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Endemik bir bitki olan Gundelia dersim Vitek, Yiice & Ergin, onemli fitokimyasallar i¢in
potansiyel bir kaynaktir ve geleneksel tip ve beslenme amaciyla kullanilmaktadir. Bu
nedenle bitkinin giivenli kullanimini saglamak amaciyla toksikolojik 6zelliklerini belirlemek
olduk¢a 6nemlidir. Literatiirde G. dersim’in toksikolojik 6zellikleri ile ilgili bir ¢aligsma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada G. dersim ekstraktlarinin fitokimyasal ozellikleri,
antioksidan ~ ve  antibakteriyel  aktiviteleri,  sitotoksisiteleri,  genotoksisiteleri,
hemouyumlulugu ve in vivo toksisiteleri belirlenmistir. HPLC sonuglart G. dersim’de en
fazla bulunan metabolitin kafeik asit oldugunu géstermistir. DPPH, ABTS ve FRAP testleri
metanol ve etanol ekstraktlarinin su ekstraktlarindan daha yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip oldugunu ortaya koymustur. G. dersim ekstraktlarinin bu ¢aligmada kullanilan bes
bakteri susuna karsi antibakteriyel olduklari gézlemlenmistir. Sitotoksisite sonuglari tim
ekstraktlarin 0.25-50 mg/L konsantrasyonlar1 araliginda bitkinin sitotoksik etkiye sahip
olmadigin1 gostermistir. Mikroniikleus verileri, G. dersim ekstraktlarin (50 mg/L)
mikroniikleus olusumunu artirmadigini ve H202 kaynakli olusan mikroniikleuslu hiicreleri
azalttigin1 gostermistir. Yapilan hemoliz testi sonucunda ise bitki hemouyumlu bulunmustur.
Ayrica G. dersim ekstraktlart Drosophila melanogaster’in eklosyon siirecini etkilememistir.
Bu c¢alisma ile G. dersim’in su, metanol ve etanol ekstraktlarinin ¢alisilan
konsantrasyonlarda toksik bir etki gostermedigine dair ilk kanitlar sunulmustur.
Sonuglarimiz, G. dersim’de bulunan sekonder metabolitlerin daha ileri biyokimyasal
aragtirmalarma ve farkli model organizmalar {izerinde toksikolojik arastirmalar yapilmasina
yol agabilir.

ANAHTAR KELIMELER: Gundelia dersim, Asteraceae, Antioksidan, Sitotoksisite,
Genotoksisite, Drosophila
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIGENOTOXIC AND CYTOTOXIC EFFECTS OF
DIFFERENT EXTRACTS OF ENDEMIC GUNDELIA DERSIM PLANT
MSC THESIS
SALIHA AYDIN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

(SUPERVISOR: PROF. DR. SERAP DOGAN))
(CO-SUPERVISOR: DR. BEGUMHAN YILMAZ KARDAS )
BALIKESIR, JUNE - 2022

Gundelia dersim Vitek, Yiice & Ergin, an endemic plant, is a potential source for important
phytochemicals and is used for traditional medicine and nutrition. Therefore, it is crucial to
determine the toxicological properties in order to ensure its safe use of the plant. There is no
study in the literature on the toxicological properties of G. dersim. In this study,
phytochemicals properties, antioxidant and antibacterial activities, cytotoxicity,
genotoxicity, hemocompatibility and in vivo toxicity of G. dersim extracts were determined.
HPLC results showed that the main metabolite of G. dersim was caffeic acid. DPPH, ABTS
and FRAP tests revealed that methanol and ethanol extracts had higher antioxidant activity
than water extracts. It was observed that the extracts of G. dersim were antibacterial against
five bacterial strains used in this study. According to the cytotoxicity results, none of the
extracts showed cytotoxic effects at concentrations of 0.25-50 mg/L. Micronucleus results
showed that G. dersim extracts (50 mg/L) did not increase the micronucleus and reduced
H202-induced micronucleated cells. The plant was found to be hemocompatible as a result
of the hemolysis test. In addition, G. dersim extracts didn’t affect the eclosion process of
Drosophila melanogaster. With this study, the first evidence that water, methanol and
ethanol extracts of G. dersim do not show a toxic effect at the studied concentrations. Our
results may lead to further biochemical investigations of secondary metabolites found in G.
dersim and toxicological studies on different model organisms.

KEYWORDS: Gundelia dersim, Asteracea, Antioxidant, Cytotoxicity, Genotoxicity,
Drosophila

Science Code / Codes : 20610, 20606, 20308 Page Number : 64
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1. GiRiS

Epidemiyolojik galismalar, dogal bilesikler tiiketmenin insanlar1 birgok hastaliga karsi
korudugunu gostermistir. Insanlar giinliik hayatlarinda ¢ok sayida kimyasala, kanserojene
ve mutajene maruz kalabilmektedir. Maruz kalinan bu kimyasallarin yikici, mutajenik ve
kanserojen etkilerini ortadan kaldirabilecek dogal bilesiklerin tanimlanmasi zorunluluk
haline gelmistir [1]. Genel olarak dogal bilesikler, canli organizmalar tarafindan iiretilen
kimyasal maddelerdir. Dogal bilesikler, birincil ve ikincil metabolitler olarak iki kategoriye
ayrilabilirler. Birincil metabolitler, onlari iireten organizmalarin hayatta kalmasi igin temel
islevleri olan maddelerdir. Ikincil metabolitler ise hayatta kalmak icin sart degildir ancak
organizmanin kendi ¢evresi i¢indeki rekabet giiciinii artirmak igin gereklidir [2]. Ayrica bu
metabolitlerin insan saghgi tizerinde faydal etkileri vardir [3]. Antimikrobiyal, antialerjik,
antienflamatuar, antioksidan ve serbest radikal temizleyici gibi bircok 6nemli biyolojik
aktiviteye sahip olan tanenler, terpenoidler, alkaloidler ve flavonoidler gibi ¢esitli ikincil
metabolitler agisindan zengin bitkiler, 6nemli dogal iriin kaynaklaridir [2, 4]. Bu dogal

bilesikler, yeni ilag kesfi igin en umut verici kaynaklardandir [3].

Sifali bitkiler ylizyillardir sayisiz hastaligi tedavi etmek amaciyla yaygin olarak kullanilmis
ve bitki kaynaklarindan ¢ok sayida farkli ilag gelistirilmistir [5]. Sifali bitkiler, esas olarak
fenolik bilesiklerle iliskilendirilen antioksidan aktiviteye sahip zengin dogal fitokimyasal
kaynaklardir [6]. Flavonoidler basta olmak iizere sinnamik asit tiirevleri, kumarinler,

tokoferoller ve fenolik asitler en yaygin bitkisel fenolik antioksidanlardandir [7].

Diinya saglik orgiitii (WHO) raporlarina gore, gelismekte olan tilkelerde yasayan insanlarin
%80’1 temel saglik gereksinimleri igin genelde bitkisel kokenli geleneksel ilaglara
giivenmektedir. Modern anlamda farmakolojik olarak gelistirilen ilaglarin etken
maddelerinin en az %25’i bitkilerden elde edilmektedir [8]. Sifali bitkilere olan ilginin
artmasl, ila¢ endiistrisi tarafindan biyolojik olarak etken yeni molekiillerin kesfine ve halk
tarafindan kendi kendine ilag tedavisi i¢in bitkilerin ham ekstraktlarinin benimsenmesine yol
acmistir [4]. Bu artan ilgi, gida, tarim ve ilag¢ endiistrilerinde kullanilan antifungal,
antikanser, antibakteriyel ve antioksidanlar dahil olmak {izere bitkisel iiriinlerin sahip oldugu
biyolojik aktivitelerden kaynaklanmaktadir [9]. Ayni1 zamanda ilag elde edilen bitkilere olan
ilgi; maliyetinin diisiik olmasi, yan etki gostermemesi, toksik etkilerin az olmasi1 ve dogal

olarak {iiretilmis olmalarindan dolayr hem gelismis hem de gelismekte olan tilkelerde artis



gostermektedir [8]. Diinya genelinde hem geleneksel hem de modern tipta 50.000 ila 70.000
bitki tiirti kullanilmaktadir [10].

Insanlar tarafindan tiiketilen tibbi bitkilerin ¢ogu, uzun zamandir geleneksel olarak
kullanilmalarindan dolay1 giivenli olarak kabul edilirler [11]. Buna ragmen bitkiler, dogal
toksik, mutajenik veya kanserojen bilesikler de ftiretebilirler [12]. Bu nedenle, bitkisel
arastirmalarda birinci 6ncelik, bitkisel tirtinlerin giivenilirliginin belirlenmesidir [13]. Bitki
aleminde bulunan tiirlerin su ana kadar ¢ok kiigiik bir kismi biyolojik aktiviteleri ve
genotoksik o6zellikleri agisindan incelenmistir. Ancak kozmetik, ilag ve gida endistrilerinde
bitki kaynakli dogal bilesiklere olan ilginin artmasi, daha sistematik ve kapsamli bir

inceleme yapilmasini gerektirmektedir [12].

Tibbi ve aromatik bitkiler sinifinda bulunan Asteraceae familyasi bitkilerinden elde edilen

ekstrelerle yapilan galigmalar farkli biyolojik aktiviteleri dogrulamaktadir [14].

1.1 Asteraceae (Papatyagiller) Familyasinin Ozellikleri

Asteraceae familyasi, yaklasik 25.000-35.000 tiir ve 1.600-1.700 cins ile ¢igekli bitkilerin
en biiylik familyasidir ve diinya ¢apinda 6zellikle Bat1 Asya ve Akdeniz bolgesinde yayilim
gostermektedir [15, 16]. Tirkiye'de 138 cins ve 1.186 tiir ile temsil edilmektedir [17].
Asteraceae bitkileri, oldukca cesitli biiylime formlari, bitkisel morfoloji ve anatomi,
kromozom sayisi, ¢i¢ek yapist ve polen formu ve yapisi gostermektedir [18]. Cogu 1liman
iklim bolgelerine, Akdeniz bolgesine ya da daha yiiksek rakimli tropiklerin daha soguk
bolgelerine 6zgii olmalarina ragmen kiiresel olarak dagilim gosterirler [19]. Asteraceae
bitkileri, poliasetilenler, flavonoidler, kumarinler, terpenoidler ve tiyofenleri igeren biiyiik
cesitlilikteki sekonder metabolitleriyle bilinirler [20]. Asteraceae familyasi bitkilerinin
antifungal, antihipertansif, diiiretik ve antihelmintik 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir
[14]. Sahip oldugu bu 6zelliklerden dolay1 Asteraceae familyasina ait bitkiler gegmiste ve

giiniimiizde sikg¢a kullanilmaktadir [21].

1.1.1 Gundelia L.’nin Ozellikleri

Asteraceae familyasina ait olan Gundelia taksonlari, Orta Dogu iilkelerine 6zgii ¢ok yillik
sifal1 bitkilerdir [22]. Gundelia L. ilk olarak 16. yiizy1lda Alman hekim, botanik¢i ve gezgin
Leonhard Rauwolf (1535-1596) tarafindan Yakin Dogu'da yapilan en eski doga tarihi
koleksiyonlarindan birinde kesfedilmistir [23]. Cinsin diinyada 22 tiirii bulunmaktadir. Bu



tirlerin 13’0 endemik olmak iizere 19'u Tirkiye'de dogal olarak yetismektedir [24].
Gundelia tiirleri yerel halk tarafindan Kiirtce'de kénger, qorav, kereng, kerenk, keven, kengel
ve Tiirkge olarak; has kanger, ac1 kenger, esek dikeni, kenger olarak bilinmektedir [25].
Gundelia cinsinin ¢esitli tiirleri gogiis agrisi, kalp felci, diyabet, mide agrisi, bronsit,
iltihaplar, dis apsesi, epilepsi ve bobrek taslar1 gibi hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla
geleneksel tibbi amaglarla ve ayrica yore halki tarafindan gida, yem, sakiz ve kahve gibi

cesitli sekillerde kullanilmaktadir [26, 27].

1.1.1.1 Gundelia dersim Vitek, Yiice & Ergin

Asteraceae familyasindan olan ve halk arasinda ‘dersim kengeri’ olarak da bilinen Gundelia
dersim Vitek, Yiice & Ergin bitkisi, Tiirkiye nin Tunceli ilinde kesfedilmis endemik bir bitki
turtidiir (Sekil 1.1). 2n=18 kromozomlu diploid hiicre yapisina sahiptir [23, 25]. Bitki
endemik oldugu yorede ve ¢evresinde halk tarafindan beslenme amagli kullanilmaktadir

[28].

Sekil 1.1: Farkli zamanlarda ve farkli lokasyonlardan toplanmig G. dersim bitkisi [23, 28].

1.2 Serbest Radikaller ve ROS Olusumu

Serbest radikaller en az bir eslesmemis elektrona sahip, kisa omiirlii, kararsiz, molekiil
agirligr diisiik ve oldukga aktif molekiiller olarak tanimlanirlar [29]. Radikaller, hiicresel
metabolizma sirasinda veya cevre kirliligi, radyasyon, ksenobiyotik kullanimi, alkol ve
sigara kullanimi, sigara dumani, orman yanginlar gibi dis etkenler yoluyla ortaya ¢ikabilirler
[30-33]. Radikaller eslesmemis elektrona sahip olduklari igin kimyasal olarak ¢ok aktiftirler
ve ortamdaki diger biyolojik molekiillere saldirarak onlarin biyolojik yapilarin1 bozarlar. Bu
radikal ve reaktif molekiiller niikleik asitler, proteinler ve lipitleri okside ederek, kimyasal
yapilarini bozarlar ve metabolizmalarinda olumsuz sonuglarin olusmasina sebep olurlar [34].

Ancak serbest radikaller az miktarda bulundugu zaman enfeksiyonlara karsi savunma,



kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesi, ksenobiyotiklerin detoksifikayonu ve hiicresel sinyallerin
aktivasyonu gibi olaylarda rol oynarlar [33]. Biyolojik sistemlerdeki en Gnemli serbest
radikaller, oksijen kaynakli radikallerdir [29]. Normal oksijenin az bir kismi baslica
mitokondri olmak tizere hiicresel metabolizma sirasinda indirgenerek reaktif oksijen
tirlerine (ROS) doniismektedir. Baslica reaktif oksijen tiirleri; siiperoksit radikali (O2¢),
hidroksil radikali (OH*) ve hidrojen peroksit (H202)’dir. Bu radikallerin ilk ikisi serbest
radikal iken hidrojen peroksit prooksidandir [35].

Normal ROS seviyeleri, fizyolojik mekanizmalarda 6nemli bir rol oynar. Ancak insan
viicudunda asirt ROS iiretimi, RNA ve DNA gibi biyomolekiiller i¢in oksidatif hasara sebep
olabilir ve bu da hiicre hasarina ve hiicresel 6liime neden olabilir. DNA oksidatif hasarinin
formlar1 arasinda deoksiriboz oksidasyonu, zincir kopmalari, niikleotidlerin ¢ikarilmasi, azot
bazlarinin modifikasyonlar1 ve bunlara bagli olarak DNA zincirlerinin niikleotitleri
arasindaki uyumsuzluklar bulunabilir. Oksidatif DNA hasariin onarilmamasi durumunda,

DNA mutasyonu, replikasyon hatalar1 ve hiicre 6liimii meydana gelebilir (Sekil 1.2) [2].
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Sekil 1.2: ROS olusumu ve oksidatif DNA hasar [2].



1.2.1 Hidrojen peroksit (H202)

Hidrojen peroksit, serbest radikal olmadigi halde ROS sinifina girer ve serbest radikal
olusumunda 6nemli bir rol oynar. Hiicresel kompartimanlarda bulunan {irat oksidaz, glikoz
oksidaz ve D-aminoasit oksidaz gibi bir¢ok enzim, iki elektronun oksijene transferi ile
dogrudan hidrojen peroksit olusumuna sebep olur [35]. H20., canli hiicrelerdeki neredeyse
her molekiile zarar verebilen en reaktif radikaldir. Bu serbest radikaller, DNA'daki
niikleotidlere baglanabilir ve zincir kirilmalarina neden olabilirler. Bu durum da
karsinogenez, mutagenez ve sitotoksisite ile sonuglanabilir [36]. H202'nin sebep oldugu
DNA hasari, demir gibi gecis metal iyonlarinin varliginda Fenton reaksiyonu yoluyla ve
stiperoksit radikalinin (O2") varliginda Haber-Weiss reaksiyonu yoluyla hidroksil radikalinin
(OHe) iiretilmesinden kaynaklanmaktadir [35, 37].

H20; + Fe** —» Fe®* + OH- + OH-
Fenton reaksiyonu [35]
027+ H,02, —»02 + OHe+ OH"
Haber-Weiss reaaksiyonu [35]

1.3 Antioksidanlar ve Oksidatif Stres

Antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu oksidasyon zincir reaksiyonlarmin
baslamasin1 veya yayilmasmi Onleyen, bdylece diger molekiillerin oksidasyonunu
geciktirebilen ve bu sekilde insan viicudundaki oksidatif hasari azaltabilen bilesiklerdir [38].
Antioksidanlar, insan sagliginin korunmasinda onemli bir rol oynamaktadir [39].
Antioksidanlar, oksidatif hasarin DNA lizerindeki etkisini ve hiicre bolinmesindeki anormal
artig1 azaltarak kansere karsi koruyucu bir etki gosterirler [32]. Antioksidanlar ayrica hava

kirliliginden kaynaklanan ¢evresel strese kars1 da yararlidir [40].

Canl1 sistemler, cesitli nedenlerden dolay1r asir1 miktarda iiretilen serbest radikaller ile bu
radikallerin detoksifikasyonundan sorumlu olan antioksidanlar arasinda kurulu hassas bir
dengeye sahiptir. Biyolojik sistemlerdeki serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki
dengenin oksidanlar yoniinde bozulmasi oksidatif stres olarak tanimlanmaktadir [35, 41].
Oksidatif stres nedeniyle lipidler, proteinler, enzimler, karbonhidratlar ve DNA zarar
gorebilir, membranlarda bir hasar olugsmasi durumunda DNA zincirlerinde rastgele
kirllmalar veya baglanmalar meydana gelebilir, enzim ve yapisal proteinlerin zarar gérmesi

hiicre Olimiine yol agabilir [42]. Ayrica oOksidatif stres, yaslanma siirecinde ve



kardiyovaskiiler, norodejeneratif ve enflamatuar hastaliklar, kanser ve diyabet dahil olmak
tizere birgok hastaligin patogenezinde kritik bir rol oynar [43]. Sigara, viral enfeksiyonlar,
yangl, iskemi-reperflizyon, gecis metallerinin asir1 birikimi, kanser ilaglar1 ve radyasyon gibi

birgok neden oksidatif stresi artirabilir [32].

1.3.1 DPPH

DPPH yontemi, antioksidan aktiviteyi 6lgmek i¢in kullanilan en yaygin spektrofotometrik
yontemlerden biridir [44]. DPPH radikal siipiirme aktivitesi yonteminde kullanilan serbest
radikal DPPHe (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), 517 nm’de absorbans veren organik yapili,
koyu menekse renkli bir maddedir. Bu serbest radikal, antioksidan maddeler ile kimyasal
tepkimeye girdiginde, radikal olmayan DPPH-H molekiiline doniismektedir (Sekil 1.3).
DPPH-H molekiilii 517 nm’de absorbans vermediginden dolay1 absorbans miktarinin
azalmasiyla antioksidan aktivite hesaplanabilmektedir [34, 41]. DPPH yontemi, antioksidan
aktiviteyi degerlendirmek i¢in gegerli, ucuz, hizli, kolay ve ekonomik bir yontem olarak
kabul edilmektedir ¢linkii DPPH radikali sabittir ve tretilmesi gerekmemektedir. Bu
yontemin avantaji, DPPH reaktifinin en zayif antioksidanlar da dahil olmak {izere
karisimdaki tim maddelerle reaksiyona girebilmesi ve ayni zamanda lipofilik ve hidrofilik
antioksidanlarla da reaksiyona girebilmesidir [44]. Ancak 1518a, oksijene ve kirlilige olan

hassasiyeti bu metodun kullaniminda bazi sinirlamalara yol agmaktadir [45].
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Sekil 1.3: DPPH- radikalinin bir antioksidan tarafindan giderilmesi [34].

1.3.2 ABTS »
Bu yontemde ABTS (2,2’-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)) ve persiilfatin

oksidasyonu sonucunda ABTSe" serbest radikalleri olusturulur. Bu serbest radikal, toplam



radikal siipiirme kapasitesini 6lgmek amaciyla kullanilir. Bu yontem, antioksidan bilesikler
tarafindan ABTS’nin rengini kaybetmesi temeline dayanmaktadir (Sekil 1.4) [41]. Bu
yontem, uygulamasinin kolay olmasi, genis bir pH araliginda stabil ABTS radikali ve diisiik
redoks potansiyeli gibi bircok nedenden dolay:1 antioksidan aktivite kapasitesi belirleme
caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. ABTSe" radikali, suda ve organik ¢oziiciiler
icinde ¢oziindiiglinden dolayr lipofilik ve hidrofilik bilesiklerin antioksidan aktivite

kapasitesinin arastirilmasi i¢in uygun bir yontemdir [31].
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Sekil 1.4: ABTS’nin reaksiyon mekanizmasi [41].

1.3.3 FRAP

Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde siklikla kullanilan bu ydntem, antioksidan bir
maddenin, asidik bir ortamda elektron vermesiyle renksiz bir demir kompleksinin (Fe3*-
tripiridiltriazin), yogun mavi renkli bir demir kompleksine (Fe**-tripiridiltriazin)
indirgenmesine dayanmaktadir (Sekil 1.5). Bu renk degisimi 593 nm’de spektrofotometrik
olarak Olclilmektedir. Sonucglar, demirli iyon standart soliisyonu ve genellikle trolox
kullanilarak hesaplanmaktadir [46, 47]. 593 nm’de alinan absorbanslardaki artis, ¢alisilan
ornekteki antioksidanlarin ferrik indirgeyici antioksidan giicii (FRAP) ile orantilidir [48].
Bu y6ntemin en 6nemli avantajlart hizli, ucuz, saglam ve basit olmasidir [41]. FRAP testinin
onemli bir dezavantaji ise sulu bir ¢dzeltiye (asetat tamponu) dayali olmasidir. Bu yiizden
yontem, hidrofilik maddelerin ¢alisilmasi i¢in uygundur ancak hidrofobik maddelerin

caligilmasi i¢in yontemin modifiye edilmesi gerekmektedir [47].
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Sekil 1.5: Bir antioksidan madde tarafindan Fe*3-TPTZ kompleksinin Fe*2-TPTZ
kompleksine indirgenmesi [49].

1.4 Antibakteriyel Aktivite

Antibakteriyel aktivite testleri, incelenen maddenin, mikroorganizmalarin iremesi
tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla kullanilmaktadir [50]. Antibakteriyel aktiviteyi
belirlemek i¢in kullanilan in vitro testler penisilinin kesfine kadar dayanmaktadir [51].
Bakteriyel enfeksiyonlar, onemli enfeksiyon hastaliklarindan oldugu igin farkl
kaynaklardan antimikrobiyal ilag gelistirme ¢alismalar1 hala devam etmektedir [52]. Tibbi
bitkiler, enfeksiyon hastaliklar1 ile miicadele etmeye yardim eden ¢ok sayida fitokimyasal
icermektedir [53]. Halk tarafindan kullanilan bitkiler, antimikrobiyal bilesikler i¢in yeni

potansiyel kaynaklar oldugundan dolay1 bilimsel agidan arastirilmalari olduk¢a énemlidir

[8].

1.4.1 Disk Difiizyon Yontemi

Bu yontem, kat1 besiyerine inokule edilen mikroorganizmalar ile besiyerinin yiizeyine
yerlestirilen disklerden yayilan antimikrobiyal maddelerin birlikte {iremesi esasina
dayanmaktadir. Iincelenen maddenin antimikrobiyal aktivitesi, disklerin ¢evresinde olusan
iremenin engellendigi zonlar Olciilerek belirlenir. Bu yontem, uygulama kolayligindan

dolay1 en ¢ok kullanilan yontemlerdendir [50].

1.5 Hiicre Kiiltiirii ve Sitotoksisite

Hiicre kiiltiirti, cok hiicreli organizmalara ait hiicrelerin, laboratuvar ortaminda 6zel olarak
tasarlanmig kaplarda, 1s1, nem, besin gibi ortam sartlarinin kontrol edilerek
kontaminasyonlardan uzak bir sekilde yasatilmasidir [54]. Hiicre kiiltiirii ¢alismalart,

agirliklt olarak asi, monoklonal antikor, protein iiretimi, DNA ve RNA replikasyon ve



ekspresyon calismalari, sinyal iletim yolaklarinin ortaya ¢ikarilmasi, ilaglar da dahil olmak
tizere tiim kimyasallarin toksisitesinin belirlenmesi ve kok hiicre tedavisi gibi ¢esitli amaglar

i¢in yapilmaktadir [55].

Sitotoksisite, incelenen maddenin dozuna ve maruz kalma siiresine bagli olarak hiicrelerde
degisik derecelerde hasar olusmasina neden olan bir olaydir. Hiicreler, sitotoksik maddelere
maruz kaldiginda apoptoz, otofaji ve nekroz gibi olaylar sonucunda 6lebilir ya da sitostazis
nedeniyle proliferasyon 6zelliklerini kaybedebilirler. Sitotoksisite ¢calismalari, bir maddenin
sitotoksik potansiyelinin olup olmadigini belirlemek amaciyla yapilir [54]. Hiicre hatlarinin
kullanildig: in vitro sitotoksisite testleri, ilag etken maddelerinin, dogal maddelerin ve
kimyasallarin sitotoksisitesinin belirlenmesi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir [56].
Cinki in vitro sitotoksisite testleri, hizli ve ucuzdurlar ayrica hayvan kullanimini da

gerektirmezler. Bunlara ek olarak, ¢cok sayida numuneyi test etmek i¢in de uygundurlar [57].

Giinlimiize kadar; hiicre canliligini veya sitotoksisiteyi degerlendirmek i¢in ¢esitli yontemler
gelistirilmistir. Bu yontemler, morfolojik degisikliklere, hiicre zarlarinin gegirgenligindeki
degisikliklere veya hiicresel aktivitelerin bozulmasina dayanmaktadir. Hiicre canliligini
degerlendirme yontemlerinden biri kalorimetrik yontemlerdir [58]. Tetrazolyum tuzlari
elektron alarak renk degisimine sebep olan formazan denilen bir maddeye indirgenirler.
Tetrazolyum tuzlarinin indirgenmesi aktif mitokondriyal enzimler araciligi ile gergeklesir ve
renk degisimi de sadece canli hiicrelerde gozlemlenir [54]. Bu nedenle olusan formazan

maddesinin miktari canli hiicre sayisi ile orantilir [58].

1.5.1 MTS Testi

MTS testi (5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetil tiyazol)-3-(4-stilfofenil) tetrazolyum),
kolorimetrik bir yontemdir. Bu test, canli hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi ile tetrazolyum
tuzlarinin renki formazan {iriiniine indirgenmesi esasia dayanmaktadir (Sekil 1.6). Uretilen
formazan miktar1 kiiltiirdeki canli hiicre sayisina baghdir ve 490 nm’de spektrofotometre ile

oOl¢iilebilir. Hizli, duyarli, ekonomik ve spesifik bir in vitro sitotoksisite testidir [57].
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Sekil 1.6: Canl1 hiicrelerdeki aktif mitokondri tarafindan tetrazolyum tuzu MTS’in
formazan maddesine indirgenmesi [59].

1.6 Genotoksisite

Genotoksisite; ¢cekirdek, kromozom ve DNAnin yapisinda meydana gelen DNA eklentileri,
DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri, klastojenite ve andploidi gibi
hasarlar1 ig¢ine alan genel bir terimdir. Genotoksisite testleri, 1970’lerden beri
kullanilmaktadir ve giinimiize kadar mutajenik ve genotoksik maddelerin kanserojen
potansiyellerini 6l¢ebilmek amaciyla birgok genotoksisite testi gelistirilmistir. Genotoksisite
testleri, mutajenlerin tanimlanmasini, insanda risk tespitinin yapilmasint ve bu maddelere

gereksiz maruziyetin 6nlenmesini saglar [60].

1.6.1 Mikroniikleus

Mikroniikleus (MN), hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan bir yapidir. Esas
cekirdege dahil degildir ve tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan kdken
almaktadir [61]. Mikroniikleus yontemi, niikleer boliinmesini tamamlamis ancak sitoplazma
boliinmesi aktin polimeraz inhibitorii olan sitokalasin-B ile engellenen hiicrelerde ¢ekirdek
disinda kalan genetik materyallerin belirlenmesine dayanmaktadir (Sekil 1.7). Bu yontem
kullanilarak kromozom kayiplar1 ve kromozom kiriklar1 dogru bir sekilde olgiiliip
degerlendirilebilmektedir [62]. Hiicrelerdeki mikroniikleus sayisinda tespit edilen artis,

somatik hiicrelerdeki genomik kararsizligin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir [63].
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Sekil 1.7: Sitokinezin bloklanmas1 yontemiyle MN igeren biniikleat hiicrenin olusumu
[63].

1.7 Biyouyumluluk

Biyouyumluluk genel olarak bir maddenin viicut dokulart ile fiziksel, kimyasal ve biyolojik
uyumunu ifade etmektedir. Biyouyumlu maddeler, viicudun mekanik davraniglarina
optimum uyum saglarlar [64]. Ayrica biyouyumlu maddeler canli sistemlerde herhangi bir

yaralanma, toksisite veya organizma tarafindan reddedilme gibi riskler tasimazlar [65].

1.7.1 Hemouyumluluk

Kanin ana hiicresel bilesenleri eritrositler, 16kositler ve trombositlerdir [66]. Hemoliz,
eritrosinlerin pargalanmasiyla hemoglobin igeriginin hiicre digina yayilmasi durumudur.
Hemolitik anemiler, uygun olmayan kan transfiizyonlari, bakteri veya hayvan toksinleri gibi
in vivo ya da ozmotik pargalanma, fiziksel, mekanik veya kimyasal etkiler gibi in vitro
sebepler hemolize neden olabilir [67]. Hemouyumlu maddeler, hemolize neden olmadan
kanla etkilesebilen maddelerdir. Hemoliz, kan plazmasindaki hemoglobin miktarinin
belirlenmesiyle degerlendirilebilir. Plazmadaki hemoglobin seviyesinin yiiksek olmast,

hasar nedeniyle eritrositlerden hemoglobinin salindigin1 gosterir [68].

1.8 Invivo Toksisitenin Drosophila melanogaster ile Belirlenmesi

Son yillarda toksikolojik ¢aligmalarda model organizma olarak yiiksek hayvanlarin
kullanimini azaltmak i¢in alternatif in vivo modeller gelistirilmeye baslanmistir. Drosophila
melanogaster, genetik ve gelisim biyolojisi ¢alismalarinda yillardir kullanilan bir bocek
modelidir. Avrupa Alternatif Yontemlerin Dogrulanmasi  Merkezi (ECVAM),
Drosophila’nin aragtirma ve test i¢in uygun bir model oldugunu énermistir ve Drosophila

son on yildir insan hastaliklar1 ve toksikolojik arastirmalarda kullanilan en giicli
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modellerden biri olmustur [69]. Drosophila melanogaster (meyve sinegi), deneysel bir
sistem olarak birgok avantaja sahiptir. Kisa siirede tiremelerine (Sekil 1.8) ek olarak yiiksek
lireme oranina sahiptirler. Bakimlar1 kolay ve ucuzdur. Bagisiklik sistemleri memelilerin
dogustan gelen bagisiklik sistemleriyle ayni 6zelliklere sahiptir. Genomlar1 tam olarak

siralanmig ve iyi bir sekilde agiklanmistir [70].
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Sekil 1.8: Drosophila melanogaster 'in yagam dongiist [71, 72].

1.9 Literatiir Ozeti

Literatiire bakildiginda Gundelia dersim bitkisiyle ilgili alt1 calisma oldugu goriilmektedir.
Vitek ve arkadaslar1 Tunceli (Dersim) ilinde topladiklar bitkiyi incelemiglerdir ve Gundelia
dersim Vitek, Yiice & Ergin olarak tanimlamislardir [73]. Geng¢ ve Firat yaptiklari
aragtirmada Tirkiye'de bulunan 12 Gundelia tiiriinin  kromozom sayilart ve
karyomorfolojisini belirlemeyi amaclamislardir. Arastirmacilar bu c¢alisma sonucunda
Gundelia dersim bitkisinin Feulgen ile boyanmis somatik metafaz kromozomlarina gore
karyotip analizini yapmislardir. Bu arastirma sonunda bitkinin 2n=18 kromozomlu diploid

oldugunu bildirmislerdir [23]. Cadiz-Gurrea ve arkadaslar1 Gundelia dersim bitkisinin farkli
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ekstraktlar1 arasinda, infiizyon yoluyla elde edilen ekstraktin en yiiksek fenolik icerige
(48.01 mg GAE/g kurutulmus ekstrakt) sahip oldugunu bulmuslardir. Arastirmacilar bu
calisma kapsaminda bitkinin biyolojik 6zelliklerini belirlemeyi amaglamislardir ve
antioksidan aktiviteyi belirlemek igin ABTS ve DPPH testlerini; indirgeme potonsiyelini
belirlemek igin ise CUPRAC ve FRAP testlerini kullanmiglardir ve arastirmacilar yaptiklari
calismalarin sonunda G. dersim'in inflizyon Oziitiiniin (sirastyla DPPH, ABTS, CUPRAC ve
FRAP testlerii¢in 91.27, 138.87, 182.28 ve 125.65 mg TE/g kurutulmus 6ziit) yiiksek radikal
temizleme ve azaltma gii¢ kapasitesi oldugunu gostermislerdir. G. dersim ekstrelerinin farkli
ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen enzim inhibitor aktiviteleri de degerlendirilmistir.
Maserasyon yontemi ile elde edilen G. dersim &zlerinin butirilkolinesteraza karsi yiiksek
inhibitor aktivite gosterirken infiizyondan elde edilen G. dersim ekstraktlarinin hem
asetilkolinesteraz hem de butirilkolinesteraza kars1 aktivite géstermedigi bulunmustur [26].
Arastirmaci Cakilcioglu, Tunceli’de dogal yayilis gosteren 4 Gundelia tiiriiniin (G. vitekii,
G. dersim, G. munzuriensis, Gundelia glabra Miller) gelencksel kullanimlarini arastirmistir
ve G. dersim’in beslenme ve tibbi amagli kullanildigini bildirmistir [28]. Ates ve arkadaslari
Tiirkiye’deki Gundelia tiirlerinin filogenetik iliskilerini, evrimsel ayrisma zamanini ve
tarihsel biyocografik dagilimini incelemek amaciyla bir ¢alisma yapmislardir. Bu ¢alisma
sonucunda ilgili tiirlerin {i¢ atasal grup altinda toplanabilecegini bildirmislerdir [24]. Ertas
ve arkadaslar1 17 farkli Gundelia tiiriiniin etanol ve hekzan ekstraktlarinin fitokimyasal
analizini LC/MS/MS ve GC/MS ile, antioksidan potansiyelini ABTS, DPPH ve CUPRAC
testlerini kullanarak arastirmiglardir. Ayrica bu calismada Gundelia tiirlerinin enzim
inhibisyon aktiviteleri de arastirilmistir. Arastirmacilarin elde ettikleri GC/MS sonuglarina
gore G. dersim etanol ekstraktinda klorojenik asit (2037.76 pg/g ekstrakt) ana bilesik olarak
tespit edilmistir. Antioksidan aktivite sonuglari %50 inhibisyon konsantrasyonlari
belirlenerek verilmistir ve G. dersim etanol ekstraktlari i¢in sirasiyla ABTS, DPPH ve
CUPRAC testlerinin sonuglar1 293.81+5.12, 537.88+4.29 ve 100.00+2.09 pg/mL olarak
hesaplanmistir. Bu arastirma sonucunda son olarak G. dersim etanol ekstraktinin 200
ng/mL’de asetilkolineasteraza kars1 inhibisyon aktivitesi gostermedigi ve biitilkolinesteraz,
ireaz ve trozinaz enzimlerine karsi gosterdigi % enzim inhibiisyon degerlerinin sirasiyla

32.78+0.12, 15.75+0.81 ve 31.31+0.80 oldugu bildirilmistir [74].

Dalar ve arkadaslar1 Gundelia rosea bitkisinin tohum kisimlarinin etanol ekstraktinin
fitokimyasal igerigini HPLC ile arastirmiglardir ve ana bilesenin 4-kafeoilkinik asit

(50.1+1.4 mg/g ekstrakt) oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmacilar bu c¢aligmada
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ekstraktlarin antioksidan aktivitesini belirlemek amaciyla FRAP, CUPRAC, ORAC, DPPH
ve ABTS testlerini kullanmuslardir. Bu testler icin sirasiyla 1683.3+71.4 pumol Fe*?/g
ekstrakt, 214.1+3.7 mg Trolox esdegeri / g ekstrakt, 2241.9+42.7 umol Trolox esdegeri / g
ekstrakt, 91.7+3.5 ve 141.2+2.1 mg Trolox / g ekstrakt degerleri bulunmustur [27]. Coruh
ve arkadaslar1 G. tournefortii L. metanol ekstraktlarmin antioksidan aktivitesini DPPH
testini kullanarak arastirmiglardir. Hesaplanan ICso degerleri tohum ve yaprak kisimlari igin
sirasiyla 0.073 ve 0.442 mg/mL olarak bulunmustur [75]. Jamshidzadeh ve arkadaslari
Gundelia  tourenfortii  bitkisinin  kurutulmus  hidroalkolik  ekstraktinin  farkli
konsantrasyonlarinin etkilerini, siganlarda ve izole sigan hepatositlerinde CCls'lin neden
oldugu hepatotoksisiteyi arastirmiglardir. Bu ¢aligmanin sonunda arastirmacilar CCls’lin
sican karacigerinde histopatolojik hasara ve izole sigan hepatositlerinde sitotoksisiteye
neden oldugunu bulmuslardir. Ayrica karaciger enzimleri ALT, AST ve ALP ve bilirubinin
serum seviyesini artirdigini tespit etmislerdir. 200 ve 300 mg/kg konsantrasyonlu Gundelia
tourenfortii hidroalkolik ekstreleri, sigan karacigerini CCls'lin neden oldugu hasarlara kars1
korumus ve serum ALT, AST ve ALP seviyelerini diisiirmiistiir. Izole hepatositlerle yapilan
sitotoksisite ¢aligsmalari ise yiiksek konsantrasyonlarda Gundelia tourenfortii hidroalkolik
Oziitiinlin hiicreler i¢in toksik oldugunu ortaya ¢ikarmistir [76]. Kadan ve arkadaslar1 G.
tournefortii heksan ve metanol ekstraktlarinin toksisitesini L6-GLUT4 myc hiicreleri
tizerinde in vitro olarak MTT ve LDH sizinti deneyini kullanarak test etmislerdir ve
aragtirmacilar heksan ve metanol ekstraktlarinin 250 pg/mL'ye kadar giivenli oldugunu
bulmuslardir [77]. Zhaleh ve arkadaglari Gundelia tournefortii L. yapraklarinin sulu
ekstresinin sitotoksisitesini HUVEC hiicreleri lizerinde MTT ile belirlemislerdir. Yapilan bu
calisma sonucunda 48 saat boyunca MTT ile izlenen hiicrelerin 1000 pg/ml'ye kadar
olaganiistii canlilik gosterdigi bildirilmistir [78].

Jaramillo-Garcia ve arkadaslart Brezilya ve Kolombiya’dan toplanan B. trinervis
(Asteraceae)’in kimyasal bilesenlerini HPLC ile belirlemislerdir. HPLC sonucunda kafeik,
rosmarinik ve ellagik asitler, luteolin ve rutin B. trinervis'te ilk kez bu c¢alismada
tanimlanmistir. Arastirmacilar B. trinervis ekstraktlarinin ve fraksiyonlarinin Cin Hamsteri
Yumurtalik (CHO) hiicrelerindeki sitotoksik ve genotoksik etkilerini MTT ve mikroniikleus
testleriyle arastirmislardir. Brezilya’dan toplanan B. trinervis fraksiyonlarinin (su, etil asetat,
butanol, sulu kalint1) MTT testinde 0.05 mg/mL'den yiiksek konsantrasyonlarda CHO
hiicrelerinin hayatta kalmasinda énemli bir diisiis gosterirken Kolombiya'dan toplanan B.

trinervis negatif kontrole kiyasla 0.05 mg/mL'de hiicre yasamliliginda 6nemli bir diisiise
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neden oldugu bulunmustur. Mikroniikleus testi sonucunda ise her iki tilkeden de toplanan B.
trinervis’in su ve biitanol ekstreleri ile sulu kalint1 fraksiyonlari mikroniikleus insidansini
artirmadig1r ancak etil asetat fraksiyonlarmin mikroniikleus olusumunda 0.5 mg/mL'de
onemli bir artis gosterdigi bildirilmistir [5]. Arastirmaci Attard ve Cuschieri, Asteraceae
familyasindan on bitkinin (Dittrichia viscosa (L.) Greuter, Inula crithmoides L., Calendula
arvensis L., Sonchus oleraceus L., Reichardia picroides (L.) Roth, Aster squamatus
(Sprengel) Hieron., Glebionis coronaria (L.) Tzveros, Leontodon tuberosus L., Galactites
tomentosa Moench ve Carlina involucrata Poir.) petrol eteri, kloroform, etanol, %50 su-
etanol ve sulu ekstrelerinin sitotoksik etkilerini insan periferik T-lenfositleri izerinde in vitro
olarak WST-1 ve LDH testleri ile incelemislerdir. WST-1 testinin sonuglar1 C. arvensis'in
PHA ve petrol eteri 0ziitiiniin, diger oziitlere kiyasla cogalmada bir artis gostermistir. LDH
tahlili sonuglar1 ise en zehirli 6ziitiin 1. crithmoides petrol eteri 6ziitii, en azinin ise Glebionis
coronaria oziitii oldugunu ortaya ¢ikarmistir [21]. Szokalo ve arkadaslari Smallanthus
sonchifolius (Asteraceae) bitkisinin sulu ekstraktlarinin sitotoksik ve genotoksik etkilerini
CHO-K1 ve HepG2 hiicre hatlari iizerinde MTT ve mikrontiklus testleri ile belirlemislerdir.
Yapilan calismada elde edilen sonuglar, her iki hiicre hatt1 i¢in de ekstrakt konsantrasyonlari
arttikca hiicre canliligmin azaldigini ve CHO-K1 hiicrelerinde mikroniikleus sikliginda
istatistiksel olarak anlamli bir artis goriiliirken HepG2 hiicrelerinde secilen dort dozun
sadece tgiinde (266.8, 400.2, 533.6 pg/mL) istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugunu
gostermektedir [79]. Celikezen ve arkaglar1 Asteraceae familyasindan olan Centaurea behen
bitki esansiyel yaginin insan kan kiiltiirii tizerindeki sitotoksik aktivitesini MTT ve LDH
testleri ile belirlemeyi amaglamislar ve yaptiklari ¢alismanin sonucunda her iki testte de bitki
esansiyel yagimin toksik etki gosterdigini bildirmislerdir [15]. Naik ve arkadaslar1 Artemisia
nilagirica ve Murraya koenigii'nin etanol, petrol eteri ve su oOziitleri ekstrelerinin
sitotoksisitesini MTT testi ile; genotoksisitesini ise fare makrofaj RAW264.7 hiicre hatlarini
kullanarak DAPI boyama ve COMET analizi ile incelemislerdir. Bu ¢alismalar sonucunda
aragtirmacilar, A. nilagirica ve M. koenigii'nin etanol ekstrelerinin fare makrofajlarinda
artmis sitotoksisite, DNA hasar1 ve apoptoza sebep oldugunu bildirmislerdir [80]. Sabini ve
arkadaglar1 Asteraceae familyasinin bir tiirii olan A. satureioides'in soguk sulu ekstresinin
sitotoksisite, genotoksisite ve apoptotik yetenegini arastirmiglardir. Sitotoksisiteyi tripan
mavisi testi ve MTT ile degerlendirmis ve bitkinin sitotoksik olmadigini bulmuslardir.
Apoptotik kapasiteyi, Hoechst boyama ve DNA fragmantasyon analizi ile degerlendirmisler
ve insan PBMC'leri fizerinde apoptotik etkilere neden olmadigini gostermislerdir.

Genotoksisiteyi ise kuyruklu yildiz tahlili ve mikroniikleus testi ile degerlendirmisler ve
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bitkinin soguk sulu ekstresinin genotoksik etki gostermedigini bildirmislerdir [81].
Jacoclunas ve arkadaslart CHO hiicreleri tizerinde etilmetan siilfonat tarafindan indiiklenen
DNA hasarina karsi Cynara scolymus L. (enginar) yaprak Oziitiiniin koruyucu etkisini
mikroniikleus testini kullanarak aragtirmislardir. Elde ettikleri bulgulara gore diisiik
konsantrasyonlarda Cynara scolymus L. yaprak 6ziitii hiicreleri hasardan korurken yiiksek
konsantrasyonlarda genotoksisiteyi artirarak mikroniikleus sikligini yiikseltmistir [82].
Sowa ve arkadaslar1 Asteraceae familyasindan {i¢ bitkinin (Tanacetum vulgare L. (tansy),
Achillea millefolium L. (civanpergemi) ve Solidago gigantea) etanolik ekstraktlarinin
antioksidan aktivitesini DPPH ve FRAP testleri ile ve sitotoksik etkisini MTS ile
belirlemislerdir. Arastirilan bu ti¢ bitki igerisinden en yiiksek antioksidan aktiviteyi Solidago
gigantea (DPPH ve FRAP degerleri sirastyla; 272.4745.68 ve 272.25+19.94 umol Trolox
esdegeri/g) nin gosterdigi bulunmustur. MTS testinin bulgularinda Tanacetum vulgare L. ve
Achillea millefolium L. bitkilerinin (125-1000 pg/mL) sitotoksik etki gosterirken Solidago
gigantea oziitlerinin sitotoksik olmadigi ve 125 pg/mL dozu igin hiicre yasamliligini
destekledigi goriilmistiir (p<0.001) [56]. Rosa ve arkadaslar1 yaptiklari calismada MTS testi
ile Achyrocline alata'nin (Asteraceae) etanolik ekstrelerinin insan hepatoseliiler karsinom
hiicre hatlar1 igin sitotoksik oldugunu ancak normal birincil insan hepatositleri igin ise

sitotoksik olmadigini bulmuslardir [3].
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2. YONTEM
2.1 Materyal

2.1.1 Kullamlan Kimyasallar

Saf su

Metil alkol

Etil alkol

DPPH Reaktifi

ABTS Reaktifi
Potasyum peroksidisiilfat
Gallik asit

Asetat tamponu

TPTZ

HCI

Mueller hinton agar
RPMI 1640 Besiyeri
Fetal Bovine Serum
Penisilin / Streptomisin
Phytohemoglutinin
Ficoll-Paque Plus

NaCl

MTS reaktifi
Sitokalasin B

H20:

KCI

Glasiyel asetik asit
Formaldehit

Giemsa boyasi
NaxHPO4

KH2PO4

Agar

Propiyonik asit
Mikostatin- Deva Holding-228/97
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2.1.2 Kullamilan Cihazlar

e (Calkalamal1 inkiibat6r : Gerhardt
e Evaporator : Heidolph
e \orteks : Warning

e HPLC cihaz

e Biyogiivenlik kabini
e Mikroplaka okuyucu
e Manyetik karistiric
e pH metre

e Hassas terazi

e Otoklav

e Safsu cihazi

e CO2’li inkiibator

e Etiiv

e Sogutmali santrifiij

. Agilent Technologies
: Labconco

: Thermo Scientific

: Heidolph

: Hanna Instruments

: Denver Instruments

: Hirayama

: Human Power |

: Nuaire

: Memmert

: Hettich Rotina 380 R

e Sicak su banyosu : ElIma Sonic
e Isik mikroskopu : Olympus

e Buzdolab1 (+4°C) : Regal

e Buzdolabi (-20 °C) . Altus

2.2 Metot

2.2.1 Bitki Materyallerinin Temini

Endemik bir tiir olan Gundelia dersim Vitek, Yiice & Ergin bitkisinin toprak tistii kisimlari,
bitkinin ¢igeklenme donemi sirasinda, Tunceli (Tirkiye) iline bagli olan Aktuluk
mahallesinden, yaklasik olarak 1000 m yiikseklikten, 2020 yilinin haziran ayinda, Dr.

Ogretim Uyesi Mikail Acar tarafindan toplanmistir ve teshis edilmistir.

2.2.2 Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi
2.2.2.1 Su Ekstraktlarinin Hazirlanmasi
Bitkinin havada kurutulmus ve toz haline getirilmis 5 gram yaprak ve ¢icek kismi 50 mL su
igerisinde 6zlimlenmistir ve bir gece c¢alkalayicida tutulmustur. Elde edilen ekstrakt bir filtre
kagidi kullanilarak siiziilmiistiir. Daha sonra vakumlu bir evaporatér yardimiyla ¢oziicii

ucurulmustur ve elde edilen bitki 6zii 10 mL suda ¢ozdiiriilmiistiir [83]. Hazirlanan ekstrakt
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hiicre kiiltiirii kabini igerisinde steril enjektor ve 0.22 um gozenekli steril siringa filtresi
kullanilarak steril bir falkon tiip igerisine siiziilmiistiir ve bu sekilde steril hale getirilen

ekstrakt, -20 °C'de deneylerde kullanilincaya kadar saklanmustir.

2.2.2.2 Metanol Ekstraktinin Hazirlanmasi

Bitkinin havada kurutulmus ve toz haline getirilmis yaprak ve ¢i¢ek (5 gram) kismi, bir
calkalayici inkiibator kullanilarak 50 mL metanol ile 6ziimlenmistir. Bitki 6z, filtre kagidi
kullanilarak siiziilmistiir. Siiziilen ekstrakt, evoparator kullanilarak konsantre edildikten
sonra 10 mL suda ¢ozdiiriilmiistiir. Hazirlanan ekstrakt hiicre kiiltiirii kabini igerisinde steril
enjektor ve 0.22 um goézenekli steril siringa filtresi kullanilarak steril falkon tiip igerisine
sliziilmiigtiir. Ekstrakt daha sonra ve deneylerde kullanilincaya kadar -20 °C'de saklanmigtir
[83].

2.2.2.3 Etanol Ekstraktinin Hazirlanmasi

Yaklasik 5 gram, havada kurutulmus yaprak ve ¢igek kismi 50 mL etanolde 6ziimlenmistir
ve gece boyunca bir calkalayicida tutulmustur. Elde edilen ekstrakt bir filtre kagidi
kullanilarak siizilmiistiir. Daha sonra vakumlu bir evaporatdr yardimiyla ¢ozicii
ucurulmustur ve elde edilen bitki 6zii 10 mL suda ¢ozdiiriilmiistiir [83]. Hazirlanan ekstrakt
hiicre kiiltiirii kabini igerisinde steril enjektor ve 0.22 um gozenekli steril siringa filtresi
kullanilarak steril falkon tiip igerisine siliziilmustiir. Steril olan bu ekstrakt -20 °C'de

deneylerde kullanilincaya kadar saklanmistir.

2.2.3 Fitokimyasal Analiz

2.2.3.1 HPLC

Toz hale getirilmis olan Gundelia dersim bitkisinden 1 gram tartilmigtir ve {izerine 10 mL
%70’1ik etanol eklenmistir. 20 dk ultrasound islemine tabii tutulduktan sonra filtre kagidi ile
stizlilmiistiir. Siiziilme isleminden sonra kalan posa %70’lik etanol ile yikanmistir ve elde
edilen ekstraktlar temiz bir balon joje icerisinde birlestirilmistir. Evaporator kullanilarak
ekstraktin ¢oziiciisii uzaklastirilmistir. Evaporator isleminden sonra balonun dibinde kalan
kat1 kisim 5 mL etanol igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Bu ¢ézeltiden 1 mL alinarak 0.45 pm’lik
filtreden geg¢irilmistir. Daha sonra filtreden gecirilen ekstraktin igerisinden 500 pL alinmistir

ve lizerine 500 uL. mobil faz eklendikten sonra HPLC cihazina yiiklenmistir [84].
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2.2.4 Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi
Bitki ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri DPPH, ABTS ve FRAP testleri kullanilarak

belirlenmistir.

2.2.4.1 DPPH

Bir balon joje icerisinde 0.024 gram DPPH reaktifi 100 mL metanolde ¢6zdiirilmiistiir.
Reaktif, 1s1ktan etkilendigi i¢in balon joje aliminyum folyo ile sarilmistir ve 1 saat karanlikta
bekletilmistir. Hazirlanan DPPH reaktifinin absorbans1 mikroplaka okuyucu ile 517 nm’de
Ol¢iilmiistiir ve absorbans 1.5-2 arasinda olacak sekilde metanol ile seyreltilerek
ayarlanmigtir. Kullanilan DPPH reaktifi deneyin yapilacagi giin taze olarak hazirlanmistir.
Standart egri olusturmak igin gallik asit kullanilmistir. 1 mg gallik asit 10 mL saf suda
cozdiirtilerek hazirlanmistir. Gallik asit ¢ozeltisi kullanilmadigi zamanlarda +4 °C’de
tutulmustur. Bitki 6rnekleri ve gallik asit (1-50 uL) belirlenen miktarlarda 96-well plate
kuyucuklarma yiiklenmistir. Her bir kuyucugun son hacmi 50 pL olacak sekilde saf su ile
tamamlanmustir ve 200 uL DPPH reaktifi eklenerek 1 saat karanlikta bekletilmistir. Kontrol
olarak metanol kullanilmistir. Siire sonunda mikroplaka okuyucu ile 517 nm’de absorbans
Olgtimii alimmustir. Radikal temizleme kapasitesi denklem 2.1 kullanilarak hesaplanmistir
[85]:

Antioksidan Aktivite (%) = [1- (6rnegin absorbansi / kontroliin absorbans1)] x 100  (2.1)

2.2.4.2 ABTS

Esit hacimde 7 mM ABTS tuzu (0.0384 gram ABTS + 10 mL metanol) ve 2.4 mM potasyum
peroksidisiilfat (0.6488 gram potasyum peroksidisiilfat + 10 mL metanol) hazirlanmistir ve
karistirilip bir gece boyunca +4°C’de saklanmigtir. Daha sonra reaktifin absorbansi 734
nm’de dl¢iilmiis 1.5-2 arasinda olacak sekilde metanol ile seyreltilerek ayarlanmigtir. Bitki
ornekleri ve gallik asit 96-well plate’in kuyucuklarma belirlenen miktarda (1-50 ulL)
konulmustur. Kuyucuklarin son hacmi 50 uL olacak sekilde saf su ile tamamlanmistir. Her
kuyucuga 200 uL ABTS reaktifi eklenerek 30 dk karanlikta bekletilmistir. Kontrol olarak
metanol kullanilmistir. Siire sonunda 734 nm’de mikroplaka okuyucu ile absorbans

ol¢tilmiistiir ve radikal temizleme kapasitesi denklem 2.2 kullanilarak hesaplanmistir [85]:

Antioksidan Aktivite (%) = [1- (6rnegin absorbansi / kontroliin absorbansi)] x 100  (2.2)
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2.24.3 FRAP

10 mM 25 mL asetat tamponu 300 mM (pH=3.6) ve 2.5 mL 2,4,6-tripiridil-triozin (TPTZ)
¢ozeltisi 40 mM HCI ve 20 mM FeClz6H20 igerisinde karistirilarak son hacmi 2.5 mL olacak
sekilde taze olarak hazirlanmistir. Bu karisik ¢6zelti 37°C’de 30 dk boyunca inkiibe
edilmistir ve FRAP ¢6zeltisi olarak adlandirilmistir. Bitki ekstraktlar1 ve 1 mM trolox 96-
well plate’e belirlenen miktarlarda (5-50 pL) konulmustur ve son hacim 300 pL olacak
sekilde FRAP ¢ozeltisi ile tamamlanmustir. 30 dk karanlikta bekletilen 6rneklerin absorbansi
mikroplaka okuyucu ile 593 nm’de 6l¢iilmiistiir. Trolox absorbanslar1 kullanilarak standart
egri olusturulmustur ve bitki ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi, olusturulan bu egrinin

denklemi kullanilarak hesaplanmistir [41].

2.2.5 Antibakteriyel Aktivite

38 gram mueller hinton agar tartilip 1 litre saf suda manyetik karistiricida kaynayincaya
kadar ¢Ozdiiriilmistir. Hazirlanan besiyeri 121 derecede 15 dakika otoklavlanmistir.
Otoklavdan sonra steril petrilere 15 mL besiyeri dokiilmiistiir ve besiyeri donunca petriler
parafilmlenerek +4’te kullanilincaya kadar saklanmigtir. Deneyde gram (-) Aeromonas spp.
(ATCC-51107), Escherichia coli (ATCC-8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC-9027),
Enterobacter aerogenes (ATCC-13048) ve gram (+) Staphylacoccus aureus (ATCC-6538)
bakteri suslar1 kullanilmistir. 2x10° oraninda seyreltilen bakterilerden 200 pL almarak
besiyerlerine ekim yapilmistir ve ekim yapilan besi yerlerinin iizerlerine bitki ekstrakti
emdirilen diskler yerlestirilerek, 1 gece 37 °C’de inkiibe edilmistir. Bir gecelik
inkiibasyondan sonra bitki ekstraklarinin ¢evresindeki zon ¢ap1 dlgiilerek bakterilerin, bitki

ekstraktlarina karsi direngleri belirlenmistir [86].

2.2.6 Hiicre Kiiltiitii islemleri

2.2.6.1 Malzemelerin Sterilizasyonu

Tim deneyler icin kullanilan pipet uglar ve tiipler 121 °C’de 20 dk otoklavda steril
edilmistir. Hiicre kiiltiirii laboratuvari ve biyogiivenlik kabini kullanilmadig1 zamanlarda UV
lamba ile sterilize edilmistir. Calismaya baslamadan en az yarim saat dnce biyogiivenlik
kabini ¢aligtirilmistir ve caligma ortaminin steril olmasi saglanmistir. Caligmaya baslamadan
once ve calisma bittikten sonra kabin yiizeyi c¢amasir suyu ve %70’lik etanol ile

temizlenmistir.
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2.2.6.2 Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

500 mL’lik RPMI 1640 besiyerinin igerisine kiiltiir ortamin1 zenginlestirmek ve hiicrelerin
¢ogalma oranini artirmak igin igerisinde hormonlar, enzimler, hiicre biiylimesini ve
cogalmasini saglayan biiylime faktorleri, hiicrelerin ylizeylere tutunmasini saglayan hiicreler
arast matris proteinleri bulunan bir protein ¢dzeltisi olan fetal bovine serum (FBS)’dan 50
mL  eklenmistir.  Bakteriyel  kontaminasyonu Onlemek amaciyla 2.5 mL
Penisilin/Streptomisin ¢ozeltisi (Pen/Strep) besiyerine eklenmistir. Lenfosit hiicrelerinin
boliinmesini tesvik etmek amaciyla ise 5 mL phytohemaglutinin ¢ozeltisi (1 mg/mL)
besiyerine eklenerek sise kopiirmeyecek sekilde hafifce ¢alkalanmistir. Hazirlanan besiyeri
kullanilincaya kadar ve kullanilmadigi zamanlarda +4 °C’de saklanmugtir. Besiyerinin rengi

turuncu olmalidir. Rengin koyu pembe olmasi besiyerinin bozuldugu anlamina gelmektedir.

2.2.6.3 Kandan Lenfosit Hiicrelerinin izolasyonu

Saglikli ve goniilli kisilerden alinan tam kan EDTA’l tiiplere eklenmistir. Ficoll-Paque
PLUS sisesi kullanmadan 6nce birkag kez alt st edilerek ¢alkalanmustir. 7 mL Ficoll-Paque
tizerine 3 mL EDTA’l kan birbirlerine karismayacak sekilde falkon tiipiin kenarindan
yavag¢a eklenmistir. 1500 RPM’de 30 dk oda sicakliginda santrifiij islemi
gergeklestirilmistir ve santrifiij sonucunda olusan katmanlardan iistten 2. katmanda toplanan
lenfositler pipetle temiz bir tiipe aktarilmistir. Temiz tiipe alinan lenfositleri yikamak i¢in
tizerlerine 10 mL serum fizyolojik soliisyonu eklenmistir ve tekrar 1500 RPM’de 10 dk oda
sicakliginda santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Santrifiijden sonra supernatant kismi
atilmistir ve pellet hazirlanan RPMI 1640 besiyerinde ¢ozdiiriilmistiir [87]. Hazirlanan
besiyeriyle 5 mL’lik kiiltiir ortamlar1 olusturularak her kiiltiir ortamina 100 pL yeni izole

edilen insan lenfosit hiicreleri eklenmistir ve inkiibasyona birakilmigtir.

2.2.7 Sitotoksisitenin Belirlenmesi

2.2.7.1 MTS Testi

Her hiicre kiiltiirli ortamina belirlenen konsantrasyonlarda (0.1, 0.25, 0.5, 1, 10, 25, 50, 100
mg/L) bitki ekstraktlar1 eklenmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan lenfosit ¢ozeltisine
bitki ekstrakti eklenmemistir. Tiipler 37 °C’de 24 ve 48 saatlik inkiibasyona birakilmistir.
24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinin sonunda bitki 6rnekleriyle etkilesen lenfosit hiicreleri
ve negatif kontroller 10 dk 1500 RPM’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda supernatant
kismi atilmistir. Dipte toplanan lenfositler ise 300 pL besiyerinde ¢ozdiiriilerek 3’er takrarl

halde 96-well plate’e her kuyucuga 100 pL olacak sekilde paylastirilmistir. Daha sonra her
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kuyucugun tizerine 20 uL MTS reaktifi eklenerek 4 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.

Siire sonunda 490 nm’de mikroplaka okuyucu ile absorbans 6lgiimii alinmistir [88].

2.2.8 Genotoksisitenin Belirlenmesi

2.2.8.1 Mikroniikleus Testi

5’er mL’lik RPMI besiyerine, heparinli tiipe alinan kandan 600 pL eklenerek kan kiiltiirleri
olusturulmustur. Kiiltiirler 72 saatlik inkiibasyon i¢in etiive konulmustur. Inkiibasyonun 44.
saatinde tiim kiiltlir ortamlarina sitokinezi durdurmak amaciyla 150 uL Sitokalasin-B
eklenmistir. Cyt-B’nin 0.001 grami 100 pL %70’lik etanolde ¢ozdiiriildiikten sonra saf su
ile 5 mL’ye tamamlanarak hazirlanmigtir. Cyt-B kullanilmadigi zamanlarda -20 °C’de
saklanmistir. 48. saatte ise kiiltlir ortamlarina bitki ekstraktlar: (50 mg/L) ile bitki ekstrakti
(50 mg/mL) ve H202 (6.5 ng/mL) eklenmistir. Negatif kontrole hi¢bir 6rnek eklenmezken
pozitif kontrole 28 pL H20, eklenmistir. Kiiltiirler 72. saatin sonunda 800 RPM’de 8 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra supernatant atilmistir ve pellet, 7-8 mL 0.075
M KCl eklenerek oda sicakliginda 4 dk inkiibe edilmistir. 1.379 gram KCI 250 mL steril saf
suda ¢ozdiiriilerek hazirlanmigtir. Kullanilmadigi zamanlarda ¢ozelti +4 °C’de saklanmuistur.
4 dakikalik inkiibasyon siiresinin sonunda Ornekler tekrar 800 RPM’de 8 dk santrifiij
edilmistir ve bu santrifiij sonunda lenfositler tiipin dibine ¢okmiistiir. Lenfositler taze
hazirlanan 3:1 metanol; glasiyel asetik asit (metanol -20°C’de, asetik asit oda sicakliginda;
fiksatif deney giinii taze olarak hazirlanmistir) ile 15 dk boyunca 15-20 saniyede bir 1’er mL
sallaya sallaya eklenerek fikse edilmistir ve son hacim fiksatif ile 7 mL’ye tamamlanmistir.
Daha sonra her tiipe 1-2 damla formaldehit eklenerek tiipler 15 dk 800 RPM’de santrifiij
edilmistir. Bu fiksasyon iglemi iki kere daha tekrarlanmistir. 2 ve 3. santrifiijler 10 dk
yapilmustir. Son santrifiijden sonra tliplerde 0.5 mL pellet birakilarak soguk etanolde
saklanan lamlara yukaridan damlatma yontemi ile damlatilmistir ve lamlar kurumaya
birakilmistir. Kurutulan preperatlar taze olarak hazirlanan %35’lik Giemsa soliisyonu ile sale
igerisinde 15 dk boyanmistir. Giemsa boyasi, 5 mL giemsa ve 95 mL sorrenson tamponu (56
mL NaxHPO4 ve 44 mL KH2PO4 karistirilarak pH=6.8 olarak ayarlanmistir) karistirilip
hazirlanmistir ve siiziildiikten sonra kullanilmistir. Boyama isleminden sonra saf su ile
durulanan preperatlar kurutulup 1sik mikroskopu ile 400X objektifinde hiicre saymmi
yapilmistir. Incelenen biniikleer hiicrelerin i¢erisinden mikroniikleuslu olanlar saptanarak %o
mikroniikleus oranit hesaplanmistir. Mononiikleuslu, biniikleuslu, triniikleuslu ve
tetraniikleuslu hiicreler sayilarak denklem 2.3’te verilen formiil ile niikleer boliinme indeksi

(NDI) hesaplamada kullanilmistir [83, 89, 90]:
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NDI= [(1XN13)+(2x N2°)+ (3XN3®)+(4xN4h)] / (N1+ No+ N3+ Na) (2.3)

*mononiikleuslu hiicre sayisi, °biniikleuslu hiicre sayisi, Striniikleuslu hiicre sayisi,
dtetraniikleuslu hiicre sayisi

Preperatlar inceleninceye kadar kuru ve serin bir yerde saklanmugtir.

2.2.9 Hemoliz Testi

Toz haline getirilen bitkiden 0.01 gram tartilarak ependorfa konulmustur. 200 uL EDTA’I1
tam kan 10 mL %0.9 NaCl’de seyreltilmistir. Ependorftaki bitki 6rneginin {izerine
hazirlanan seyreltik kan ¢ozeltisinden 1 mL eklenmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilmak
tizere 200 pL kan saf suda seyreltildikten sonra igerisinden 1 mL alinarak bir ependorfa
konulmustur. %0.9 NaCl ile seyreltilen kandan negatif kontrol olarak kullanilmak tizere 1
mL alinarak bir ependorfa konulmustur. Bitki 6rnegi ve kontroller 2 saat boyunca 37 °C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda bitki 6rnekleri ependorflardan ¢ikarilmigtir
ve ependorflar 1000 g’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santifiij sonunda supernatant kismindan
200 pL 96-well plate’e 3’er tekrarli halde konulmustur. 545 nm’de mikroplaka okuyucu ile
absorbans Ol¢iilmiistiir. Daha sonra absorbans degerleri kullanilarak %Hemoliz oran

denklem 2.4 kullanilarak hesaplanmustir [91]:

%Hemoliz = [(AbS Test — Abs ni ) / Abs pic ] X 100 (2.4)

2.3 Invivo Toksisitenin Belirlenmesi

2.3.1 Drosophila melanogaster'in Biiyiime Kosullar:

Bir beher igerisindeki 500 mL sicak saf suya 43 gram seker eklenmistir. Seker ¢oziindiikten
sonta 9 gram agar yavas yavas eklenerek manyetik karigtiricida iyice ¢oziinmesi
saglanmistir. Daha sonra 90 gram irmik eklenerek karistirilmaya devam edilmistir. Trmik
sisince beher manyetik karistiricidan alinip oda sicakliginda 2-3 dk bekletilmistir. Hafif
soguyan besiyerine 25 gram maya eklenerek iyice karistirilmigtir. Fungal kontaminasyonu
Oonlemek amaciyla antifungal bir ila¢ olan mikostatinden 200 uL eklenmistir. Son olarak 5
mL propiyonik asit eklenmistir ve besiyerinden steril cam kiiltiir siserinin her birine 25 gram
eklenmistir. D. melanogaster sinekleri 22°C’de besiyeri bulunan siseler igerisinde
biyttillmiistir [92, 93].
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2.3.2 In vivo Toksisite Testi

In vivo toksisite degerlendirmesi, bitki ekstraktlarina maruz birakilan D. melanogaster'in
gelisim siireci gézlemlenerek gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada D. melanogaster Oregon R
yabanil tip sinek suslar1 kullanilmigtir. 25 yetiskin erkek ve disi sinegin aym sisede 48 + 4
saat inkiibasyonundan sonra 1. donem larvalar1 toplanmistir ve bitki ekstrakti (50 mg/L),
H20:2 (6.5 pg/mL) ve normal besiyeri bulunan (Negatif kontrol) kiiltiir siselerine esit sayida
larva aktarilmistir. Olusturulan kiiltiirler larvalar ergin oluncaya kadar 22 °C’de inkiibe
edilmistir. Pupa ve yetiskin sinekler sayilarak puparasyon yiizdesi, hayatta kalma yiizdesi ve

eklosyon yiizdesi denklem 2.5, 2.6 ve 2.7 kullanilarak hesaplanmistir [94-98]:

% Puparasyon = (Pupa sayis1/ Larva sayis1) x 100 (2.5)
% Hayatta kalma = (Yetigkin sinek sayis1 / Larva sayisi) x 100 (2.6)
% Eklosyon = (Yetiskin sinek sayis1 / Pupa sayis1) x 100 (2.7)
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3. BULGULAR

3.1 Fitokimyasal Analiz Sonuglar:
3.1.1 HPLC Sonuglar
Gundelia dersim bitkisinin etanol ekstraktinin fenolik bilesik igerigi HPLC ile analiz

edilmistir. Elde edilen bulgular Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1: Gundelia dersim bitkisinde HPLC analizinde gézlemlenen fenolik bilesikler.

Fenolik Bilesikler Miktar (mg/100 g)
Kafeik asit 73.13+1.05
Vanilik asit 7.10 +£0.59
Rutin hidrat 6.79 £ 0.09
Kuersetin 2.31+0.06
p-kumarik asit 2.23+0.85
Gallik asit 0.52+0.30
Ferulik asit 0.41+0.01

3.2 Antioksidan Aktivite Sonuclar:

Gundelia dersim bitkisinin farkli ekstraktlarinin artan konsantrasyona bagli olarak %
antioksidan aktivitesi ve I1Cso degerleri DPPH ve ABTS testleri kullanilarak belirlenmistir.
Bu testlere ek olarak FRAP testi ile ekstraktlarin antioksidan aktivitesi trolox esdegerlikleri

hesaplanarak belirlenmistir.

3.2.1 DPPH Sonuglari
Gundelia dersim bitkisinin farkli ekstraktlariyla yapilan DPPH testi sonucunda hesaplanan
ICso degerleri Tablo 3.2’de ve % antioksidan aktivitenin artan konsantrasyona bagli degisimi
Sekil 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.2: Gundelia dersim ekstraktlarinin DPPH sonuglari.

Ornekler I1Cs0 (ng/nL)
Su ekstrakti 1.73+0.25
Metanol ekstrakti 0.83 £ 0.005
Etanol ekstrakti 0.32 +£0.002
Gallik asit 0.005 + 0.00
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Sekil 3.1: Gundelia dersim ekstraktlarinin % DPPH radikal giderme aktivitesinin dozlara
gore degisimi.

3.2.2 ABTS Sonuglar
Gundelia dersim bitkisinin farkli ekstraktlariyla yapilan ABTS testi sonucunda hesaplanan
ICso degerleri Tablo 3.3’te ve artan konsantrasyona bagl olarak degisen % antioksidan

degerleri Sekil 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.3: Gundelia dersim ekstraktlarinin ABTS sonuglart.

Ornekler I1Cs0 (ng/nL)
Su ekstrakti 1.18+0.13
Metanol ekstrakti 0.59+0.01
Etanol ekstrakti 1.35+0.05
Gallik asit 0.001 +0.00
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Sekil 3.2: Gundelia dersim ekstraktlarinin % ABTS" giderme aktivitesinin dozlara gore
degisimi.

3.2.3 FRAP Sonuclan
Gundelia dersim bitkisinin farkli ekstraktlariyla yapilan FRAP testi sonucunda elde edilen
sonuglar Tablo 3.4’te verilmistir. Hesaplamalarda kullanilan standart egri grafigi ve bu

grafikten elde edilen denklem ise Sekil 3.3’te gosterilmistir.

Tablo 3.4: Gundelia dersim ekstraktlarinin FRAP sonuglari.

Ornekler FRAP (ug/g Trolox)
Su ekstrakt1 23.29 £3.32
Metanol ekstrakti 66.53 +=5.68
Etanol ekstrakti 29.51 =201
Trolox 1.25 £0.01
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Sekil 3.3: Absorbanslara bagli olarak ¢izilen trolox standart egrisi ve denklemi.

3.3 Antibakteriyel Aktivite Sonuclar:

Gundelia dersim bitkisinin etanol ekstraktinin gram (+) Staphylacoccus aureus ve gram (-)
Aeromonas spp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes
bakteri suslarma karsi antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu Tablo 3.5 ve Sekil 3.4’te

gosterilmistir.

Tablo 3.5: G. dersim ekstraktlarinin antibakteriyel aktivite sonuglart.

Bakteri Suslari Inhibisyon Zonlar1
(mm)
Enterobacter aerogenes 15.7
Pseudomonas aeruginosa 13.1
Aeromonas sp. 10.9
Escherichia coli 10.8
Staphylacoccus aureus 10.4
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15.7 mm

a4 I
Aeromonas spp. E. coli P. aeruginosa S. aureus E. aerogenes

Sekil 3.4: G. dersim ekstraktinin farkli bakteri suslari izerinde gosterdigi antibakteriyel
aktivite.

3.4 Sitotoksisite Sonuclari

Gundelia dersim bitkisinin hazirlanan su, metanol ve etanol ekstraktlariin farkli
konsantrasyonlari ile inkiibe edilen insan lenfosit hiicrelerinin 24 ve 48 saat inkiibasyon
stirelerinin sonunda yapilan MTS testinin sonuglari 490 nm’de absorbans 6l¢timii alinarak

belirlenmistir.

3.4.1 MTS Testi
Gundelia dersim bitkisinin su, metanol, etanol ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin
insan lenfosit hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri MTS testi kullanilarak belirlenmistir.

24 ve 48 saat MTS sonuglar1 Sekil 3.5, Sekil 3.6 ve Sekil 3.7’de verilmistir.
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Sekil 3.5: Gundelia dersim su ekstraktlarinin 24 ve 48 saatlik MTS sonuglar1 (*, negatif
kontrole kiyasla anlamlilig1 gésterir (p<0.05)).
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Sekil 3.6: Gundelia dersim metanol ekstraktlarinin 24 ve 48 saatlik MTS sonuglari (*,
negatif kontrole kiyasla anlamliligi gosterir (p<0.05)).
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Sekil 3.7: Gundelia dersim etanol ekstraktlarinin 24 ve 48 saatlik MTS sonuglar1 (*,
negatif kontrole kiyasla anlamlilig1 gosterir (p<0.05)).

3.5 Genotoksisite Sonugclari
Gundelia dersim bitkisinin su, metanol ve etanol ekstraktlarinin 50 mg/L dozunun in vitro
insan periferik lenfosit hiicreleri iizerindeki genotoksik ve antigenotoksik etkisi

mikroniikleus testi kullanilarak belirlenmistir.
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3.5.1 Mikroniikleus Testi
Gundelia dersim bitkisinin su, metanol ve etanol ekstraktlarinin (50 mg/L) gostermis oldugu
genotoksik ve antigenotoksik etkiler Tablo 3.6’da ve mikroskopta goriintiilenen hiicreler

Sekil 3.8°de gosterilmistir.

e & @
\® ‘e .o
v
<@ (b) © (d)

Sekil 3.8: Mikroniikleus testi sonucunda gdzlenen hiicre 6rnekleri; (a) mononiikleat hiicre,
(b) biniikleat hiicre, (¢) triniikleat hiicre ve (d) tetraniikleat hiicre.

Tablo 3.6: Mikroniikleus sonuglari.

Ekstraktlar %o Mikroniikleus NDI

Su ekstrakti 4.71+0.09° 1.23+0.01
Su ekstrakti + H20» 17.49+0.79%P 1.35+0.01
Metanol ekstrakti 3.53+0.39° 1.29+0.04
Metanol ekstrakti + H2O» 21.06+1.16% 1.17+0.02
Etanol ekstrakti 3.41+0.24° 1.28+0.08
Etanol ekstrakti1 + H,O> 15.71+0.822P 1.23+0.02
Negatif Kontrol 3.94+0.80P 1.29+0.04
H202 (6.5 pg/mL) 26.49+0.10% 1.36+0.03

& Negatif kontrole kiyasla istatistiksel anlamliligi (p< 0.05) gosterir.
b H,0,’ye kiyasla istatistiksel anlamlilig1 (p<0.05) gosterir.

3.6 Hemouyumluluk Testi Sonuglar:
Gundelia dersim bitkisi kullanilarak yapilan hemoliz testi sonucunda % hemoliz degeri

Tablo 3.7’de verilmistir.

Tablo 3.7: Gundelia dersim bitkisinin %Hemoliz orani.

Ornek %Hemoliz

Gundelia dersim 15.82
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3.7 Invivo Toksisite Sonuglari
G. dersim bitkisinin su, metanol ve etanol ekstraktlarmin (50 mg/L) Drosophila
melanogaster tizerindeki toksisitesi puparasyon, hayatta kalma ve eklosyon yiizdeleri

hesaplanarak belirlenmistir. Sonuglar Sekil 3.9, 3.10 ve 3.11’°de verilmistir.
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Sekil 3.9: G. dersim’in su, metanol ve etanol ekstraktlari ile muamele edilmis Drosphila
melanogaster sineklerinin %puparasyon sonuglari (*, negatif kontrole gore istatistiksel
anlamlilig1 gosterir (p<0.05)).
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Sekil 3.10: G. dersim’in su, metanol ve etanol ekstraktlari ile muamele edilmis Drosphila
melanogaster sineklerinin hayatta kalma yiizdeleri (*, negatif kontrole gore istatistiksel
anlamlilig1 gosterir (p<0.05)).
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Sekil 9.11: G. dersim’in su, metanol ve etanol ekstraktlari ile muamele edilmis Drosphila
melanogaster sineklerinin % eklosyon sonuglari (*, negatif kontrole gore istatistiksel

anlamlilig1 gosterir (p<0.05)).
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4. SONUC ve TARTISMA

4.1 Fitokimyasal Analiz Sonuglari

Fenolik bilesikler oksidatif hasara karsi koruyucu etki gosterdiklerinden dolay: gidalarin
fenolik igeriklerinin belirlenmesi gerekmektedir [74]. Halk arasinda cesitli amaglarla
tilketilen Gundelia dersim bitkisinin [28] fenolik igerigi bu ¢alismada HPLC analizi ile
arastirtlmistir. Yapilan HPLC analizi sonucunda Gundelia dersim etanol ekstraktinda 7
fenolik bilesik tespit edilmistir (Tablo 3.1). En yiiksek miktarda kafeik asit (73.13+1.05
mg/100 g) oldugu bulunmustur. Bunu sirasiyla vanilik asit (7.10+0.59 mg/100 g), rutin
hidrat (6.79+0.09 mg/100 g), kuersetin (2.31+0.06 mg/100 g), p-kumarik asit (2.23+0.85
mg/100 g), gallik asit (0.52+0.30 mg/100 g) ve ferulik asit (0.41+0.01 mg/100 g) takip
etmektedir. Bu calismada elde edilen veriler literatiirdeki Onceki bulgularla uyum
saglamaktadir [26, 27]. Gundelia dersim bitkisinin farkli yontemlerle (Homojenizator
destekli ekstraksiyon, maserasyon, soxhlet, ultrasonikasyon destekli ekstraksiyon ve
inflizyon) hazirlanan ekstraktlariyla yapilan bir ¢alismada, hidroksibenzoik asitler ve
tiirevleri, hidroksisinamik asitler ve tiirevleri, flavonoidler ve diger bilesikler olarak
kategorize edilen toplam 68 farkli bilesik tespit edilmistir ve infiizyon yontemi ile hazirlanan
ekstraktin en yiiksek fenolik igerige (48.01 mg GAE/g kuru ekstrakt) sahip oldugu
bildirilmistir [26]. Dalar ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada Gundelia rosea bitkisinin tohum
ekstraktlarinin HPLC analizi sonucunda ana bileseninin bir kafeik asit tiirevi olan 4-
kafeoilkinik asit oldugunu tespit etmislerdir [27, 99]. Haghi ve arkadaslar1 ise yaptiklari
calismada Gundelia tournefortii bitkisinde dort farkli kafeik asit tiirevi tespit etmislerdir
[100]. Farkli bir ¢aligmada yapilan analiz sonucunda G. dersim bitkisinde en fazla bulunan
fenolik bilesiklerin klorojenik asit, kuinik asit ve siranosit oldugu bildirilmistir [74].
Literatiirde diger Asteraceae bitkilerinin fitokimyasal analizleri ile ilgili calismalar da
bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin birinde Berto ve arkadaslar1 Erigeron floribundus bitkisinin
kok ve toprak iistii kisimlarinin infiizyon ekstraktlarinin fitokimyasal igerigini HPLC ile
belirlemiglerdir. Bu g¢alisma sonucunda, bitkinin ana bileseninin kafeoil esterleri oldugu
bulunmustur. Bunun yani sira bitkide kuersetin tiirevleri, kuinik asit, salisidik asit ve diger
birka¢ metabolit de tespit edilmistir [101]. Michalska ve arkadaslar1 Lactuca plumieri L.
(Asteraceae) bitkisinin fenolik bilesik igerigini HPLC ile belirlemislerdir. Bu ¢alisma
sonucunda aragtirmacilar, bitkinin kok ve toprak {istlii kisminin hidroalkalik ekstraktlarinda
tespit edilen ana bilesigin kafeik asit tiirevleri oldugunu bildirmislerdir. Ayrica kumarin ve

kuersetin tiirevlerinin de tespit edilen bilesikler arasinda oldugu bu ¢alisma ile gosterilmistir

35



[102]. Venditti ve arkadaslari endemik bir tiir olan Schizogyne sericea (Asteraceae)
bitkisinin HPLC ile fenolik igerigini belirlemislerdir. Bu ¢alismada HPLC sonucunda bitkide
5 fenolik asit tespit edilmistir. Tespit edilen fenolik asitlerin 3,5-dikafeoilkuinik asit, 1,3-
dikafeoilkuinik asit, 3-kafeoilkuinik asit, 4-kafeoilkuinik asit ve kafeik asit oldugu
bildirilmistir [103].

Gundelia dersim bitkisinde tespit edilen kafeik asit, ¢esitli bitki iiriinlerinde bulunan 6nemli
bir fenolik bilesiktir. Antibakteriyel, antiinflamatuar, antikanser, antidiyabetik ve
antioksidan etkilere sahip oldugundan dolay1 insan hayati i¢in olduk¢a 6nemlidir [104-106].
Vanilik asit, aroma maddesi olarak kullanilan bir dihidroksibenzoik asit tiirevidir.
Antioksidan, antimutajenik, antikanser, antiinflamatuar ve nérokoruyucu aktivitelere sahip
oldugu bilinmektedir [107]. Erdem ve arkadaslari yaptiklar bir ¢alismada, vanilik asitin,
mitomisin C ile indiiklenen genomik hasara karsi saglikli insan lenfositlerini diigiik
konsantrasyonlarda (1 pg/mL) korudugunu ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda (2
ug/mL) genotoksik bir hasar olusturdugunu belirlemislerdir [108]. G. dersim’de bulunan
diger bir fenolik bilesik olan rutin hidrat, gii¢clii antioksidan, antienflamatuar ve antiapoptotik
ozelliklerin yan1 sira doku birikimlerini ve oksidatif hasar1 azaltmak amaciyla metalleri
selatlayabilir [109]. Zihinsel ve fiziksel performansi iyilestirebilen ve enfeksiyon riskini
azaltabilen kuersetin antikanserojen, antiinflamatuar, antiviral ve antioksidan aktivitelerin
yan1 sira lipid peroksidasyonunu, trombosit agregasyonunu ve kilcal gecirgenligi inhibe
edebilen, hastalik direnci ve saglik agisindan potansiyel birgok yarar saglayan fenolik bir
bilesiktir [110]. Kumarik asitlerin en bol bulunan formu olan p-kumarik asit, antioksidan ve
antimikrobiyal ozellikler gostererek yaralarin iyilesme siirecine katkida bulunur. Ayrica p-
kumarik asidin kanser hiicrelerinin ¢gogalmasini engelledigi ve antikanser 6zellik gosterdigi
literatiirde bildirilmistir [111]. G. dersim’de tespit edilen gallik asit olduk¢a dnemli benzoik
asitlerdendir. Bu fenolik bilesik 6zellikle antioksidan aktiviteye sahip oldugu i¢in biiyiik bir
Oonem tasimaktadir. Ayrica antikanser, antiiilserojenik, antiinflamatuar, antimikrobiyal ve
antifungal aktivite gostermektedir [112]. Ferulik asit ise antiinflamatuar, antihipoglisemik,

antioksidan ve antihipertansif etkilere sahip bir fenolik bilesiktir [113].

4.2 Antioksidan Aktivite Sonuclari
Insan diyetinin oksidatif strese karsi korunmada &nemli bir rolii bulunmaktadir ¢iinkii birgok
Oonemli antioksidan insan viicudu tarafindan sentezlenemez ve bu nedenle antioksidan

molekiillerin beslenme yoluyla alinmasi gerekir [114]. Bu dogrultuda bu ¢alismada insanlar
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tarafindan gelencksel olarak tiiketilen Gundelia dersim bitkisinin su, metanol ve etanol
ekstraktlarinin radikal siipiirme kapasitesi DPPH ve ABTS yontemleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Her iki radikal i¢in ayr1 ayr1 konsantrasyona bagl egri olusturulmus ve
bu egri denklemi kullanilarak ICso degerleri hesaplanmistir. Antioksidan aktivite ICsg
degerleri ile de karsilastirmali olarak verilmistir. ICso degeri, baslangictaki DPPH veya
ABTS ¢ozeltisinin %50’sinin bitki ekstraktlari tarafindan siipiiriilmesi i¢in gerekli olan bitki
ekstraktinin konsantrasyonunu ifade etmektedir. 1Cso degerinin diisiik olmas1 antioksidan
aktivitenin yiiksek oldugunu gostermektedir [85]. Bu ¢alismada pozitif kontrol olarak gallik
asit kullamilmistir. DPPH testinden elde edilen verilerde artan bitki ekstrakti
konsantrasyonuna bagli olarak % antioksidan aktivitenin arttig1 goriilmektedir (Sekil 3.1).
En yiiksek DPPH inhibisyonu 0.8 pg/uL konsantrasyonunda etanol ekstraktinda %88.44
olarak bulunmustur. DPPH radikali i¢in ICso degerleri su, metanol ve etanol ekstraktlari i¢in
sirastyla 1.73+0.25, 0.83+0.005 ve 0.32+0.002 pg/uL olarak hesaplanmistir. Kontrol olarak
kullanilan gallik asitin ICsp degeri ise 0.005+0.00 pg/uL’dir (Tablo 3.2). Elde edilen bu
sonuclara gore DPPH radikal giderme aktivitesi testi icin en yiiksek aktivite gosteren
ekstraktin etanol oldugu bulunmustur. Bitki ekstraktlarinin radikal siipiirme aktivitesi ABTS
testi kullanilarak da arastirilmistir. Bu testten elde edilen verilere gore en yiiksek antioksidan
aktiviteyi metanol ekstrakti gostermis ve bunu sirasiyla su ve etanol ekstraktlari takip
etmisgtir. ABTS radikali igin hesaplanan ICsp degerleri su, metanol ve etanol i¢in sirasiyla
1.18+0.13, 0.59+0.01 ve 1.3540.05 pg/uL olarak hesaplanmustir. Gallik asitin 1Cso degeri ise
0.001+0.00 pg/uL bulunmustur (Tablo 3.3). DPPH testinde oldugu gibi ABTS testinde de
% antioksidan aktivite tiim ekstraktlarda konsantrasyona bagli olarak artis gostermistir

(Sekil 3.2).

Demir (III)’in indirgenme kapasitesi yoluyla da antioksidan aktivite tayini (FRAP)
yapilmistir. Sonuglar olusturulan trolox egri denklemi (Sekil 3.3) kullanilarak, trolox
esdegerligi (ug/g) olarak ifade edilmigir. Elde edilen degerler 23.29-66.53 ng/g trolox
arasindadir. En yiiksek demir indirgeme kabiliyeti metanol ekstraktinda (66.53+5.68 pg/g
trolox) bulunurken bunu sirasiyla etanol (29.51£2.01 pg/g trolox) ve su (23.29+£3.32 pug/g
trolox) ekstrakti takip etmektedir (Tablo 3.4). Bu ¢alismada 6zetle, DPPH ve ABTS testleri
ile belirlenen en diisilk ICso degerleri sirasiyla etanol ve metanol ekstraktlar igin
hesaplanmistir. En yiiksek FRAP aktivitesini ise metanol ekstrakti gostermistir. Elde edilen
verilere gore G. dersim metanol ve etanol ekstraktlarinin su ekstraktina gore daha yliksek

antioksidan aktivite gosterdigi sOylenebilir. Benzer sekilde Dalar ve arkadaslar1 Gundelia
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rosea bitkisinin antioksidan aktivitesini belirlemek igin yaptiklari bir ¢alismada etanol bazli
ekstraktlarin su bazli ekstraktlardan daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugunu
bildirmislerdir [27]. Gundelia dersim bitkisinin farkli yontemler kullanilarak
(Homojenizator destekli ekstraksiyon, maserasyon, soxhlet, ultrasonikasyon destekli
ekstraksiyon ve infiizyon) hazirlanan ekstraktlariyla yapilan bir ¢alismada, inflizyon yontemi
kullanilarak hazirlanan ekstraktin en yiiksek radikal temizleme ve indirgeme kapasitesine
(DPPH, ABTS, CUPRAC ve FRAP testleri igin sirasiyla; 91.27, 138.87, 182.28 ve 128.65
mg trolox esdegerligi/g ekstrakt) sahip oldugu bildirilmistir [26]. Ertas ve arkadaslarinin
yaptig1 diger benzer bir ¢alismada G. dersim etanol ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi
ABTS, DPPH ve CUPRAC testleriyle arastirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda ICso degerleri
sirastyla 293.81+£5.12, 537.8844.29 ve 100.0042.09 pg/mL olarak bulunmustur [74].
Literatiirde bulunan bu c¢alismalar, buldugumuz sonuglarla ortiismektedir. Coruh ve
arkadaglar1 yaptiklar1 bir ¢alismada Gundelia tournefortii L. metanol ekstraktlarinin
antioksidan aktivitesini DPPH testini kullanarak arastirmiglardir. Bitkinin toprak iistii
kisimlar1 ve tohum ekstraktlarinin DPPH radikali siipiirme ICso degerleri sirasiyla 0.442 ve
0.73 mg/mL olarak bulunmustur. Aragtirmacilar bu bitkinin % antioksidan aktivitesini de
konsantrasyona bagli olarak gostermistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar G. dersim
metanol ekstraktiyla paralellik gostermektedir [75]. Sekeroglu ve arkadaslari yaptiklar
caligmada G. tournefortii tohum ekstraktinin (%80 etanol) antioksidan aktivitesini DPPH
testi ile arastirmislardir. Bu ¢alismanin sonuglari ile G. dersim etanol ekstraktlarinin
sonuglar1 karsilastirildiginda G. dersim etanol ekstraktinin, daha yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir [115]. Benzer baska bir ¢alismada G. tournefortii
yaprak su ekstraktinin antioksidan aktivitesi DPPH testi ile arastirilmistir. Bu ¢alismada
pozitif kontrol olarak BHT (biitillenmis hidroksil toluen) kullanilmistir. Ayrica bitki
ekstraktinin nanopartikiillerle bir kombinasyonunun da antioksidan aktivitesi incelenmis ve
karsilastirmali olarak verilmistir. DPPH testi ile hesaplanan 1Cso degerleri sirasiyla 330, 330
ve 194 ng/mL olarak bulunmustur. Ayrica artan konsantrasyona bagli olarak G. tournefortii
ekstraktlarinin DPPH radikal siipiirme aktivitesinde de artig goriilmiistiir [78]. Ceylan ve
arkadaglar1 yaptiklart ¢aligmada G. tournefortii L. yaprak metanol ekstraktlarinin
antioksidan aktivitesini FRAP, CUPRAC ve DPPH testlerini kullanarak arastirmislardir.
Sirasiyla 1.03+0.01 pmol Fe/g, 2.83+0.46 mmol trolox esdegeri/g ve 4.02 mg/mL degerleri
bulunmustur [116]. Bu ¢alismada elde edilen veriler, G. dersim metanol ekstraktinin DPPH
ve FRAP sonuclartyla karsilagtiriliginda G. dersim’in daha yiiksek antioksidan aktiviteye

sahip oldugu goriilmektedir. Bir diger ¢alismada G. tournefortii bitkisinin kok ve sap
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kisimlarinin su ve etanol ekstraktrlarinin antioksidan aktivitesi DPPH testi ile arastirilmistir.
Bu calismada hesaplanan ICsp degerleri kok kisminin ekstraktlari igin sirasiyla 1.60+0.06 ve
1.43+0.06 mg/mL ve sap kismi ig¢in sirasiyla 1.63+0.06 ve 1.55+0.05 mg/mL olarak
hesaplanmistir [117]. Bu ¢alismanin sonuglari ile G. dersim sonuglari karsilastirildiginda G.

dersim etanol ekstraktlarinin daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi goriilmektedir.

Yapilan caligmalarda bitkilerdeki antioksidan aktivitenin fenolik maddelerden
kaynaklandig1 bildirilmektedir [85]. Gundelia dersim bitkisinin gosterdigi antioksidan
aktivite, igeriginde bulunan fenolik bilesiklere (Tablo 3.1) atfedilebilir.

4.3 Antibakteriyel Aktivite Sonuclar:

Mikroorganizmalar, ¢esitli hastaliklara sebep olmakla birlikte gida, ilag ve kozmetik
tiriinlerin bozulmasina da neden olmaktadirlar. Ayrica mevcut antibiyotiklere kars1 gelisen
bakteri direnci son yillarda son derece artmistir. Bu durum yeni antibakteriyel ajanlara
ihtiyag oldugunu gostermektedir. Ayrica, sentetik antibakteriyel ajanlarin toksisitesi ve
kanserojenligi ile ilgili endiseler, dogal kaynaklara yonelimi artirmigtir [118]. G. dersim
bitkisinde tespit edilen fenolik bilesiklerin antibakteriyel aktivite gosterdikleri bilinmektedir
[106, 111, 112]. Bu c¢alismada G. dersim bitki ekstraktinin 5 farkli bakteri susuna
(Staphylacoccus aureus, Aeromonas spp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter aerogenes) karsi gosterdigi antibakteriyel aktivite disk difiizyon yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Antibakteriyel aktivite, diskin ¢apt da dahil olmak iizere
inhibisyon bolgesi milimetre cinsinden 6lgiilerek degerlendirilmistir. G. dersim ekstrakti
tiim bakteri suslarina karsi inhibisyon zonu olusturmustur. En biiyiik zonlar E. aerogenes ve
P. aeruginosa suslarina karsi sirastyla 15.7 ve 13.1 mm olarak 6l¢iilmiistiir. Aeromonas spp.,
E. coli ve S. aureus suslarina karsi olusan zonlar birbirine yakin ve sirasiyla 10.9, 10.8 ve
10.4 mm olarak bulunmustur (Tablo 3.5 ve Sekil 3.4). G. dersim’in géstermis oldugu
antibakteriyel aktivite iceriginde bulunan kafeik asit, p-kumarik asit ve gallik asit
bilesiklerinden kaynaklaniyor olabilir (Tablo 3.1) [106, 111, 112]. Bu, Gundelia dersim
bitkisi i¢in yapilan ilk antibakteriyel aktivite ¢alismasidir. Diger Gundelia tiirleri ile
karsilastirildiginda bu sonuglar sasirtict degildir. Yapilan iki farkli ¢alismada Gundelia
tournefortii L. ekstraktinin 6 farkli bakteri susuna karsi giiglii antibakteriyel aktivite
gosterdigi bulunmustur [78, 119]. Bu ¢alismalarin birinde arastirmaci Zhaleh ve arkadaslar
G. tournefortii bitkisinin yaprak kismi su ekstraktlarmin, S. typhimurium, E. coli, P.

aeruginosa, S. aureus, S. pneumoniae ve B. subtilis bakteri suslarina karsi gosterdigi
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antibakteriyel aktivitesini disk diflizyon yontemiyle aragtirmislardir. Bu ¢alisma ile bitki
ekstraktinin kullanilan bakteri suslarina karsi yliksek antibakteriyel aktivite gosterdigi
bulunmustur. Bu testin sonuglarina gore bitki ekstraktinin (64 mg/mL) olusturdugu
inhibisyon zon caplar1 sirasiyla 26.4+1.34, 26.4+0.54, 29.4+1.34, 28.2+0.44, 30.4+1.34 ve
30.6£1.14 mm olarak Ol¢lilmiistiir [78]. Diger calismada ise Han ve arkadaslari G.
tournefortii yaprak su ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesini (S. typhimurium, E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus, S. pneumoniae ve B. subtilis bakteri suslarina karsi) disk difiizyon
metodu ile belirlemislerdir. Inhibisyon zonlar1 sirasiyla 25.8+1.09, 25.4+1.34, 27.2+1.3,
26.2+0.83, 28+1 ve 28.2+0.44 mm olarak 6l¢iilmiistiir. Bu ¢alisma da G. tournefortii yaprak
su ekstraktlarinin yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigini desteklemektedir [119].
Palabiyik ve arkadaslar1 G. tournefortii sakiz 6ziiniin su, metanol ve aseton ekstraktlarinin
antibakteriyel aktivitesini disk diflizyon metodu ile belirlemislerdir. Bu ¢alismada
arastirmacilar E.coli, L. monocytogenes, S. Enteritis, S. aureus, V. parahaemolyticus bakteri
suslarin1  kullanmiglardir.  Arastirmacilar, sulu ekstrelerin antibakteriyel bir etki
gostermedigini ancak %80 metanol ve %80 aseton ekstraktlarinin bu ¢aligmada kullanilan
tim bakteri suslarina karsi antibakteriyel oldugunu bildirmistir [120]. Awen ve arkadaslari
Asteraceae familyasindan olan Erigeron mucronatus bitkisinin esansiyel yaginin S. aureus,
E.coli ve P.aeruginosa bakteri suslarina kars1 antibakteriyel etkisini dik diflizyon metodu ile

arastirmiglardir. Inhibisyon zonlarini sirasiyla 18, 27 ve 21 mm olarak dl¢miislerdir [121].

4.4 Sitotoksisite Sonuclari

Bitki ekstraktlar1 bir¢cok alanda kullanildig i¢in sitotoksisitelerinin arastirilmasi, giivenli bir
sekilde kullanilabilecekleri sitotoksik etki gostermeyen konsantrasyon araliklarinin
belirlenmesi agisindan son derece 6nemlidir [56]. Bu amagla G. dersim bitkisinin su, metanol
ve etanol ekstraktlarinin konsantrasyona ve siireye bagli olarak saglikli insan lenfosit
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi MTS testi ile belirlenmistir. Elde edilen bulgulara gore
24 ve 48 saatlik inkiibiisyon siirelerinin sonunda G. dersim su ekstraktlar1 0.25-100 mg/L
konsantrasyonlar1 arasinda sitotoksik bir etki gdstermemistir. Sadece en diisiik
konsantrasyon (0.1 mg/L) igin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda negatif kontrole kiyasla
anlamli bir absorbans disiikligii goriilmiistir (p<0.05) (Sekil 3.5). G. dersim metanol
ekstraktlari ile 24 saatlik inkiibasyon sonrasi alinan absorbans 6lgiimlerinde tiim dozlar (0.1-
100 mg/L) negatif kontrole yakin bulunmustur. Ancak 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda
yapilan MTS testi bulgularinda sadece maksimum dozun (100 mg/L) istatistiksel olarak

anlamli sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur (p<0.05) (Sekil 3.6). G. dersim etanol
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ekstraktlar1 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda 0.1 ve 100 mg/L konsantrasyonlar1 ve 48
saatlik inkiibasyondan sonra 100 mg/L konsantrasyon i¢in absorbans degerleri negatif
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir diisiis géstermistir (p<0.05) (Sekil 3.7). Ancak
24 ve 48 saatlik inkiibasyonlarda diger konsantrasyonlarda negatif kontrole kiyasla hiicre
canliliginda 6nemli bir disiis goriilmemistir (Sekil 3.7). Bu g¢alisma ile G. dersim’in
sitotoksik aktivitesi ilk kez arastirilmigtir. Ancak literatiirde diger Gundelia tiirlerine ait
farkli hiicre hatlar1 ve sitotoksisite testlerinin kullanildigi sitotoksisite ¢alismalari
bulunmaktadir. Bu c¢alismalarin birinde arastirmacilar Gundelia tournefortii bitkisinin
yaprak kisimlarindan elde ettikleri su ekstraktinin HUVEC hiicre hatti iizerindeki sitotoksik
etkisini MTT testini kullanarak belirlemislerdir. Bu ¢alismanin sonucunda 48 saat boyunca
bitki ekstrakti ile muamele edilen hiicrelerde 6nemli bir sitotoksik etki gézlenmemistir [78].
Kadan ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada G. tournefortii hekzan ve metanol ekstraktlarinin
(0-1 mg/mL) L6-GLUT4-myc hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik etkisini MTT ve LDH
testlerini kullanarak belirlemislerdir. Arastirmacilar elde ettikleri bulgulara gore bitki
ekstraktlarinin 250 pg/mL dozuna kadar sitotoksik bir etki gostermedigini bildirmislerdir
[77]. Jamshidzadeh ve arkadaslar1 ise G. tournefortii L. hidroalkalik ekstraktlarinin sican
hepatositlerinde CCls’lin indiikledigi sitotoksisite tizerindeki etkisini tripan mavisi testi ile
arastirmiglardir. Bu calisma sonucunda 0.2-0.8 mg/mL konsantrasyonlar1 arasinda bitki
ekstraktinin hiicreleri korudugu ancak 1.0 mg/mL konsantrasyonundan sonra koruyucu etki
gostermedigi bildirilmistir [76]. Literatiirde diger Asteraceae tiirlerine ait sitotoksisite
calismalar1 da bulunmaktadir. Bu calismalardan birinde arastirmacilar Chresta martii
bitkisinin siklohekzan, etilasetat ve etanol ekstraktlarinin insan kanser hiicre hatlar1 (HL-60,
NCI-H292 ve MCF-7) iizerindeki sitotoksik etkisini MTT testi ile arastirmislardir. MTT
sonuglar1 etilasetat ve etanol ekstraktlarmin tiim hiicre hatlarim1 inhibe ettigini ancak
siklohekzan ekstraktinin sadece HL-60 ve MCF-7 hiicre hatlarinda bir inhibisyona sebep
oldugunu gostermistir [122].

Bu calismada G. dersim ekstraklarinin saglikli insan lenfositleri {izerindeki sitotoksik etkisi
konsantrasyona, inkiibasyon siiresine ve ¢oziicii tipine bagl olarak degisim gostermistir.
Bunun yani sira hi¢bir G. dersim ekstrakt1 0.25-50 mg/L konsantrasyonlar1 arasinda 6nemli
bir sitotoksisite gostermemistir. Bulunan sonuglar literatiirdeki benzer ¢aligmalarla uyum

saglamaktadir.
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4.5 Genotoksisite Sonuclari

Bitkilerin geleneksel olarak yillardir kullanilmasi onlarin glivenli olduklar1 diisiincesinin
olusmasina neden olmustur ve geleneksel olarak kullanilan bitkilerin gogunun kapsamli bir
toksikolojik arastirmasi yapilmamistir. Bitkilerin yararli biyolojik aktivitelerinin yani sira
eger genotoksik bir bileseni varsa, DNA’ya miidahale ederek genetik bir hasara sebep
olabilirler. Bu anlamda bitkilerin giivenilirliginin degerlendirilmesi onemlidir [9]. Bu
calismada halk arasinda geleneksel olarak kullanilan G. dersim bitkisinin su, metanol ve
etanol ekstraktlarinin (50 mg/L) saglikli insan lenfosit hiicrelerindeki genoktoksik etkisi ve
H20. (6.5 pg/mL) kaynakli olusan genetik hasara karsi gosterdigi antigenotoksik etkisi
mikroniikleus testi ile arastirilmistir. Sonuglara bakildiginda H20.’ye maruz birakilan
hiicrelerde mikroniikleus orani %026.49+0.10 iken negatif kontrolde bu oran %03.94+0.80°dir
ve H;02’ye maruz kalan hiicrelerde goriilen bu artis negatif kontrole kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. G. dersim’in su, metanol ve etanol ekstraktlariyla muamele
edilen lenfosit hiicrelerinde mikroniikleus olusumunda negatif kontrole kiyasla 6nemli bir
degisiklik meydana gelmemistir (p<0.05) (Tablo 3.6). G. dersim ekstraktlar1 ve H2O2’ye
birlikte maruz birakilan lenfosit hiicrelerinde mikroniikleus olusumu (su, metanol ve etanol
ekstraktlari i¢in sirasiyla mikroniikleus olusu; %017.49+0.79, 21.06+1.16 ve 15.71+0.82),
sadece H>O2’ye maruz birakilan hiicrelere kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir diisiis
gdstermistir (p<0.05) (Tablo 3.6). Ozetle G. dersim ekstraktlari, lenfosit hiicreleri iizerinde
herhangi bir genotoksik etki gostermezken H202’nin sebep oldugu genotoksik hasari da
azaltmistir. Literatiirde G. dersim’in genotoksisitesi ile ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Ancak diger Asteracea tiirleri ile ilgili yapilan genotoksisite ¢alismalari vardir. Ornegin Zan
ve arkadaglar1 Cynara scolymus L. (Asteracea) (Enginar)’nin yaprak su ekstraktlarmnin fare
kan ve kemik iligi hiicreleri lizerindeki genotoksik ve mutajenik etkilerini COMET ve
mikroniikleus testleri ile arastirmiglardir. Bu ¢alismanin sonucunda arastirmacilar, lenfosit
hiicrelerinde bu ekstraktin mikroniikleuslu hiicreleri artirmadigini ancak fare kemik 1ligi
hiicrelerinde kontrol grubuna goére en yiiksek doz olan 2000 mg/kg konsantrasyonunun
COMET’i 6nemli derecede artirdigin1 bulmuslardir [123]. Giiez ve arkadaslar1 Xanthium
spinosum (Asteracea) bitkisinin sulu ekstresinin 0.02, 0.1, 0.2 g/L dozlarinin insan 16kosit
ve balik eritrosit hiicreleri tizerindeki genotoksik etkisini COMET ve mikroniikleus testleri
ile arastirmiglardir. Elde ettikleri verilere gore test edilen bu {i¢ konsantrasyonda hiicrelerde
onemli bir degisiklik meydana gelmediginden dolay1 X. spinosum sulu ekstresinin (0.02, 0.1,
0.2 g/L) genotoksik olmadigini bildirmislerdir [124]. Baska bir ¢aligmada Erigeron

mucronatus bitkisinin esansiyel yagimin insan periferal 16kosit hiicreleri iizerindeki
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genotoksik etkisi konsantrasyona ve zamana bagli olarak kromozom aberasyon testi
kullanilarak arastirilmistir. Bu arastirma sonucunda diisiik konsantrasyonda ve kisa siireli
maruziyette 6nemli bir genotoksisite olusmazken yiiksek konsantrasyonlarda ve uzun siireli
maruziyette genotoksik hasar olustugu goézlemlenmistir [121]. Santos ve arkadaslari
Vernonanthura polyanthes yaprak su ekstraktlarinin genotoksik etkisini SMART testi ile
aragtirmiglardir. Bu c¢alisma sonucunda arastirmacilar bitki ekstraktinin Drosophila
melanogaster somatik hiicreleri tizerinde toksik bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir
[125]. Eroglu ve arkadaslari Helichrysum (Asteraceac)’nin alt1 tiirtiniin (H. pallasi, H.
chionophilum, H. plicatum subsp. polyphyllum, H. plicatum subsp. pseudoplicatum, H.
peshmenianum, H. goulandriorum) metanol ekstraktlarinin insan lenfosit hiicreleri
tizerindeki genotoksik etkilerini mikrontikleus testini kullanarak aragtirmiglardir. Bu ¢alisma
sonucunda bu bitkilerin asir1 tiiketilmesinin olumsuz sonuglara sebep olabilecegini

bildirmislerdir [126].

Bu caligmadan elde edilen sonuclar literatiirde bulunan diger Asteraceae tiirlerinin

genotoksisite sonuglartyla uyumludur.

4.6 Hemouyumluluk Sonuclari

Hemolitik aktivite, hiicresel diizeyde molekiiller ve biyolojik maddeler arasindaki etkilesim
hakkinda bilgi verir. Cesitli mekanizmalarin hemolize sebep oldugu bilinmektedir.
Hemolitik aktivite, hiicre membraninda por olusumunun bir sonucu olabilir ve dolayisiyla
membran gegirgenliginin degismesine sebep olabilir ya da sodyum-potasyum ve kalsiyum
magnezyum ATPaz aktivitelerinin degismesinden kaynaklanabilir. Herhangi bir maddenin
hemolitik aktivitesi, saglikli hiicrelere yonelik genel sitotoksisitenin bir gostergesi olarak
kabul edilir. Bu yiizden ¢esitli biyoaktivitelere sahip bir ilacin, farmakolojik uygulamalarda
kullanilip kullanilamayacagini belirlemek amaciyla hemolitik test yapilmasi 6nemlidir [127,
128]. Literatiirde bir maddenin sebep oldugu hemoliz orani, %5’ten kii¢iik ise bu maddenin
olduk¢a hemouyumlu, %10’a kadar hemouyumlu ve %20’den fazla ise hemouyumlu
olmayan olarak siniflandirilmasi gerektigi belirtilmistir [129]. Bu ¢alismada G. dersim
bitkisinin hemouyumlulugu hemoliz testi kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglar G. dersim bitkisinin (%15.82), %20’den daha diisiik hemolize sebep oldugunu ve
dolayisiyla hemouyumlu oldugunu gostermektedir (Tablo 3.7). Literatiirde Gundelia
tirlerine ait herhangi bir hemouyumluluk calismasina rastlanmamaktadir. Ancak bazi

Asteraceae tiirleriyle ilgili hemouyumluluk ¢aligsmalar1 bulunmaktadir. Andra ve arkadaslari
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Galinsoga parviflora Cav (Asteraceae) ve Cissus quadrangularis (Vitaceae) ozleriyle
polivinil alkolii (PVA) birlestirerek yara pansuman uygulamalarinda kullanilmak amaciyla
bir mat olusturmuslar ve hemolitik aktivitesini % hemoliz oranin1 hesaplayarak
belirlemislerdir. Arastirmacilar, elde ettigi verilerde G. parviflora bitkisiyle birlestirilen
PVA iiriiniiniin olduk¢a hemouyumlu oldugunu bildirmislerdir [130]. Izumi ve arkadaslar
Tanacetum parthenium (Asteraceae) bitkisinin hemouyumlulugunu hemoliz testi ile
arastirmiglardir ve bu ¢alisma sonucunda bitkinin hemolize sebep olmadigini bildirmislerdir
[131]. Benzer bir ¢alismada arastirmacilar, Bidens tripartita (Asteraceae) bitkisinin sulu ve
alkolik ekstraktlarinin biyouyumlulugunu fareler tizerinde in vivo olarak aragtirmislardir. Bu
calisma sonucunda elde edilen veriler bitki ekstraktlarinin biyouyumlu oldugunu
gostermistir [132]. Baska bir ¢alismada Panchariya ve arkadaslar1 Balanites aegyptiaca (L.)
bitkisinden elde edilen biyosiirfaktanlarin biyouyumlulugunu hemoliz testi ile
arastirmiglardir ve % hemoliz degeri 5’ten kii¢iik oldugu i¢in yiiksek oranda hemouyumlu

oldugunu bildirmislerdir [133].

4.7 In vivo Toksisite Sonuglari

Drosophila melanogaster sinekleri kullanilarak yapilan bu c¢alismada G. dersim
ekstraktlarinin puparasyon yiizdesi, hayatta kalma oran1 (%) ve eklosyon yiizdesi larva, pupa
ve kapali ergin sinekler sayilarak hesaplanmis ve sonuglar Sekil 3.9, 3.10 ve 3.11'de
verilmistir. Elde edilen sonuglara gére H.O», puparasyon, hayatta kalma ve eklosyon
oranlarinda (%) 6nemli bir diisiise sebep olmustur. G. dersim’in su ve etanol ekstraktlari
negatif kontrole gore puparasyon ve hayatta kalma oranlarinda (%) anlaml bir degisiklige
sebep olmamisken metanol ekstraktlar1 larva asamasma zarar vermistir. Ancak higbir
ekstrakt eklosyon yiizdesini degistirmemistir. Bu sonuglar g6z 6niine alindiginda G. dersim
ekstraktlarinin Drosophila nin eklosyon siirecini etkilemedigi sdylenebilir. Bu ¢aligmada
kullanilan farkli ekstraktlar besiyerinin kokusunu ya da tadini etkilemis olabilirler. Bu
nedenle larvalarin beslenme siireci, metanol ekstraktlari ile olumsuz etkilenirken su ve etanol
ekstraktlarinda olumsuz bir etki goriilmemistir. Diger bocek tiirleri gibi meyve sinegi
Drosophila’nin da toksik madddeleri tespit etmede koku ve tat alma duyularini hassas bir
sekilde kullanabildigi bilinmektedir [134]. Diger yandan pupadan yetiskin bir holometabolik
bocegin ortaya c¢ikmasi olarak bilinen eklosyon davranisi, basladiktan sonra kesintiye
ugramaz ve motivasyonel durumlar ile bireyler arasindaki etkilesimlere bagli degilken
beyindeki merkezi saat ile protorasik bezdeki periferik saatin etkilesimine baglidir [135].

Toksik bir madde, eklosyon siirecinde goérev yapan hormonlart olumsuz etkileyerek
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eklosyon siirecinde degisiklik olmasina sebep olabilir [96]. G. dersim ekstraktlarinin in vivo
toksisite degerlendirmesi sonucunda hicbir ekstraktin eklosyon siirecini etkilemedigi ve
dolayisiyla Drosophila tizerinde toksik bir etkisinin olmadigi goériilmiistiir. Farkli bitki
ekstraktlartyla yapilan toksisite ¢alismalari literatiirde bulunmaktadir. Ornegin Senecio
brasiliensis (Asteraceae)’in hidroalkolik ekstraktlarinin, 1 mg/mL'nin altindaki
konsantrasyonlarda hayatta kalma ve eklosyon oranlarimi etkilemedigi ancak bu
konsantrasyonun {izerinde toksik oldugu bildirilmistir [96]. Alkhamis ve arkadaslar
yaptiklar1 ¢alismada Hibiscus sabdariffa'nin (10-50 mg/mL) su ekstraktlarinin, negatif
kontrole kiyasla D. melanogaster'da mortalite ve eklosyon oranlarinda 6nemli degisikliklere
neden olmadigmi bildirmislerdir [136]. Benzer bir diger calismada ise arastirmacilar
Boerhavia diffusa (Nyctaginaceae) su ekstrelerinin, Drosophila'da toluen kaynakli olusan

gelisimsel ve lireme toksisitesini 6nledigini bulmuslardir [137].
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5. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada Tiirkiye’nin Tunceli ilinde endemik olan ve halk arasinda ¢esitli amaclarla
tilketilen Gundelia dersim bitkisinin fitokimyasal icerigi ve giivenilirligi aragtirtlmistir. G.
dersim’in fitokimyasal igerigi HPLC analizi ile belirlenmistir ve igeriginde en yiiksek
miktarda bulunan bilesigin kafeik asit (73.13+1.05 mg/100 g) oldugu tespit edilmistir.
Antioksidan aktivite DPPH, ABTS ve FRAP testleri ile arastirilmistir. Metanol ve etanol
ekstraktlarmmin su ekstraktindan daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistiir. Yapilan disk diflizyon testinde G. dersim’in bu ¢alismada kullanilan bes farkli
bakteri susuna karsi antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir. Hicbir G. dersim
ekstrakti 0.25-50 mg/L konsantrasyonlari arasinda sitotoksik bir etki gdstermemistir ve
normal hiicre biiylimesini desteklemistir. G. dersim ekstraktlariyla (50 mg/L) muamele
edilen saglikli insan lenfosit hiicrelerinde 6nemli bir mikroniikleus olusumu gézlenmemistir
ve ayrica H2O2 (6.5 pg/mL) kaynakli olusan mikroniikleuslari, ekstraktlarin azalttig
goriilmistiir. Bunlara ek olarak G. dersim bitkisi yapilan hemoliz testi sonucunda
hemouyumlu bulunmustur. Ayrica, G. dersim'in su, metanol ve etanol ekstraktlari,
Drosophila melanogaster'in in vivo eklosyon siirecini etkilememistir. Bu calisma ile
calisilan konsantrasyonlarda G. dersim’in su, metanol ve etanol ekstraktlarinin toksik
olmadigi ilk kez bildirilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda G. dersim’de bulunan
ikincil metabolitler ileri biyokimyasal teknikler kullanilarak daha detayli aragtirilabilirler ve
farkli model organizmalar tizerinde yapilacak c¢alismalarla daha detayli bir toksikolojik

degerlendirme literatiire sunulabilir.
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