. 2015), ayn1 tiiriin meyve ekstrelerinin ise insan
epidermoid karsinom (KB) ve insan diseti fibroblast hiicre hatlar1 (HGF) tizerindeki
sitotoksik etkilerinin zamana ve doza bagli olarak, belirgin bir nekroz olusumu
gozlenmeden apoptozu indiikledigi ve sitotoksik etki gosterdigi belirtilmistir (Jaafari-
Ashkvandi ve ark. 2019). P. vera govde ekstraktlarinin insan kolon kanseri (HT-29) ve
meme adenokarsinomu (MCF-7) tizerindeki sitotoksik etkilerini MTT yontemi ile test
ettikleri ¢caligma sonucunda, yliksek konsantrasyonlarin anjiyogenezi 6nemli seviyede
inhibe ettigi (Seifaddinipour ve ark. 2018), meyve sap1, kirmiz1 dis kabuk Ortiisii ve
reginesinden elde edilen metanol ekstrelerinin ise insan prostat (PC3, DU-145), meme
(MDA-MB-231, MCF-7) kanser hiicreleri tizerinde diisiikk dozlarda dahi sitotoksik etki
gosterdigi; normal hiicreler (PNT1-A ve CRL-4010) {izerinde ise yiiksek dozlarda etkili
oldugu bildirilmistir (Koyuncu, 2018). Yine P. lentiscus yaprak, meyve ve koklerinden
elde edilen ekstreleri arasinda yaprak metanol ekstresinin en giiclii sitotoksik etkiye
sahip oldugu (Yemmen ve ark. 2017), Pistacia cinsine ait diger tiirler ile birlikte P.
khinjuk’'un da aralarinda bulundugu ve sakiz ekstrelerinin insan umbilikal ven
endotelyal hiicre (HUVEC) ve Y79 hiicre hatlar1 {izerine sitotoksik etkilerinin
arastirildigr bir ¢alismada, P. khinjuk ekstrelerinin anjiyogenezi inhibe ettigi (Mirian ve
ark. 2015); yine ayni tiiriin yaprak etanol ekstraktlar1 kullanilarak yapildigi baska bir
calismada ise insan PC3 prostat kanseri, A549 akciger kanseri, MCF7 meme kanseri ve
HepG2 karaciger kanserine karsi orta seviyede bir sitotoksik aktiviteye sahip oldugu
belirtilmistir (Kirollos ve ark. 2018). Calisma bulgularimiz yukarida ifade edilen
aragtirmalar ile uyumluluk gostermekte olup, in vitro sartlarda yetistirilen P. khinjuk
ektreleri ilk defa bu tez kapsaminda degerlendirmeye alinmistir. Gerek in vivo erkek ve
disi genotiplerin gerekse de in vitro érneklerin kok, gévde ve yapraklarina ait etanol
ekstrelerinin sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu tespit ettigimiz ¢aligmamizda, in vivo

orneklerin Ozellikle kok kisimlarinin daha basarili aktvite gosterdigini goézlemledik.
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Sitotoksik aktiviteden sorumlu madde/veya maddelerin hangisi olduguna yonelik
herhangi bir ¢calisma yapilmamis olup tezin akabinde ¢alisilmasi planlanmaktadir.
Ulkemizde &zellikle eriskin niifusun 6nemli bir boliimiinii etkileyen yasin
artmasiyla birlikte goriilme sikligi giderek artan hipertansiyon prevalansina paralel
olarak insanlarin tamamlayict ve alternatif tedaviye olan ilgisi de artmaktadir. Tirk
Kardiyoloji Dernegi Ulusal Hipertansiyon Tedavi ve Takip Kilavuzu’na gore tek bir ilag
(monoterapi) ile hipertansiyon tedavisi uygulamasinda %30-50 arasinda basarisiz
sonuglar almmaktadir. Bu durumda hekim igin yapilacak ii¢ segenek vardir a)
Kullanilan ilag dozunu arttirmak, b) Bagka bir ila¢ grubuna gecmek, ¢) Kombinasyon
tedavisi uygulamak. Hastaligin tedavisinde ACE inhibitorleri, beta-blokorleri ve
kalsiyum kanali bloke edicileri gibi ¢esitli antihipertansif ilaglar kullanilmaktadir (Web
3). Ancak hangi ilag grubu olursa olsun, aligilagelen dozun tizerine ¢ikilmasi, genellikle
basartya yol agmadigi gibi kardiyak, solunum sistemi, merkezi sinir sistemi
karbonhidrat ve lipit metabolizmas1 v.b. iizerine yan etkileri de beraberinde
getirdiginden, hastalik semptomlar1 ve ilaclarin yan etkilerini azaltmak, fiziksel ve
psikolojik destek saglamak amaciyla yeni terapoétiklerin arastirilmast da Onem
arzetmektedir. Nitekim Ahmed ve ark. (2018), tarafindan P. atlantica’nin yaprak
ekstraktlarinda ACE-1 aktivitesini inhibe eden sekiz adet pik gozlendigi rapor edilmistir.
Yine, Anacardiaceae familyasina mensup Mango yapraklarinin (Mangifera indica L.),
in vitro ve in vivo analizler aracilig: ile antihipertansif etkisinin arastirildigi bir baska
caligmada ise, diklorometanik fraksiyonunun bir antihipertansif olarak potansiyel
olabilecegi bildirilmistir (Ronchi ve ark., 2015). Calismamiz diger Pistacia tiirleri ile
paralel sonuglart barindirmakta olup, in vivo disi genotiplere ait kok ekstrelerinin
incelenen Ornekler arasinda %95,88 ile standarda en yakin ornekler oldugu, in vivo
ekstrelerin in vitro ekstrelere oranla daha yarayish aktiviteye sahip olduklari ve yiiksek
oranda antihipertansif aktivite igerdiklerinden in vivo govde ve kok kisimlarinin

farmakolojik ¢alismalarda degerlendirilebilecedi sonucuna varilmistir.

Asetilkolinesteraz enzimini inhibe eden ilaglara asetilkolinesteraz inhibitorleri
veya antikolinesterazlar denilmektedir. Kolinesteraz inhibitorleri klinik olarak, basta
Alzheimer hastaligi olmak iizere myastenia gravis ve glokom gibi hastaliklarda
kullanilmaktadirlar. Ileri donem AH’nda beyin AChE aktivitesinde %55-67 oraninda
azalma kaydedilmistir. Glinlimiizde hastaliin semptomatik tedavisinde en sik

uygulanan strateji kolinesteraz enzim inhibitorlerinin kullanilmasidir. AH tedavisinde
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son zamanlarda kullanima giren galantamin ise, bir nergis tiirii olan Galanthus nivalis
L. adl1 bitkiden izole edilen bir fenantren alkaloidi olup, reversibl bir asetilkolinesteraz
inhibitoriidiir. AH’nin semptomatik tedavisinde basar1 oraninin elde edildigi tek
mekanizma asetilkolinesteraz inhibisyonu olup, tedavide kullanilan ilaglar donepezil,
rivastigmin ve galantamindir. Bunlarin disinda tedavide etkili olabilecek
antikolinerjikler iizerine yapilan g¢alismalar hizla devam etmektedir. Devam eden
caligmalar bitkisel kokenli yeni antikolinesterazlarin arastirilmasina yonelik olup, diistik
seviyelerde toksisite ve yan etkilere sahip terapotik ajanlarin kesfidir (Sener ve ark.,
2018). Bu amagla Pistacia tiirleri lizerine yaptigimiz literatiir taramalarinda kolinesteraz
enzim inhibisyonu {iizerine yapilmis herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu tez
kapsaminda incelenen P. khinjuk ekstrelerinin asetilkolinesteraz enzim inhibisyonuna
yanit olusturmadigi, ancak in vivo disi genotipe ait yaprak ekstrelerinin
butirilkolinesteraz enzim inhibisyonuna standart olarak kullanilan galantamine en yakin
sonucu verdigi gorilmiistir. Bu baglamda, in vitro orneklerin toprak isti, in vivo
orneklerin ise toprak alti1 ekstrelerinin antibiitirilkolinesteraz enzim aktivitesine sahip

olmalar1 dolayisiyla tedavi amacl kullanilabilecegi 6ne siiriilebilir.

Ureaz, bobrek taslar1 ve enfeksiyonlarin olusmasi yamsira hepatik komaya
neden olan bir enzimdir. Bu tir hastaliklarin tedavisinde iireaz enzimini inhibe
edebilecek lireaz inhibitdrleri lizerinde ¢alisilmaktadir. Son yillard, bu amag igin ¢esitli
bitki ekstrelerinin lireaz enzimi iizerine inhibisyon etkileri ile ilgili ¢aligmalar agirlik
kazanmistir (Bilgin Sokmen ve ark., 2016). Giliney Amerika’da yetisen ve
Anacardiaceae familyasina ait bir tiir olan Lithraea molleoides (Vell.) Engl.,’in
Helicobacter pylori iizerine giiglii bir antiiireaz aktivite gorterdigi rapor edilmistir
(Salinas Ibafiez ve ark., 2017). Keza, ayn1 familyaya mensup Rhus coriaria (Sumak)’nin
metanol ekstrelerinin de Jack bean {ireaz enzimi iizerine yiiksek derecede inhibisyon
aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir (Mahernia ve ark., 2014). Calismamizda in vivo
orneklerin hemen hepsinin yukaridaki ¢aligma bulgular ile parallik gdsterdigi, 6zellikle
in vivo erkek genotiplere ait kok ekstrelerinin standart olarak kullanilan tiyoiireye en
yakin sonucu vererek, oOrnekler icerisinde en yiiksek antiiirez aktivite gosterdigi

goriilmiistiir.

Polifenoller enzim inhibitérleri arasinda en yaygin olanlaridir. Ozellikle
flavanoidler (stilbenler, kalkonlar, izoflavonoidler, izoflavonlar), uzun zincirli lipitler ve

steroidler bilinen inhibitorlerdir. Kojik asit, tirozinazin en ¢ok calisilmis inhibitoriidiir,
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ayni zamanda kozmetik alaninda cilt beyazlatici ve gida endiistrisinde enzimatik
kararmay1 Onleyici gida katki maddesi olarak da kullanilmaktadir. Birgok bitkinin
yaprak, tohum ¢icek ve kabuklarinda yaygin olarak bulunduklari i¢in tirozinaz enzim
aktivitesinin incelenmesi olduk¢a onemlidir (Sener ve ark., 2018). Tirozinaz enzim
inhibisyonu bakimindan Pistacia tiirleri ile ilgili literatiir taramalarinda yapilmis
herhangi bir ¢caligmaya rastlanmamis olup, sézkonusu bulgulara bakildiginda in vivo disi
genotiplere ait kok ekstrelerinin, standart olarak kullanilan kojik asit’e en yakin
antitirozinaz aktivite gosterdigi goriilmiis ve P. Kkhinjuk’un tirozinaz inhibitor
aktivitelerinin hem yeni farmasotiklerin gelistirilmesinde hem de endiistriyel
uygulamalar i¢in kullanisl olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Elastin, bag dokusunun ana elemanlarindan olup, elastaz enzimi ile par¢alanmasi
sonucu cilt yaslanmasina eslik eden kirigikliklar meydana getirmektedir. Elastaz
aktivitesi yas arttikga artar ve bu durum yaslanma ile cildin elastik o6zelliklerinin
azalmasma ve cilt sarkmalarina neden olur. Bu enziminin inhibisyonu hem cilt
yaslanmasinin 6nlenmesinde hem de bag dokusu hastaliklar1 lizerinde olumlu etkileri
olmasi1 nedeniyle klinik ve kozmetik endiistrileri agisindan giin gectik¢e daha da 6nem
kazanmaktadir. Calismamizda kullandigimiz orneklerin biiyiikk ¢ogunlugunun antielastaz
aktivite gosterdigi, Ozellikle in vivo disi genotipe ait kok ekstrelerinin en yiiksek
antielastaz aktiviteye sahip olmasi yoniindeki bulgularimiz ile paralellik gosteren diger
tirler lizerinde denenmis arastirmalar mevcuttur. Bouriche ve arkadaslar1 (2016)
tarafindan yapilan bir c¢alismada, P. lentiscus yapraklarinin metanol ve sulu
ekstretlerinin, insan noétrofilleri {izerine kemotaksis ve elastaz enzim inhibisyonunu
incelenmis, sonug olarak uygulanan ekstrelerin elastaz aktivitesini ise sirasiyla %82 ve
%90 oraninda belirgin seviyede azalttigi bildirilmistir. P. weinmannifolia kok
ekstreleri’nin sigara dumani ve lipopolisakkarit ile indiiklenen pulmoner inflamasyon
tizerindeki koruyucu etkisinin arastirildigi baska bir ¢alismada ise noétrofil elastaz

seviyelerinin 6nemli 6l¢iide azaldig: rapor edilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Anacardiaceae familyasinin 6nemli bir iiyesi olan P. khinjuk Stocks. herdem
yesil ve kurakliga dayanikli bir bitki olup tibbi 6neme sahip bir¢ok sekonder metaboliti
bilinyesinde barindirir. Biyoteknolojik yontemler, sekonder metabolitlerin, elisitor ve
onciil bilesiklerin kullanilmasiyla artirilmasini ve buna bagl olarak is giicii ve maliyeti
azaltabilmektedir. Farkli iklim ve toprak Ozelliklerine sahip iilkemizde birgok tibbi
bitkinin dogal olarak bulunmasi ve bu bitkilerin kiiltiire alinmalar1 ile artan tibbi ve
ticari oneminin yeri kuskusuzdur. Bu baglamda kiiltiire alma caligmalar1 sirasinda
ozellikle tiirlerin sekonder madde icerigi, genetigi ve kalittimi ile ilgili arastirma
sonuclar1 dikkate alinarak saglanirsa birim alandan alinacak yiliksek verim ile daha saf
ve standartlara uygun dolayisiyla getirisi yiiksek droglar elde edilebilecektir. Bu
baglamda P. khinjuk Stocks’un biyolojik aktivitelerinin gerek in vivo, gerekse de
biyoteknolojik yontemler kullanilarak karsilastirilmasi 6nem arz etmektedir.

Yapilan literatiir taramalarida bitim agacinin in vitro sartlarda biyolojik
aktivitelerine iliskin herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu tez kapsaminda elde
edilen sonuclar agagida maddeler halinde verimistir:

- Olgun tohumlarin yiizey sterilizasyonu %20 lik NaOCI igerisinde 20 dakika
boyunca bekletilerek ve akabinde 7 kez 5’ er dakika steril distile suda calkalanarak
yapilmistir.

- Olgun tohumlar BBD icermeyen MS besi ortaminda ¢imlendirilerek in vitro
stirgiin kiiltiirleri baglatilmistir.

- Aksenik siirgiinler, 1Img/L BAP, 30 g seker ve 6,2 gr agar destekli MS besi
ortaminda prolifere edilerek stok kiiltiirler olusturulmustur.

- MMT testi ile yapilan sitotoksik aktivite sonuclar1 bakimindan, 31,86 1,40 1Csg
degeri ile in vivo disi genotipe ait kok kisimlarindan elde edilen ekstrelerin MCF-7 ve

59,60 +0,69 1Csq degeri ile HT-29 hiicre serileri tizerinde daha iyi sitotoksisite gosterdigi
belirlenmistir. Keza, ayn1 sekilde in vivo erkek genotip ile in vitro kok ekstrelerinin bu
siralamay1 takip etmesi dolayisiyla, sitotoksik aktivite bakimindan kok kisimlarmin

daha aktif ve kullanish oldugu sonucuna varilmaistir.
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- in vivo disi genotipe ait gdvde ekstrelerinin antihipertansif aktivite bakimimdan
en aktif ekstreler oldugu (%95,88), in vitro orneklerin sadece gévde kisimlarinin aktif
olduklar1 ve in vivo Orneklerin farmakolojik olarak in vitro orneklere kiyasla daha
yarayisli olduklar1 kanaatine varilmistir.

- Antikolinesteraz aktivite bakimindan, In_vivo disi genotipe ait yaprak

ekstrelerinin butirilkolinesteraz enzim inhibisyonuna karsi, standart olarak kullanilan
galantamine (%78,28+0,26) en yakin %75,20+1,50 degeri ile 6rnekler arasinda en yiiksek
aktiviteye sahip ekstre oldugu belirlenmistir. Buna mukabil, asetilkolinesteraz enzim
inhibisyonuna kars1 ekstrelerin aktivite gostermedigi tespit edilmistir.

- Antiiireaz ve antitirozinaz aktivite bakimindan in vivo 6rneklere ait ekstrelerin
belirgin sekilde daha yiiksek bir aktiviteye sahip olduklari tespit edilmistir. Her iki
aktivite bakimindan da sonuglarin standartlara orta seviyede yakin olmasi 6zellikle in
vivo orneklerin kok ekstrelerinin daha yiiksek seviyede olmasi sdzkonusu aktivite
bakimindanin in vivo kok kisimlarmin saglik ve sanayi potansiyelinin oldugu kanaatini
desteklemektedir.

- Antielastaz aktivite bakimindan 6zellikle in vivo disi genotiplere ait 6rneklerin
daha yiiksek bir aktivite gosterdikleri, in vivo orneklerin elastaz enzim inhibisyonu
sonuclarina gore kok> yaprak> govde seklinde siralandigi tespit edilmistir. %58,72+1,17
ile in vivo disi genotiplere ait kok ekstrelerinin aktivite bakimindan ilk sirada yer aldig
yine ayni genotipe ait yaprak ekstrelerinin %58,25+1,16 seklinde c¢ok kiiclik bir farkla
ikinci sirada bulundugu dikkate alindiginda, in vivo disi genotiplerin sézkonusu enzim
inhibisyonu bakimindan daha faydali olduklarini ortaya koymaktadir. Bu yontemde
standart olarak kullanilan oleanoik asidin (%39,46+0,52) aktivitesi g6z Oniinde

bulunduruldugunda 6zellikle in vivo kok orneklerinin ciddi bir antiaging potansiyelinin

oldugu soylenebilir.

Genel olarak tiirin antihipertansif potansiyellininde oldugu goriilmektedir.
Ozellikle in vivo disi kok ve govde ekstrelerinin ¢ok yiiksek bir antihipertansif
potansiyeli oldugu tespit edilmistir.

- Tez kapsaminda incelenen parametreler agisindan genel anlamda yiiksek
aktivitelerin daha ¢ok in vivo orneklere ait ekstrelerden elde edildigi gériilmiistiir. Keza
kok kisimlarinin da govde ve yaprak kisimlarina nazaran daha aktif bir sonug sergiledigi
dikkate alindiginda icerdigi sekonder metabolitler bakimindan in vivo kdk kisimlariin

biyolojik aktivite baimindan daha elverisli oldugu sonucuna varilmaktadir.
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5.2. Oneriler

20. yiizyilin baglarinda tibbi ve aromatik bitkilerin iiretim ve kullanimindaki
gelismeler incelendiginde, 6zellikle sosyal ve politik degisimlerden dolay1 bitkilerin ilag
olarak kullaniminda hizli bir azalma gozlenmistir. Ancak giiniimiize gelindiginde,
ozellikle 21. yiizyilin baslarinda gelisen teknoloji ile kimyasal ve biyolojik yontemler
sayesinde bitkisel ilaglarda etkinligin ve gilivenilirligin kanitlanmasi ile farmakolojik
etki mekanizmalarimin aydinlatilmaya baslanmasi fitoterapinin “Tamamlayici ya da
Alternatif Tip” adi altinda kabul goéren 15 ydntemden biri olark tip sektoriinde
konvansiyonel tedavi yontemlerine ilave edilmistir.

Bu gelisime Onayak olan farkli iklim ve toprak ozelliklerine sahip tilkemizde
bir¢ok tibbi bitkinin dogal olarak bulunmasi ve bu bitkilerin kiiltiire alinmalar ile artan
tibbi ve ticari Oneminin yeri kuskusuzdur. Bu baglamda, kiiltiire alma caligsmalari
sirasinda Ozellikle tiirlerin sekonder madde igerigi, ve genetigi ile ilgili arastirma
sonuclar1 dikkate alinarak birim alandan yiiksek verim ile daha saf, daha temiz ve
standartlara uygun ayrica getirisi de yiiksek droglar elde edilebilmektedir. Geligmis
iilkelerde bitkisel ilag pazar1 yillik yaklasik %10 biiyiime hizina sahiptir. Ozellikle
sanayilesmis lilkelerin tibbi ve aromatik bitkilerin tariminda gelismis biyoteknolojik ve
tarim tekniklerini kullanmaktadir.

Tiirlin in vivo Orneklerinin ¢ok yiiksek biyolojik aktivite potansiyeline sahip
oldugu goriilmektedir. Ozellikle tiiriin in vivo kdk orneklerinin antitirozinaz ve anti
elastaz aktiviteleri gdéz Oniinde bulunduruldugunda bu ekstrelerin antiaging katki
maddesi olma potansiyellerinin oldugu séylenebilir.

Bu tez kapsaminda ele alinan, tibbi ve ekonomik 6neme sahip P. khinjuk Stocks.
‘un barmdirdig1 sekonder metabolitlerin hiicre metabolizmasi diizeyinde arastirilmasi,
saflagtirma islemlerinin yapilarak gelistirilmesi ve genis 6l¢ekli biyoreaktorlerde tiretim
islemlerinin baglatilmasi ile kalitesi daha yiiksek {irtinlerin elde edilecegi ve bunlarin

daha diistik maliyetle tliretebilecegi kanaatindeyiz.
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