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OZET

ARONIA MELANOCARPA (MICHX.) ELLIOT TURU UZERINE
FARMAKOGNOZIK INCELEMELER

Uzm. Ecz. Eda SONMEZ GURER
Farmakognozi Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Kasim 2022
Danisman: Prof. Dr. Ayhan ALTINTAS

Bu tez calismasi1 kapsaminda Kirklareli bolgesinde kiiltiir olarak yetistirilmekte
olan Aronia melanocarpa (Michx.) Elliot bitkisinden toplanan meyvelerden metanol,
%70 etanol, etanol, etil asetat, hekzan ve su ekstreleri hazirlanmistir. Elde edilen
ekstrelerin verim hesaplar1 yapilmis, yiksek performansli sivi kromatografisi ile
kimyasal icerikleri aydinlatilmig, toplam fenolik, toplam flavonoit ve toplam
antosiyanin  madde miktarlar1 spektrofotometrik olarak Olglilmiis ve sonuclar
degerlendirilmistir. Ekstrelerin antioksidan aktivitelerini belirlemek icin DPPH®,
ABTS", Metal selatlama, CUPRAC ve Lipid peroksidasyon yontemleri kullanilmis ve
sonuglar degerlendirilmistir. Antimikrobiyal aktiviteleri icin MIK degerleri bakteri ve
maya mikroorganizmalarinda belirlenmistir. Antikanser aktivite tayini icin meme
kanseri (MCF-7) ve serviks kanseri (HelLa) hiicre hatlar1 tizerinde, saglikli hiicrelerde
sitotoksik etki tayininde ise insan endotelyal (HUVEC) ve fare fibroblast (L929) hiicre
hatlar1 iizerinde MTT yontemi kullanilmis ve ekstreler etkinlik acisindan
karsilagtirilmistir. Ekstrelerin DNA hasarin1 Onleyici etkileri pBR322 plazmit DNA’s1

Uzerinde incelenmis ve sonuglar kiyaslamali olarak degerlendirilmistir.

Anahtar  Sozcukler: Aronia melanocarpa; Antioksidan;  Antikanser;
Sitotoksisite;



ABSTRACT

PHARMACOGNOSIC STUDIES ON ARONIA MELANOCARPA (MICHX.)
ELLIOT SPECIES

Exp. Pharmacist. Eda SONMEZ GURER
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Institute of Health Sciences, November 2022
Supervisor: Prof. Dr. Ayhan ALTINTAS

Within the scope of this thesis, methanol, 70% ethanol, ethanol, ethyl acetate,
hexane and water extracts were prepared from the fruits collected from the Aronia
melanocarpa (Michx.) Elliot plant, which is cultivated in the Kirklareli region. Yield
calculations of the extracted extracts were made, chemical contents were clarified with
high performance liquid chromatography, total phenolic, total flavonoid and total
anthocyanin substance amounts were measured spectrophotometrically and the results
were evaluated. DPPH®, ABTS"", Metal chelation, CUPRAC and Lipid peroxidation
methods were used to determine the antioxidant activities of the extracts and the results
were evaluated. The MIC values for their antimicrobial activities were determined as
bacteria and yeast microorganisms. For the determination of anticancer activity on
breast cancer (MCF-7) and cervical cancer (HeLa) cell lines, for the determination of
cytotoxic effects on healthy cells, human endothelial (HUVEC) and mouse fibroblast
(L929) cell lines The MTT method was used and the extracts were compared in terms
of effectiveness. The DNA damage inhibitory effects of the extracts were examined on

pBR322 plasmid DNA and the results were evaluated comparatively.

Keywords: Aronia melanocarpa; Antioxidant; Anticancer; Cytotoxicity;
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim agsamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
higbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykirt bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya cikacak

tiim ahlaki ve hukuki sonuclar1 kabul ettigimi bildiririm.

Eda SONMEZ GURER

Imza
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RT . Alikonma zamani

MDA : Malondialdehit

DAD : Photodiode array dedector

TBA : Tiyobarbiturik asit

TTC : 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride
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1. GIRIS VE AMAC

Anavatan1 Kuzey Amerika ve Kanada’nin gilineyi olan aronya (chokeberry),
Rosaceae familyasina ait, yaprak doken, ¢ali formunda, {iziimsii meyveler grubuna ait,
uzun yillar canli kalan bir bitkidir. Aronia melanocarpa (Michx) Elliot (Black
chokeberrey), Aronia prunifolia (Marsh) (Purple chokeberry) ve Aronia arbutifolia (L.)
Elliot (Red chokeberry) isminde ii¢ ayri tiirii bulunmaktadir (Kulling ve Rawel, 2008;
Snebergrova vd., 2014). Hemen her iklim sartina ve topraga kolayca uyum saglayan bir
cins olan aronya, fenolik bilesiklerce zengin igerigi, yiiksek antioksidan kapasitesine
sahip olmasi, insan sagligina ve beslenmesine faydalari sebebi ile ‘siiper meyve’ ismi
ile anilmaktadir (Kulling ve Rawel, 2008; Snebergrova vd., 2014).

Uziimsii meyve olarak bilinen aronya saglik potansiyeli olmasi sebebi ile dikkat
cekmis, 1900’11 yillarin baslarinda Rusya’ya getirilerek yetistirilmeye baslanmis ve
1940’1 yillardan itibaren tretimi hiz kazanmigtir. 1950’11 yillardan sonra ise Dogu
Avrupa iilkelerinde yetistirilmeye ve ticaretine baslanmistir (Snebergrova vd., 2014).

Aronya meyveleri icerigindeki zengin fitokimyasal bilesiklerden dolay1 onemli
derecede antioksidan aktivite gostermekte olup, kalp hastaliklari, kanseri onleme ve
kronik hastaliklardan korunmada ve tedavi surecinde etkin rol almaktadir (Oszmianski
ve Lachowicz, 2016; Chrubasik vd., 2010; Graves, 2013; Tolic vd., 2015). Gida ve
saglik sektoriinde aktif sekilde kullanilmasina ilaveten farmakolojik aktivitelerinden
dolay1 fonksiyonel gida olarak adlandirilmakta, saglik alanindaki bu popiilaritesinden
dolay1 da diinya tizerindeki kullanim1 ve kiiltiirii glin gectikce yayginlasmaktadir. Gida
sanayiinde surup, meyve suyu, cay, sos, regel gibi farkli sekillerde ve yogun renginden
dolay1 besinlerin renklendirilmesi amaciyla kullanildigi bilinmektedir (Graves, 2013;
Tolic vd., 2015). Fenolik bilesikler; kimyasal yapilarindaki hidroksil gruplar1 ve
aromatik halkalar ile bilinmektedirler. Fenolikler yapilarina goére; fenolik asitler,
stilbenler, flavonoitler (flavonoller veya katesinler, flavonoller, flavonlar, flavononlar,
izoflavonoitler, antosiyaninler), tanen ve lignanlar olmak Uzere 5 ana gruptan
olusmaktadirlar (Paredes-Lopez vd., 2010).

Bitkisel kaynakli 6nemli antioksidan bilesikler olarak karsimiza c¢ikan bu
sekonder metabolit gruplari, bitkilerin tibbi amacgli olarak kullanilmalarini saglayan,
insanlarin saglikli yasam silirmeleri ve mevcut saglik halinin devamliligmma katki
saglayan esas fonksiyonel bilesik gruplaridir (Ath Sekeroglu ve Sekeroglu, 2009).

Reaktif oksijen metabolitleri ya da serbest oksijen radikalleri tim aerobik organizmalar



tarafindan mitokondrilerin ¢aligmasi sonucunda ortaya ¢ikar ve niikleik asitler (DNA ve
RNA), karbonhidratlar, lipitler, proteinler gibi makromolekillere zarar verirler.
Ozellikle yaslanmayla birlikte oksidatif hasarin birikiminin; DNA hasar1 kaynakli saglik
risklerinin, apoptosisin ve bazi ileri yas hastaliklarinin ortaya ¢ikmasinda énemli bir rol
oynadigi gosterilmistir. Aslinda hiicreler serbest radikalleri detoksifiye eden antioksidan
savunma sistemlerine sahiptir. Fakat antioksidan sistemler yasla birlikte yetersiz kaldig1
icin oksidatif hasarlar birikerek, yaslanmaya ve hastaliklara yol acar. Giintim{izde 100’
den fazla oksidatif DNA baz hasar1 tanimlanmistir (Atl1 Sekeroglu ve Sekeroglu, 2009;
Dizdaroglu, 1992). Oksidatif stresle birlikte baslangicta olusan diisiik diizeylerdeki
DNA hasar etkin bir sekilde onarilabilmektedir. Ancak, DNA onarim enzimleri ve
polimeraz enziminin zamanla hasar gormesi, DNA’nin dogru bir sekilde
kopyalanmasini ve ifadelenmesini azaltmaktadir. Oksidatif stresin yarattigi DNA hasari
yiiksek diizeylere ulastiginda ise hiicre 6liimii gerceklesmektedir (At Sekeroglu ve
Sekeroglu, 2009; Burgak ve Andican, 2004).

Yaban mersini, bogiirtlen, mavi yemis, aronya ve ahududu gibi Gzimsi meyveler
antioksidan aktivitesi yiiksek olan gida kaynaklaridir (Benvenuti vd., 2004; Caglar ve
Demirci, 2017). Diinyadaki tiiketim oranlarinin son yillarda artmakta olmasi, ihracat ve
ithalatta bu meyvelerin degerini 6nemli 6l¢iide yikseltmektedir (Agaoglu, 2003).

Uziimsii meyveler smifinda bulunan aronyanin icerigindeki antioksidan etkideki
fitokimyasal bilesiklerin yiiksek olmasi sebebiyle diger liziimsii meyvelerden daha fazla
degerli oldugu belirlenmistir. Aronyanin diizenli sekilde yenilmesi ile kalp damar
sistemi hastaliklari, mide bagirsak sistemi hastaliklar1 ve gesitli kanser hastaliklarinda
koruyucu rol oynadigi arastirmalar sonucunda ortaya konulmustur (Kulling ve Rawel,
2008).

Tibbi ve aromatik bitkiler, yenilebilir ve igilebilir kaynaklar olmalar1 sebebi ile
insanlia hizmet etmektedirler. Bitkilerin iceriklerinde dogal antioksidanlar,
antimikrobiyal, antiviral ve antineoplastik vb. gibi etki gOsteren gesitli etken maddeler
bulunmaktadir ve bu yiizden de pek ¢ok farmakolojik aktivite caligmalarinin
merkezinde yer almaktadirlar. Bitki iceriklerinde dogal olarak bulunan fenolik
bilesikler, flavonoitler, antosiyaninler gibi c¢esitli fonksiyonel bilesiklerin tagidiklari
antioksidan, antimikrobiyal, antikanserojen potansiyelleri ile kisilerde saglik halinin
stirdiiriilmesinde biiyiik yarar sagladiklar1 ¢esitli calismalarda gosterilmistir (Akalin ve

Selamoglu, 2019).



2. GENEL BILGILER
2.1. Aronia melanocarpa ve Botanik Ozellikleri

Aronya (chokeberry) meyvesi (Goérsel 2.1.), Rosaceae familyasinda bulunan, ¢cok
sapli, belli zamanlarda yaprak dokiimii gerceklesen, cali tarzi, ¢ok yillik bir bitkidir.
Aronya, c¢ogunlukla Kuzey Amerika’da dogal olarak yetismekte, Dogu Avrupa
bolgesinde de biiyiik oranda kiiltiirii yapilmaktadir (Jeppsson, 2000; Kulling ve Rawel,
2008).

Gorsel 2.1. Aronia melanocarpa meyvesi

Anayurdu Kuzey Amerika olarak bilinen ve Uzimsl meyveler arasinda olan
aronya, hastaliklara karsi olumlu etkileri olmasi sebebiyle 1900’lerin ilk yillarinda
Rusya’ya taginarak yetistirilmeye baslanmistir. Ticari anlamda iiretimine 40’11 ve 50’1
yillarda ©nce Rusya’da sonrasinda ise Dogu Avrupa’da baglanmakla beraber
gunimizde Almanya’da da yaygin sekilde Oretilmektedir (Kulling ve Rawel, 2008).
Aronya (retimine oncelikle Eski Sovyetler Birliginde, sonrasinda 70’lerde Dogu
Almanya ve Japonya’da, 80’li yillarda ise Bulgaristan, Cekoslovakya, Polonya,
Slovenya, Danimarka ve Finlandiya’da baglanmistir (Walther ve Miller, 2012; Poyraz
Engin ve Boz, 2019; Kokotkiewicz vd., 2010).



Bitkinin tlir tanim1 meyve rengine Ve meyvenin olmadigr durumlarda ise; ¢esitli
organlardaki tuylilik durumuna bakilarak teshis edilmektedir (Brand, 2010; Poyraz
Engin ve Boz, 2019).

A. melanocarpa’yr diger aronya tirlerinden ayiran en belirgin 6zellikleri; bitki
yiksekliginin 1,2-2,4 m’ye kadar ¢ikabilmesi, siirgiinlerinde koyu yesil yapraklar
bulunmasi, gbvdesinde ve yaprak uUzerlerinde ttylenmenin az miktarlarda veya hig
bulunmamasidir. Sonbaharda yapraklar renk degistirerek kizilims: renklere
donmektedir. Yilin 5. ayinda beyaz renkte ¢i¢ekler olusmakta, 8. ay sonunda ise
meyveler tam olgunluga ulagmaktadir. Meyveleri Aronia arbutifolia’nin meyvelerine
oranla ebat olarak daha biyiiktiir. Yogun yagmur alan kesimlerde meyveler bozulmaya
ugramadan uzun zaman bitki Uzerinde durabilmektedir (Brand, 2010; Berlin ve Zuzek,
2017).

Aronya meyveleri botanik anlamda yalanci meyve olarak tanimlanmaktadir.
Meyvelerde bes karpel ve her karpelde bir tohum taslagi varligi gézlenmistir. Erken
zamanlarda tizerinde yogun sekilde tiiylenme olan meyvelerde zamanla tiylenmenin
yerini mumsu bir kaplamaya biraktigi gozlenir. Cigek burnunda stamen artiklari
bulunmaktadir. ikinci donemden besinci doneme kadar meyveler gicek burnundan
itibaren renklenmeye baslamakta, ylzeyi once pembe daha sonra pembeden mora,
sonrasinda mordan siyaha doniismekte ve son donem olan altinct déonemde ise olgun
meyve donemine gecilmesiyle beraber meyveler yeterli biiyiikliige ulasarak siyah
rengini almaktadir. Meyve siyah rengine ulastiktan sonra da olgunlagma siireci devam
etmekte ve meyvelerin daha da biiyiidiigii gézlemlenmektedir (Poyraz Engin vd., 2016).

En dogru verim i¢in topragin pH’sinin 6 ile 6,5 arasinda olmas1 gerekmektedir.
Dikiminden iki yil sonra agagtan verim alinmaya baslanmakta ve bes yasina ulastiginda
en yuksek verim elde edilmektedir. Her agagtan ortalama 5 ile 17 kg arasinda meyve
alinmaktadir (Poyraz Engin vd., 2016).

Ulkemizde ilk aronya calismalar1 2012 yilinda Atatiirk Bahge Kiilturleri Merkez
Arastirma Enstitiisii’'nde baslamig, bundan yaklasik iki yil sonra da Yalova ve
Kirklareli’nde ufak bahceler kurularak ticari anlamda yetistiriciligine baslanmistir.
Gunimiizde Kirklareli, Bursa, Izmir, Bolu ve Tekirdag’in da aralarinda bulundugu
bircok ilimizde iiretimine devam edilmektedir (Tablo 2.1.). Ureticiler acisindan
maliyetlerin normalden az olmasi, uyum kabiliyeti, dis etkenlere ve mikroorganizmalara

kars1 direngli olmasi, depolamaya, mekanik hasada miisaitligi ve nakliyeye dayaniklilig



gibi pek cok sebep aronyayi cazip bir meyve turi haline getirmektedir (Yilmaz vd.,
2021; Poyraz Engin vd., 2018; Poyraz Engin, 2020).

Tablo 2.1. Ulkemizde Aronia dretimi yapian iller ve 2021 yili fidan sayilar
(https://www.tarimorman.gov.tr)

iller Fidan Sayilar (adet)
Kirklareli 52.000
Bursa 23.500
Manisa 15.000
Kirsehir 8.000
Yalova 8.000
Canakkale 7.000
Samsun 6.000
[zmir 5.000
Ordu 3.000
Antalya 3.000
Istanbul 3.000
Bolu 2.000
Ankara 2.000
Sakarya 1.500
Giresun 1.000
Corum 500
Amasya 500
Tekirdag 500
Trabzon 300
Toplam 129.800

Iceriginde aronya bulunan Urlinler iizerine yapilan calismalarda en yaygin olan
irtin tipleri arasinda; caylar, yogurtlar, nektarlar, meyve sulari, joleler, sakizlar,
konsantre meyve sular1 ve ¢igneme tabletleri bulundugu sonucuna ulasilmistir (Engels

ve Brinkman, 2014).


https://www.tarimorman.gov.tr/

Gorsel 2.2. Kirklareli bolgesindeki materyalin toplandigi Aronia yetisme alanindan goriintiiler

2.2. Aronia Turleri Uzerinde Yapilan Calismalar
2.2.1. Fitokimyasal bilesenler

Polifenolik bilesikler eski zamanlardan bu yana potansiyel saglik yararlari
sebebiyle eczacilik ve gida sektdriinde siklikla kullanilmaktadir. Dogal gidalarda
bulunan bir¢ok fenolik bilesik, yiiksek antioksidan etkileri sebebiyle saglik problemleri
icin olumlu ¢ozuimler sunabilmektedir (Ozgen vd., 2016; Shahidi ve Ambigaipalan,
2015). Dogal olarak olusan antioksidan bilesikler flavonoitler, fenolik asitler, lignanlar,
terpenler, tokoferoller, fosfolipitler ve organik asitler gibi kimyasal bilesiklerdir.
Polifenolik bilesiklerden olan flavonoitler bitkinin hemen her organinda bulunabilir
(Selamoglu, 2017; Afshar vd., 2011; Gazor vd., 2017). Gunumizde 6000'den fazla
flavonoit tanimlanmistir. Flavonoit sekonder madde grubuna flavon, flavonol,
izoflavon, flavanon, flavanonol, flavanol ve antosiyanidinler dahildir. Flavonoller esas
olarak kersetin, kemferol ve mirisetin ile anilmaktadir, bunlardan kersetin en popiiler
olanidir (Ozgen vd., 2016; Shahidi ve Ambigaipalan, 2015).

Aronya meyvelerinin igerigindeki ana flavanollerin prosiyanidinler oldugu ve
prosiyanidin miktarinin meyvedeki kuru agirligin %0,66 ile %5,18 arasinda degismekte
oldugu, ikinci en biiylik fenolik bilesik grubunun ise antosiyaninler oldugu ve
meyvedeki kuru agirligin %0,60 ile %2,00 arasinda degisen bir konsantrasyona sahip
oldugu sonucuna ulasilmistir (Wu vd., 2004; Kokotkiewicz vd., 2010).



Antosiyaninler, bitkilere kirmizi, mavi, mor hatta siyah renklerini veren
polifenolik pigmentlerdir (Liu vd., 2018). Gunuzimde dogada tanimlanan 600'Un
tzerinde antosiyanin bilesigi bulunmaktadir (Smeriglio vd., 2016). Aronia melanocarpa
meyvesinin koyu mavi rengine, siyanidin 3-glukozit, 3 galaktozit, 3-ksilosit ve 3-
arabinozit igeren yiiksek konsantrasyondaki antosiyaninler sebep olmaktadir (Hakkinen
vd., 1999). Antosiyanidin molekiiliiniin herhangi bir ucundan, bitkideki herhangi seker
ile birlesmesinden antosiyaninler meydana gelir. Bitkilerde en sik gdzlenen
antosiyaninlerin; pelargonidin, siyanidin, delfinidin, peonidin, petunidin ve malvidin
antosiyanidinlerinin tiirevleri seklinde oldugu bilinmektedir (Sekil 2.1.) (Kong vd.,
2003).

Pelargonidin Peonidin

o CHs OH

OH

_\_OH

: | HO 3

HO e ek O X OCH,
7 oH 7~ oH

OH OH

Malvidin Petunidin

Sekil 2.1. Bitkilerdeki alti temel antosiyanidin (siyanidin, delfinidin, pelargonidin, peonidin, malvidin,
petunidin) (Khoo vd., 2017)



Aronya meyvelerinin fitokimyasal igerigini; agirlikli olarak (-) epikatesinden
olusan polimerik proantosiyaninler olusturmakta ve ana polifenolik bilesik sinifini
(%66) temsil etmektedir (Sekil 2.2.). Ikinci fenolik bilesik grubunu ise antosiyaninler
olusturmakta ve toplam polifenollerin yaklasik %25'ini temsil etmektedir (Oszmianski
ve Wojdylo, 2005). A. melanocarpa'daki antosiyaninler esas olarak dort siyanidin
glikozitinin bir karisimidir: siyanidin 3- galaktozit, siyanidin 3-glukozit, siyanidin 3-
arabinozit ve siyanidin 3-ksilozit (Sekil 2.2.). Bunlardan siyanidin 3-galaktozit en
yiiksek konsantrasyonda bulunur. Ayrica, aronya zengin bir fenolik asit kaynagidir.
Klorojenik ve neoklorojenik asitler meyvelerde tanimlanan en baskin iki fenolik asittir
(Slimestad vd., 2005). Yiiksek fenolik igeriginin yanisira organik asitler, seker, yag,
protein, ¢inko ve potasyum gibi ¢esitli mineraller ve vitaminlere de sahiptir (Jakobek

vd., 2007).

OH OH
o OH
HO o?\ HO 0 W
= ")
OR fOH
OH OH

(-)- Epikatesin
R=galaktoz Siyanidin-3-galaktozit
R=arabinoz Siyanidin-3-arabinozit
R=ksiloz  Siyanidin-3-ksilozit
R=glukoz  Siyanidin-3-glukozit

Sekil 2.2. Aronia melanocarpa tiiriiniin kimyasal bilesiminde bulunan 4 farkli sivanidin glikozit karisimi
ve epikatesin (Kulling ve Rawel, 2008)

Aronya meyvelerindeki buruk tat icerigindeki kondanse tanenlerden dolay1
meydana gelmektedir. Bu sebeple yerken agizda astrenjan etkiye yani belirgin bir
biiziisme hissine sebep olmaktadirlar (Ozdemir ve Eroglu Ozkan, 2020). Tanenler
yuksek dizeyde antioksidan etkilerine ilaveten antikanser, antibakteriyel, antiviral ve
antienflamatuvar aktivitelere sahip olmalarindan dolayr saglik potansiyeli Yyuksek
bilesikler olarak kabul edilmektedir (Chung vd., 1998). Tanenler; proantosiyanidin

olarak da bilinen kondense tanenler (katesin ve epikatesin), hidrolize tanenler (elajik ve



gallik asit esterleri) ve tanen tiirevi bilesikler seklinde siniflandirilmaktadir (Giizel,

2021).
2.2.2. Kullanihislar ve biyolojik aktivite calismalari
2.2.2.1. Aronia melanocarpa etnobotanik kullanimlart

Anavatan1 olarak bilinen Kuzey Amerika’da yerliler tarafindan meyveler
oncelikle taze olarak tliketilmis, daha sonra peksimet yapilarak degerlendirilmis, gribal
enfeksiyonlarda ¢ay seklinde demlenmis ve kisin kullanmak tizere yazdan meyveler
saklanmistir (Poyraz Engin, 2020). Taze meyve olarak tuketimine alternatif sekilde
kurutulmus halde, taze sikilmis suyu, regel, serbet, sos, kek ve dondurmalarin terkibinde
kullanilmakta, ayrica gida endiistrisinde besinlerin renklendirilmesinde dogal
hammaddesi olarak degerlendirilmektedir (Yilmaz vd., 2021; Graves, 2013; Tolic,
2015).

Aronya antioksidan aktivitesinin fazla olmasindan dolay1 yiyecek maddesi olarak
tiketiminin yanisira halk arasinda dogal kaynakli ila¢ yapiminda da tercih sebebi
olmaktadir. Aronyalar Rusya ve birgcok Dogu Avrupa iilkesinde tansiyon diistiriicii ve
damar sertligi olusumunu engelleyici 0zellikleri sebebiyle kullanilmistir (Kokotkiewicz
vd., 2010).

Amerika yerlileri olan Kizilderili kabileleri bu meyveleri besin kaynagi olarak,
sogukta lislimeyi onlemek i¢in ve tibbi amacli ¢ay yapiminda kullanmislardir. Aronya
meyveleri eksi ve agzi buran bir yapida olduklarindan ilave islem gdrerek bu olumsuz
Ozelliklerinin  giderilmesi ile giinliik kullanimda daha sik tercih edilir hale
getirilebilmektedir. Aronya suyu, zengin igerigi sayesinde diger meyve sularmin
flavonoit ve antosiyanin seviyelerini artirmak amaciyla kullanilmaktadir (Kokotkiewicz
vd., 2010). Yine halk arasinda; gorsel anlamda giizel olmasindan dolay: siis calisi
olarak, konserve yapiminda, taze meyvelerin sikilmasi ve sarap yapiminda hammadde
olarak degerlendirilmektedir (Hao vd., 2015; Kokotkiewicz vd., 2010; Yilmaz vd.,
2021).

Meyveler, diyabet, kalp damar rahatsizliklar1 ve kanser gibi bircok hastaligin
meydana gelmesini engelleyen koruyucu etkileri sebebiyle guinimizde 6zellikle kanser
aragtirmalart yapan bilim insanlar1 tarafindan merak uyandirmaktadir. Aronia
melanocarpa antioksidan etkinliginin fazla oldugu, antosiyanin bakimindan oldukga

zengin bir Uzdmsi meyvedir. In vitro ve in vivo yapilan ¢aligmalarda; mide Ulserleri,



kolon kanseri, diyabet gibi hastaliklar {izerine aktivitelerinin oldugu tespit edilmistir
(Jurikova vd., 2017; Bermudez-Soto vd., 2007a).

Aronya meyveleri igerigindeki aktif fitokimyasal bilesikler sayesinde,
hastaliklardan korunmada ve iyilestirici etkisinden dolayr Rusya’da tibbi amagla
kullanilmaktadir. Tedavide en sik kullanildigi durumlar; soguk algmligi, sindirim
sistemi hastaliklari, karaciger, safra kesesi ve cesitli kalp damar sistemi sorunlar1 oldugu
bilinmektedir. Iyi kolesterol seviyesini diizenlemekte ve bu sayede kan basicini normal
seviyelere indirerek saglikli kan sekeri diizeyini korumada etkin rolii bulunmaktadir.
Yine siklikla tercih edilen bir diger kullanimi da viicuttaki savunma sistemini
destekleyerek iisiitme ve gribal enfeksiyon durumlarina karsi metabolizmay1
guclendirmektir. Zihin gicu ve nérolojik sistemi destekler, yogun antioksidan etkisi
sayesinde yaslanma ile miicadelede iyi bir savasgidir (Knudson, 2009; Hannan, 2013;
Fidanci, 2015).

2.2.2.2. Aronia melanocarpa iizerinde yapilan biyolojik aktivite calismalart

Oksidatif stres sonucu viicutta olusan akut ve kronik rahatsizliklarin
engellenmesinde ve hasarlarin1 en aza indirmek i¢in, antioksidan igerigi yiiksek
gidalarin bol miktarda bulundugu diyetler tercih edilmektedir (Celep vd., 2012).
Icerigindeki zengin polifenolik bilesenleri sayesinde organizmada biyomolekiillerin
oksidasyonunu engelleyen ve farmakolojik etkiye sahip olan dogal {iriinler insan
beslenmesinde daha fazla tercih edilir hale gelmistir (Selamoglu, 2017; ljaz F., 2017;
Selamoglu vd., 2016).

Antimikrobiyal aktivite:

Halihazirda  kullanilmakta olan antibiyotiklere karsi olusan  direngli
mikroorganizmalarin sayisindaki hizli yiikselis, son yillarda bilim insanlarin1 dogal
kaynaklara yonlendirmistir (Iscan, 2017). Bunun sonucu olarak; dzellikle direncli suslar
icin yeni ve dogal kokenli antimikrobiyal ajanlar kesfetmeye ¢alismak biiyiik bir ihtiyag
halini almistir (Kose vd., 2016).

Bitkilerdeki antimikrobiyal aktiviteden sorumlu baslica bilesikler; fenolikler
(fenolik asitler, kinonlar, flavonoitler, flavonoller, tanenler, kumarinler), terpenoitler,
alkaloitler, lektinler ve polipeptitlerdir (Cowan, 1999; Savoia, 2012).

Sicanlar tizerinde yapilan bir ¢calismada; Aronia melanocarpa meyve suyu dikkate

deger bir hepatoprotektif, ¢cok iyi bir gastroprotektif ve belirgin bir antienflamatuvar
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etkinin yani1 sira S. aureus ve E. coli’ye kars1 in vitro antibakteriyel aktivite gostermistir
(Valcheva-Kuzmanova ve Belcheva, 2006).

Aronia melanocarpa taze, kurutulmus ve dondurulmus meyvelerinin sulu ve
etanolik ekstrelerinin gram pozitif bakterilerden B. cereus ve S. aureus'a, gram negatif
bakterilerden ise P. aeruginosa’ya kars1 antibakteriyel aktivite sergiledigi belirlenmistir
(Liepina vd., 2013).

Antioksidan aktivite:

Antioksidanlar; insanlarda metabolizasyon sonucu meydana gelen serbest oksijen
radikalleri (SOR) veya serbest nitrojen radikallerinin (SNR) istenmeyen sonuglarini
azaltan maddeler olarak tanimlanmaktadir (Y1lmaz, 2010; Bahorun vd., 2006; Kumar,
2011; Gokgoz, 2015; Dastan, 2017).

Toksinlere ya da patojen maddelere maruziyet, gucli olmayan antioksidan
savunma sistemi, diizensiz hayat tarzi, asir1 egzersiz, metabolik {riinler gibi bir¢ok
etken oksidatif strese sebep olmaktadir. Oksidatif stres kendi basina bir hastalik olarak
degil, hastaliklarin meydana gelmesini saglayan veya meydana gelme hizini artiran
etkenler olarak tanimlanmaktadir. Tiim hiicreler i¢in oksidasyon ve antioksidan oraninin
normal degerlerde olmasi istenmekte, hiicresel anlamda tim dokular ve organlar igin
dolayisiyla da hayatin dengesi i¢in Onemli oldugu bilinmektedir. Oksidatif stres
engellenemezse kanser, iskemi, endokrin fonksiyon bozukluklari, molekiiler hasarlar,
metabolik fonksiyon bozukluklar1 gibi daha pek cok ciddi saglik problemine ve
dolayisiyla hastaliklara sebep olabilmektedir (Y1lmaz, 2010; Chopra ve Wallace, 1998).
Serbest radikallerin istenmeyen etkilerinden korunmak igin htcreler antioksidanlar
uretmekte olmasina ragmen viicuttaki oksidasyon/antioksidan dengesini saglamak igin
ilave olarak; Vitamin C, A ve E, igerigindeki polifenoller sayesinde gida antioksidani
olarak bilinen tahil, meyve ve sebzeler tiiketilmelidir (Caglar ve Demirci, 2017;
Gokgoz, 2015; Dastan, 2017).

Son zamanlarda, meyve ve sebzelerdeki antioksidan kapasitenin belirlenmesi,
biyoaktif fitokimyasallarin izolasyonu, karakterizasyonu ve arastirilmasi ginimizde
oldukca kiymet kazanmaktadir. Vitaminler bakimindan yogun igerikli gida
maddelerinin en Gst seviyelerinde meyveler bulunmaktadir. Meyveler, askorbik asit,
karotenoit, fenoller, flavonoitler ve E vitamini gibi antioksidan aktivite bakimindan

oldukca 6ne ¢ikan dogal kaynaklardir (Goéneng vd., 2014).
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Siyah aronya (Aronia melanocarpa), genis bir yelpazede sagligi gelistirici
ozelliklere sahip birgok biyoaktif bilesigin kaynagidir. Aronya meyvesi ve Urlnleri,
serbest radikallerin olusumunu azalttiklar1 i¢in biiyiilk oranda antioksidan ve sagligi
gelistirme potansiyeline sahiptir (Sidor ve Gramza-Michalowska, 2019).

Tolic ve arkadaglarinin farkli aronya iiriinlerini (meyve sulari, tozlar, meyve ¢ayui,
kapsuller ve kuru meyveler) kalite, fenolik icerik ve antioksidan kapasitelerini
kiyaslamali olarak karsilastirdigi ¢alismada; incelenen Urinlerin yiksek miktarda
fenolik madde ve daha diisiik miktarda toplam antosiyanin i¢erdigi, yiksek antioksidan
kapasiteye ve indirgeme gucine sahip oldugu, fenolik madde icerigi ve antioksidan
aktivite bazinda ise kapsuller ve toz halindeki trtinlerin diger triinler arasinda 6nemli
oranda 6ne ¢ikmakta oldugu sonucuna ulasilmistir (Tolic vd., 2015).

Son yillarda yapilan calismalarda; aronyadaki yiksek antioksidan aktiviteden
baslica C vitamini ve antosiyaninler, fenolik asitler, flavanoller, flavonoller ve tanenler
olmak uzere polifenollerin sorumlu oldugu sonucuna ulasilmistir (Jakobek vd., 2007;
Benvenuti vd., 2004; Oszmianski ve Wojdylo, 2005).

Obezite ve diyabet:

Aronya meyvelerinin, igerigindeki fitokimyasal bilesikler sayesinde yliksek
glisemik indeks sebebiyle olusan oksidatif hasarin ve bunun neticesinde meydana
gelebilecek sorunlarin azaltilmasinda 6nemli etkileri oldugu belirlenmistir (Banjari vd.,
2017).

Diyabet modeli olusturulan siganlarda plazma glikozu ve trigliseritinde
streptozotosine bagli sorunlarda 6nemli oranda diisme gozlenmis. Bunun sonucunda
Aronia melanocarpa meyve suyunun seker hastaligi ile ilgili belirtilerin 6nlenmesi ve
kontroliinde faydali olabilecegi sonucuna ulasilmistir (Valcheva-Kuzmanova vd., 2007).

Pilaczynska-Szczesniak ve arkadaslarinin; egitim kampi sirasinda fiziksel egzersiz
yapan Kkirekgilerde aronya suyunda bulunan artan antosiyanin alimimin redoks
parametreleri iizerindeki etkisini aragtirdiklar1 ¢alismada; takviye periyodundan sonra,
egzersiz testinden 1 dakika sonra ve 24 saatlik bir toparlanma periyodundan sonra
toplanan 6rneklerdeki tiyobarbitrik asit reaktif madde konsantrasyonlari, aronya suyu
alan deneklerde kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik olarak belirlenmistir. Bu
bulgular neticesinde g¢aligma yazarlar tarafindan; artan antosiyanin aliminin, blyuk

olasilikla endojen antioksidan savunma sistemini giiclendirerek, kirmizi kan
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hiicrelerinde egzersize bagli oksidatif hasar1 sinirladigini  gostermektedir seklinde
yorumlanmugtir (Pilaczynska-Szczesniak vd., 2005).
Antikanser aktivite:

Kanser, dinya Uzerindeki 6liime sebep olan hastaliklarin basinda gelmektedir
(Dastan vd., 2016). Glnimuzde kanser hastaliginda basvurulan ilaglarin istenmeyen
sonuglart ve birtakim yetersizlikleri sebebiyle kanser olusumunu engellemek ve
tedavide kullanmak Uzere alternatif ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun sonucu
olarak; kanser hastaliginin tedavisinde ve korunmada dogal kaynakli biyoaktif
maddelerle ilag formiilasyonlari olusturmak i¢in yapilan ¢alismalar giinden giine artarak
devam etmektedir (Dundar vd., 2017).

Flavonoitler, hiicresel proliferasyon, apoptoz ve hiicre ¢gogalmasinin modiilasyonu
yoluyla kanserin baglamasina, gelismesine ve ilerlemesine miidahale edebildikleri i¢in
antikanserojenik etkilere sahip giiclii biyoaktif bilesiklerdir. Birgok in vitro ve in vivo
calisma, flavonoitlerin ¢esitli saglik problemlerinin engellenmesi ve tedavisinde etkili
oldugunu gostermektedir. Bu sebeple; flavonoitlerce zengin igerige sahip gidalarin
kanser gelisme riskini azalttig1 diistiniilmektedir (Selamoglu, 2017).

Aronya meyve ekstrelerinin ilk sirada kolon kanseri olmak Uzere daha birgok
kanser ¢esidinde anti-proliferatif veya koruyucu etkinligini ortaya koymakta olan
calismalar mevcuttur (Kulling ve Rawel, 2008). Pankreas kanseri (Thani vd., 2014),
meme kanseri (Kedzierska vd., 2010), kolon kanseri (Bermudez-Soto vd., 2007b) ve
daha pek ¢ok kanser tlrii tizerinde tedavi edici ve olusumunu engelleyici etkileri ¢ok
cesitli caligmalarla kanitlanmistir (Sharif vd., 2013).

Yapilan bir diger calismada; toplam fenolikler, flavonoitler, prosiyanidinler ve
monomerik antosiyaninlerin igerigine iliskin olarak iki Aronia melanocarpa ¢esidinin
(Viking ve Aron) ve Aronia prunifolia hibridinin antioksidan aktiviteleri, fitokimyasal
bilesimleriyle iligkili olarak degerlendirilmistir. Caligmanin sonucunda; A. prunifolia
hibritinin A. melanocarpa cesitlerine kiyasla en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugu ve polifenoller, prosiyanidinler ve antosiyaninler agisindan en zengin igerige
sahip oldugu belirlenmistir. Antioksidan etkinlik ile toplam prosiyanidin ve antosiyanin
igerigi arasinda anlamli bir iliski g6zlenmistir. Siyanidin glikozitlerinin, HelLa insan
servikal tumor hicresi proliferasyonunu inhibe ettigi ve bu sayede antiproliferatif

aktiviteye sebep oldugu tespit edilmistir (Rugina vd., 2012).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER
3.1. Materyal

Bu c¢alisma kapsaminda gerekli olan tiim kimyasallar, laboratuvar ekipmanlari,
caligmanin bitkisel materyali ve tiim uygulamalar hakkinda bu kisimda bilgi

verilmektedir.
3.1.1. Calismanin bitki materyali

Bu calismada bitkisel materyal olarak Aronia melanocarpa tirl bitkisinden elde
edilen meyveler, 2021 yili Agustos ay1 sonunda Kirklareli bélgesinde kiltir olarak
uretimini yapmakta olan firmanin iiretim sahasinda, dogal habitatinda fotograflanmus,

taze olarak toplanmig ve golgede kurutularak ¢aligma materyali olarak hazirlanmistir.

3.1.2. Calismammn sarf malzemeleri

1,1 Difenil-2-Pikrilhidrazil (DPPH®) Sigma
AlICl3 (%99,9) Fluka

Amil alkol (> %99) Lachema
Klorojenik asit (> %98) Sigma
Benzoik asit (> %99,5) Fluka
NaOH (> %99,9) Sigma-Aldrich
Na,CO3 (> %99,5) Sigma-Aldrich
Na;HPO, (> %99,95) Kimetsan
NaNO; (> %99) Merck
Folin-Ciocalteu’s fenol reaktifi Merck
Sodyum asetat (> %99) Aklar kimya
Glasiyel asetik asit (%99) Climax
H,SO, (%98) Merck

HCI (%37) Merck
Izopropanol (> %99,7) Merck
Metanol (%99,8) Merck
Etanol (%96) Merck

Etil asetat Merck
Hekzan (%98,5) Merck
Agaroz Sigma
Elektroforez tamponu (10xTBE) GenAll



Saboraud Dekstroz Broth Himedia ME033
Mueller Hinton Broth Accumix® AM1072

3.1.3. Cihazlar ve laboratuvar ekipmanlari

Cesitli ebatlarda meziirler, balonlar, huniler, erlenmayerler, sogutucular,
damlaliklar, damlatma hunileri, ayirma hunileri, beherler, kurutma kagitlari,
plastik pipet uglari, yuvarlak tabanli ve diiz tabanli 96 11 kuyucuklu plaklar.
UV-Vis Spektrofotometre (Shimadzu UV-1800)

pH metre (Hanna HI 221)

Manyetik ve mekanik karistiricilar

Etiv (Memmert)

Isitma i¢in; su banyolari, manyetik 1sitic1 ve karistiricilar

CO; inkibator (Nuaire)

Laminar-flow kabin (Biohazard)

Santrifuj (MSE Mistral 1000)

Liyofilizator

Mikro pipetler (GenAll)

Vorteks (IKA MS3 basic)

Falkon deney tapleri

Rotary Evaporator (Buchi 200)

Hassas Terazi (Denver Instrument)

YPSK (Agilent Technologies 1100 series)

Ogiitiiciiler (IKA 11 basic, Retsch SK 100)

Elisa Spektrofotometre (Epoch)

Saf Su Cihaz1 (Millipor)

-80°C dondurucu

-20°C dondurucu

+4°C buzdolabi inkiibatorler (Bosch)

UV-VIS transilliminator

Yatay jel elektroforezi

Elektroforez unitesi

Giic kaynagi
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3.1.4. Kullanilan reaktifler

Deneylerde kullanilmak tizere DMEM-Low-Glucose (Sigma—-Aldrich), L-
Glutamin Streptomisin (Sigma—Aldrich), MTT Solusyonu (Applichem A-1080), Mutlak
Etil alkol (Sigma), Tris-Asetik Asit-EDTA (TAE, 5x), Dimetil silfoksit (DMSO),
Tripsin (Applichem), Potasyum klortr (KCI), fosforik asit (H3PO,4), sodyum Klorlr
(NaCl), sodyum fosfat (NaH,POQ,), etil alkol (C,HsOH), FBS (Sigma—Aldrich), RPMI
1640 (Sigma-Aldrich), asetonitril (Me-CN), Tris-Borik Asit-EDTA (TBE, 10x),
Tripsin (Applichem), Sodyum hidroksit (NaOH), sodyum kloriir (NaCl), sodyum fosfat
(NaH2PO4), tiyobarbitirik asit (TBA), 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride (TTC)
(Merck, Almanya) temin edilmistir (Dastan, 2017).

3.2. Yontemler
3.2.1. Bitkisel Materyal

Calismada kullanilan bitkisel materyal taze olarak toplanmis ve uygun sartlarda

kurutulmus ve deney c¢aligmalari i¢in hazir hale getirilmistir.
3.2.2. Ekstraksiyon

Kurutulmus meyveler pargalanarak kaba toz haline getirilmistir. 20 g bitkisel
materyal tartilip ayri erlenlere alinmis, her birine 100’er mL metanol, %70 etanol,
etanol, etil asetat ve hekzan ilave edilerek agzi kapali sekilde oda sicakliginda
maserasyona birakilmigtir (GOrsel 3.1.). Ara sira calkalanarak maserasyonun tam
gergeklesmesi saglanmistir. 24 saatin sonunda maseratlar siiziilerek alinmis ve bitkisel
materyaller Gizerine yeniden 100 mL taze ¢6ziicii eklenmistir. 3 giin siire ile devam eden
maserasyon islemi sonunda toplanan maseratlar rotavaporda diisiik 1sida (40°C) vakum
kullanilarak ¢oziiclilerinden kurtarilmis (Gorsel 3.2.), koyu renkli kapakli cam kaplarda
birlestirilmis ve % verim hesabi yapilarak deneysel ¢alismalarda kullanilincaya kadar -
20°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

%70 etanol igeren ekstre i¢in dnce rotavaporda ugurma iglemi yapilmis sonrasinda
igerisindeki suyun tamamen uzaklastirilmasi amaci ile liyofilizatore yerlestirilmistir. Bir
hafta stirenin sonunda liyofilizatdrde kalan ekstre koyu renkli kapakli cam kaba alinarak
% verim hesab1 yapilmis ve deneysel caligmalarda kullanilincaya kadar -20°C’de
buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Su ekstresi i¢in ise inflizyon islemi gerceklestirilmistir. 20 g bitkisel materyal

tartilip erlenlere alinmig, 100 mL sicak distile su ilave edilerek agzi kapali sekilde oda
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sicakliginda 10-15 dakika ara sira calkalanarak bekletilmis, siire sonunda ekstre
stiziilerek alinmis ve bitkisel materyaller tizerine yeniden 100 mL sicak distile su
eklenmistir. 3 defa tekrarlanan islem sonunda toplanan ekstreler igerisindeki suyun
tamamen uzaklastirilmasi amaci ile liyofilizatore yerlestirilmistir. Bir hafta strenin
sonunda liyofilizatorde kalan ekstre koyu renkli kapakli cam kaba alinarak % verim
hesab1 yapilmis ve deneysel ¢alismalarda kullanilincaya kadar -20°C’de buzdolabinda
muhafaza edilmistir.

Biyolojik aktivite arastirmalarinda kullanilmak iizere her bir ekstreden 1 mg/mL
konsantrasyonda stok cozeltiler hazirlanmistir. Caligmalarda kullanilacak stok ¢ozelti
konsantrasyonlari, su ekstresi i¢in distile su icinde ve diger ekstrelerin de

dimetilsulfoksit (DMSO) i¢inde ¢6ziilmesiyle hazirlanmistir.

—

Gorsel 3.2. Rotavaporda ¢oziiciileri ugurma islemi
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3.2.3. Analitik calismalar
3.2.3.1. Yiiksek performansl st kromatografisi (HPLC)

Flavon tarevleri ve fenolik bilesiklerin YPSK analizleri Agilent 1100 HPLC
(Gorsel 3.5.) sistemine bagli DAD dedektorii ile gergeklestirilmistir. Sabit faz olarak
C18 kolon (Waters marka) (250mm x 4,6mm x 10um) kullanilirken mobil faz olarak A:
asetonitril:su:formik asit (10:89:1), B: su:asetonitril:formik asit (89:10:1) ile B fazinin
orant 15 dakikada %]15'ten %40'a, 3 dakikada %40'tan %45'e cikarilmistir. %45
oraninda 12 dakika stabil kalmistir. 5 dakikada %45'ten %75'e, 3 dakikada %75'ten
%85'e getirilmistir. Bir dakikada %85'ten %95'e c¢ikarilmis ve 40 dakikada %100
oranina ulasacak sekilde gradient akis olarak c¢alisilmistir. Akis hizi 0,7 mL/dk olarak
ayarlanmistir. Pikler 330 nm’de dedekte edilmistir (Karadag vd., 2019). Stok olarak 10
mg/mL konsantrasyonda hazirlanan ekstrelerden; metanol, %70 etanol, etanol ve su
kendi c¢ozucdleri ile, etil asetat etanol ile ve hekzan DMSO ile ¢6zildikten sonra 0,22
mikron membran filtreden siiziilerek analiz edilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pL, kolon
sicaklig1 40°C olarak ayarlanmustir.

Antosiyanin bilesiklerinin YPSK analizleri Agilent 1100 HPLC sistemine bagl
DAD dedektorii ile gerceklestirilmistir. Sabit faz olarak C18 kolon (250mm X 4,6mm X
10um) kullanilirken mobil faz olarak A: su:formik asit:asetik asit (100:0,7:0,9), B:
asetonitril ile 0-30 dakika arasinda %10 B’den %90 B konsantrasyonuna lineer gradient
akis olarak calisilmigtir. 30-35. dakikalarda ise %90 B’den %10 B’ye geri doniilmiistiir.
Akis hiz1 0,5 mL/dk olarak ayarlanmistir. Pikler 530 nm’de dedekte edilmistir (Farina
vd, 1995). Calisilan ekstreler 10 mg/mL konsantrasyonda g¢alisilmis olup ekstrelerden;
metanol, %70 etanol, etanol ve su kendi ¢Oziclleri ile, etil asetat etanol ile ve hekzan
DMSO ile c¢o6zuldukten sonra 0,22 mikron membran filtreden sizulerek analiz
edilmistir. Enjeksiyon hacmi 20 pL, kolon sicakligir 40°C olarak ayarlanmistir (Gorsel
3.3. ve Gorsel 3.4.)

Gorsel 3.3. HPLC cihazi igin hazirlanan ekstre drnekleri
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Gorsel 3.4. HPLC cihazi icin hazirlanan standart maddeler

Gorsel 3.5. Yiiksek performansii sivi kromatografisi cihazt (Agilent 1100 HPLC)

3.2.3.2. Toplam fenolik madde miktar tayini

Aronya bitkisinin farkli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstrelerinin toplam fenolik madde
miktarlarinin analizi Folin-Ciocalteu metodu kullanilarak tayin edilmistir. Bu yontem,
suda ve cesitli organik ¢oziiciilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin folin reaktifleri
ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi prensibine dayanmaktadir (Barut Uyar
vd., 2013; Demir vd., 2014; GOkgoz, 2015; Cemeroglu, 2007; Fersahoglu, 2016;
Diindar, 2017; Yildiz, 2019). Reaksiyon sonucu olusan mor-menekse renkli kompleks
760 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir. Ekstrelerin igermis olduklari
fenolik bilesen miktarlart da UV-VIS (Ultraviyole-gorinir bolge) spektrofotometresi ile
absorbans degerlerinin elde edilmesiyle birlikte rakamsal kantitatif olarak analiz
verilerine doniistirmektedir. Ekstrelerin her birinden 0,2 mL ekstre (1mg/mL)
soliisyonu alinmis ve Uzerlerine 2,5 mL Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi (0,2 N) eklenerek
karistirtlmistir. 5 dakika sonra her bir karisima 7,5 mL Na,CO0; (%7,5) eklenmis ve
aralikli ¢alkalama ile oda sicakliginda karanlik bir ortamda inkiibe edilmistir. 30 dk

inkiibasyon sonrasinda 760 nm’ de UV/VIS spektrofotometre cihazi ile numunelerin
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absorbans degerleri Olglilmiistiir (Gamez-Meza vd., 1999; Horzic vd., 2009; Dundar,
2017; Yildiz, 2019). Bir fenolik madde olarak Gallik asitin farkli konsantrasyonlari
hazirlanarak (0,05-0,50 mg/mL) standart grafik cizildi (Sekil 3.1.). Elde edilen standart
caligma grafiginde absorbans konsantrasyonla dogru orantili olup, elde edilen dogru
denklemi y=1,022x + 0,0112 olarak tespit edildi. Standart grafige gore tiim bitki
ekstrelerindeki toplam fenolik madde mg gallik asit/g ekstre olarak hesaplandi (Lee vd.,
2015; izol, 2021) ve sonuglar gallik asit esdegeri (GAE) olarak ifade edildi (Dinger ve
Akgay, 2000; Isbilir, 2008; Ozeng, 2011; Huang vd., 2005; Diindar, 2017; Yildiz, 2019,
Arikan, 2019).

_ 107 y=1.022x+0.01120
£ 2
E s R2=0.9948
(=]
3
a 0.6
=
5 0.4
x
3 0.2
@ 0.
<
0.0 1 1 1 1 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Gallik asit konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 3.1. Gallik asit standart grafigi

Toplam Fenolik icerigin hesaplanmasinda kullanilan esitlik asagidaki gibidir:
Total Fenolik Madde (TFM) (mg/mL) = [(Absorbans — 0,0112)/1,022] x Dilusyon
Faktori

Diliisyon faktorii: 50 kat alindi.

[Ornek hacmi: 0,2 mL+2,5 mL Folin ciocalteu+ 7,3 mL Na,COs. Boylelikle
toplam hacim 10 mL olur. Ekstre hacmi 0,2 mL oldugu i¢in 50 kat seyreltme vardir].
3.2.3.3. Toplam flavonoit miktar tayini

Toplam flavonoit miktar1 Aliminyum kloriir (AlCl3) kolorimetrik metodunun
modifiye edilmesiyle tayin edildi (Aydin, 2021). Bitki ekstrelerinden 250 L alindi ve
uzerine 50 pL %5’ lik NaNO, c¢ozeltisi ilave edildi. Her bir tlpln Gzerine metanol

iginde hazirlanmis %10 (w/v) AlCl3 ¢ozeltisinden 200 pL ve 200 pL (1 M) potasyum

20



asetat ve 5.3 mL distile su eklendi. Karisim oda sartlarinda 30 dk. bekletildikten sonra
415 nm dalga boyunda UV spektrofotometre cihazinda okutuldu (Chang vd., 2002;
Yildiz, 2019; Gajula vd., 2009; i¢li, 2017). Diger taraftan 200 mg/L konsantrasyonda
kersetin stok c¢ozeltisi hazirland1 ve bu konsantrasyondan seyreltme ile 0,1-1,0-10,0-
20,0-100 pg/mL olmak iizere bes farkli konsantrasyon elde edildi. Standart kersetin
¢ozeltileri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izildi (Sekil 3.2.) (Arvouet-Grand vd., 1994).
Sonug verileri numunelerin toplam flavonoit igerigi olarak pg QE/g bitki olacak sekilde
kersetin esdegeri olarak ifade edildi (Arvouet-grand vd., 1994; Gokgoz, 2015; icli,
2017; Aydin, 2021).
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Sekil 3.2. Kersetin (quercetin) standart grafigi

Toplam flavonoit i¢eriginin hesaplanmasinda kullanilan esitlik asagidaki gibidir:

Total Flavonoit Miktar1 (TFM) (ug/mL) = [(Absorbans — 0,0328)/0,008814] x
Diltsyon Faktor

Diliisyon faktorii: 24 kat alindi.

[Ornek hacmi: 250 pL+ 50 pL NaNO, ¢ozeltisi + 200 pL %10’luk AICl;
cozeltisi ve 200 pL potasyum asetat ve 5300 pL distile su seklinde olusturuldu.
Boylelikle toplam hacim 6 mL olur. Ekstre hacmi 250 pL oldugu i¢in: 250/6000= 24

kat seyreltme vardir].
3.2.3.4. Toplam antosiyanin miktar tayini

Toplam antosiyanin igerigini belirlemek i¢in pH diferansiyel metodu kullanildi
(Fersahoglu, 2016). Buna gore bitki ekstreleriyle olusturulan ortamin pH 1.0 ve pH 4.5
oldugu kosullarda spektrofotometrik olarak elde edilen absorbans degerlerinin farkinin,

dogrudan antosiyanin konsantrasyonu ile orantili oldugu mantigin1 benimseyen bir
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prensip kullanilmaktadir. Yontemin duyarlilik araligi yiiksektir. Bu analiz i¢in 0,025 M
potasyum Klorlr tampon ¢oOzeltisi (pH 1.0) ve 0,4 M sodyum asetat tampon ¢ozeltisi
(pH 4.5) kullanild1 (Fersahoglu, 2016). Ornekler, potasyum kloriir tampon ¢dzeltisi ile
absorbans 0,4-0,6 olacak seckilde seyreltildi. Bu ilkelere gore yapilan seyreltmenin
seyreltme faktorii hesaplandi. 510 ve 700 nm de absorbanslar elde edildi ve degerler
kaydedildi. Toplam antosiyanin miktari, siyanidin-3-glukozit cinsinden asagida verilen
esitligine gore hesaplandi (Kirca, 2004; Fersahoglu, 2016).
Toplam Antosiyanin Icerigi= (AXMAxSFx1000)/MS

A(Absorbans farki) : (A510-A700)pH1 - (A510-A700)pH4.5
MA: Siyanidin-3-glukozidin molekiil agirligi: 449,2
SF: Dilusyon faktor
MS: Molar sogurum katsayisi (26900)

3.2.4. Biyolojik aktivite calismalar:
3.2.4.1. Antioksidan aktivite tayinleri
3.2.4.1.1. DPPH?* (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) radikalini giderme aktivitesi

Serbest radikal DPPH* metodu (Cuendet vd., 1997), antioksidanlarin serbest
radikalini giderme kapasitesini belirleyen, pratik ve giivenirliligi yliksek olan bir
yontemdir. DPPH® kararli yapida bir azot radikalidir ve ticari olarak satilmaktadir.
DPPH*’1n etanoldeki ¢dzeltisi mor renklidir ve 517 nm’de absorbans: 6l¢iliir. DPPH®
cozeltisine antioksidanlarin ilave edilmesiyle, antioksidan tarafindan indirgenme
sonucunda solarak ¢6zeltinin rengi sariya dogru kayar, bu yiizden reaksiyonun ilerleyisi
spektrofotometre ile izlenir (Frankel ve Meyer, 2000; Eren, 2011).

Bu test kapsaminda her numunenin MeOH (metanol)’deki stok ¢ozeltisi 1 mg/mL
konsantrasyonda hazirlandi. Filtrasyon yapildiktan sonra saydam stok ¢ozeltilerden, 96-
kuyucuklu mikrotitrasyon plaklarinin ilk siitununa sirastyla 200’er pL. aktarildi. Cok-
kanalli pipet araciligiyla, esit miktarda MeOH icinde 8 seri seyreltme yapilarak, 5
dakika boyunca vortekste karigtirildi. DPPH® stok ¢ozeltisi 2 mg DPPH"’in 25 mL
MeOH’de ¢oziinmesiyle son konsantrasyonu 80 pg/mL olacak sekilde hazirlandi. Her
kuyucuga 100 uL DPPH® ¢ozeltisinden eklenerek tepkime baslatildi ve 30 dakika
siireyle karanlik bir ortamda oda sicakliginda bekletildi (Goyal ve Tailor, 2014; izol,
2021). Askorbik asit ayni konsantrasyonda pozitif kontrol, DPPH* + MeOH negatif
kontrol, sadece MeOH ise kor olarak ayni plaklara uygulandi. UV absorbans 517 nm’de
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mikroplate spektrofotometre (Epoch) kullanilarak oda sicakliginda okuma yapildi
(Gorsel 3.6.) (Izol, 2021). Sonuclar, ortalama + standart sapma olarak ifade edildi ve
istatistiksel degerlendirme ve hesaplamalarda GraphPad Data Analysis programi
kullanildi.
DPPH* % Inhibisyon konsantrasyonu degeri su formiil ile hesaplandi1 (Duindar, 2017;
Arikan, 2019);

% Inhibisyon = [(AKontrol — ANumune) / AKontrol] x 100

Gorsel 3.6. DPPH’ analizi uygulamalar

3.2.4.1.2. ABTS" (TEAC-Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi)

2,2'-Azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit (ABTS"") radikal giderici etki,
standart TEAK metodu (Troloksa esdeger antioksidan kapasite) yéntemi Papandreou
vd. (2006), Re vd. (1999) ile Ardag (2008) tarafindan kullanilan yéntemlerin optimize
edilmesiyle gerceklestirildi.

Deney protokoliinde, 7 mM ABTS "nin distile sudaki ¢ozeltisinden 50 mL ve
2,45 mM potasyum persiilfat ¢ozeltisinden 25 mL alinarak karistirildi ve karanlikta 12-
16 saat bekletildi. Kullanima hazir hale gelen mavi yesil renkli ABTS® radikal
cozeltisi, 734 nm’de absorbsiyon 0,8- 0,7 olacak sekilde etil alkolle 1:80 oraninda
seyreltildi. Standart olarak kullanilan troloks ¢ozeltileri sirasiyla 3; 2; 1; 0,5; 0,25;
0,125 mM konsantrasyonlarda hazirlandi. 10 pL 6rnek ve 990 pL hazirlanan ABTS™
cozeltisi karistirilarak, 734 nm’de absorbansi 6lgiildii. Olgiimler sonucu troloks igin
linear dogru denklemi olusturuldu (Badarinath vd., 2010; Gékgoz, 2015; Diindar, 2017;
izol, 2021).
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Numaralandirilan ependorf tiiplere 1’er mL bu ABTS®" radikal ¢ozeltisinden ilave
edilip Gzerlerine 10 pL 6rnek (100 mikrogram/mL ekstre) ¢ozeltilerinden eklendi. 1. ve
6. dakika sonunda 734 nm’de absorbans degerleri okundu. 1. dakikadaki absorbans
degerinden (Al) 6. dakikadaki absorbans degeri (A6) cikarilarak AA degerleri elde
edildi. AA degerleri kullanilarak asagidaki formiile gore % inhibisyon degerleri
hesapland1 ve 6rnek konsantrasyonuna karsi grafige gecirildi.

% inhibisyon: [(A6-A1)/A1]x100
% Inhibisyon= (AA/A1)x100

[k olarak Miller ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen TEAC yontemi (Miller vd.,
1993), antioksidanlarin varhiginda, ¢ozeltideki ABTS®" radikalinin absorbansindaki
diisiisiin hesaplanmasina dayanmaktadir (Rice-Evans ve Miller, 1984; Re vd., 1999;
Ardag, 2008; Badarinath vd., 2010; Gokgoz, 2015, izol, 2021).

3.2.4.1.3. Metal selatlama aktivitesi

Bitki ekstrelerinin metal selatlama aktiviteleri, Dinis vd. (1994)’nin ve Decker ve
Welch (1990) belirledikleri yontemlerde bazi degisiklikler yapilarak (Decker ve Welch,
1990; Dinis vd., 1994; Parlak ve Celik, 2015; Gultekin ve Oztirk, 2020)
gergeklestirildi. Bu islem icin farkli konsantrasyonlardaki (50, 100, 250 ve 500 pg/mL)
bitki ekstrelerinden 0.4 mL alinarak 2 mM’lik ve 0,05 mL FeCl, ¢ozeltisine ilave edildi.
Daha sonra reaksiyona 0,2 mL, 5 mM’lik ferrozin ¢ozeltisi ilave edilerek kuvvetlice
vortekslendi. Oda sicakliginda 10 dk. bekletildi. Inkiibasyondan sonra ¢dzeltinin 562
nm’ de absorbansi kaydedildi. Standart antioksidan olarak troloks ve askorbik asit
kullanild1 (Parlak ve Koparir, 2018).

Her bir 6l¢im 3 tekrarli olarak yapilarak ortalamalari hesaplandi. Yiizde metal
selatlama aktivitesi su formiilden hesaplanmaistir:

% Metal selatlama aktivitesi=[(Ao-A1)/Ag]x100
Ao= Kontrol Absorbansi

A;= Numunelerin ve/veya standartlarin Absorbansi (Parlak ve Koparir, 2018).
3.2.4.1.4. CUPRAC (Bakr (II) indirgeyici antioksidan kapasite)

Bu test, bakir (II)-neokuproin kompleksinin, antioksidanlarin varliginda bakir(I)-
neokuproin’e indirgenmesi esasina dayanmir. Igerisinde antioksidan bulunmayan bir

referansa karst 450 nm’de absorbans degerlerinin Olciilmesiyle analiz gerceklestirilir

(Apak vd., 2004; Eren, 2011; Ardag, 2008; Badarinath vd., 2010; Gokgdz, 2015). Test
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sonuglar1 troloks esdegeri antioksidan kapasite cinsinden, TEACcyuprac Olarak ifade
edilir. (Apak vd., 2004; Ardag, 2008; Eren, 2011).

Bu calisma kapsaminda Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasite tayini Giigli
vd. (2006) ve Eren (2011)’in yontemlerinin modifiye edilmesiyle gergeklestirildi (Giiglii
vd., 2006; Eren, 2011). 1x10? M CuCl,, 7,5x10° M neokuproin ¢ozeltileri ve amonyum
asetat tamponundan (pH: 7) 1’er mL alindi. Uzerlerine son hacim 4,1 mL olacak
sekilde, 600 pL ekstre ¢ozeltisi ve 500 puL ekstre ¢ozgeninden ilave edilip iyice
calkalanarak, oda sicakliginda agzi kapali olarak 30 dakika bekletilip 450 nm’de
absorbanslar okundu. Standart olarak troloks ve C vitamini kullanildi. Troloks i¢in elde
edilen grafigin egimi (Sekil 3.3.) ile ornekler i¢cin elde edilen dogrularin egimleri

oranlanarak CUPRAC aktivitesi (TEACcuprac) Olarak ifade edildi.

1.5+

y=0,005967X-0,0094
R?=0,9957

Absorbans 450nm

0.0 T T T !
0 50 100 150 200 250 300

Derisim (pg/mL)

Sekil 3.3. Troloksun kalibrasyon egrisi (R* =0,9957)

3.2.4.1.5. HUVEC ve L929 hucre kulturlerinde lipid peroksidasyonu tayini

Calisgmamiz kapsaminda; 1-1000 pg/mL araliginda farkli konsantrasyonlarda
aronya meyve ekstrelerinin, HUVEC ve 1929 hiicre hattina uygulanmasi sonucu in
vitro kosullarda saglam hiicre kiiltiirlerinde meydana gelen degisimlerin ve hiicrelerin
antioksidan yiikiindeki degisimlerin bazi biyokimyasal parametreler ortaya konulmasi

hedeflendi. Bunun igin aronya bitki ekstrelerinin uygulanmasi ile, HUVEC ve L1929
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hicrelerindeki lipit peroksidasyonunun son drund olan malondialdehit (MDA)
diizeyinin belirlenmesi analizi yapildu.

Biyokimyasal parametrelerin analizlerinin yapilabilmesi i¢in, hiicre kiiltiirlerinde
aronya bitkisinin farkli ¢oziiciilerle hazirlanmis ekstreleri 24 saat siiresince
uygulandiktan sonra, hiicre numunelerine 1/9 (v/v) oraninda fosfat tamponu (pH=7,4;
50 mM) eklendi ve sogutuculu ortamda homojenizasyon islemleri gergeklestirilerek,
homojenizatlar, 3000 rpm de 15 dakika boyunca santriftj edildi. Santriflij sonucu elde
edilen silipernatantlar Malondialdehit (MDA) diizeylerinin analizi i¢in kullanildi.
Malondialdehit (MDA) duizeylerinin analizi:

Hiicreler patlatilarak hiicre iclerindeki MDA diizeyleri, Dastan vd. (2014)’nin
onerdigi metod ile belirlendi. Tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 90-95 °C’de reaksiyona
giren MDA’nin olusturdugu, pembe renkli kromojen molekiiller, spektrofotometrik
olarak 532 nm’de okundu ve absorbanslar1 kaydedildi. Elde edilen sonuglar nmol/g

proteini olarak ifade edildi (Esterbauer ve Cheeseman, 1990; Dastan vd., 2014).
3.2.4.2. Antimikrobiyal aktivite
3.2.4.2.1. Mikrobiyal suslar

Aragtirmamiz kapsaminda inceledigimiz aronya bitkisi meyve ekstrelerinin
antimikrobiyal ve antifungal aktiviteleri, ¢esitli bakteri ve 1 adet maya mantar1 susu
kullanilarak, Mikrodiliisyon Broth yontemi (Eloff, 1998) kullanilarak, Minimum
Inhibisyon Konsantrasyon (MiK) degerlerinin bulunmas ile degerlendirildi. Test edilen
mikroorganizmalar olarak Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus cereus, Bacillus thurigiensis, Bacillus subtilis, Bacillus kochii ve
Candida albicans suslar1 kullanildi. Bitki ekstreleri %40 dimetil sulfoksit (DMSO)
icerisinde ¢ozdiiriilerek stok ¢ozeltiler hazirlandi. Bakteriler i¢in Mueller Hinton Broth
(Accumix® AM1072), Candida albicans igin Saboraud Dekstroz Broth (Himedia
MEO033) besiyerleri kullanildi. 96’lik mikrotitre plakalarinin ilk sirasindaki kuyucuklara
90 ul, diger kuyucuklara 50°ser ul besiyeri eklendi. 11. Siradaki kuyucuklar sterilite
kontrol olarak kullanildi ve 100 pl besiyeri eklendi. 12. Siradaki kuyucuklar ise lireme
kontrol olarak kullamldi. ilk siradaki kuyucuklar iizerine 10 ul ekstre eklendi ve seri
sulandirim yapildi. MHB Kanli agar besiyerinde lireyen mikroorganizmalardan 6ze ile
alinarak mikroorganizmalardan McFarland 0,5 bulanikliginda siispansiyon hazirlandi.
Bakteriler icin 5x10° CFU/mL, Candida albicans icin 0,5-2,5 x10° CFU/mL olacak

sekilde her kuyucuga 50 pl mikroorganizma siispansiyonu eklendi. Bakteri eklenen
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plaklar 37 °C’de, Candida albicans eklenen plaklar 35 °C’de 16-24 saat inkube edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda iiremenin goriiniir hale gelmesi icin her kuyucuga 50 pl 2
mg/mL 2,3,5-Trifenil-tetrazolyum kloriir (TTC) (Merck, Germany) eklendi ve 37 °C’de
2 saat inkube edildi. Testler 3 tekrarli olarak yapildi. Kuyucuklarda renk degisiminin
olmadig ilk kuyucuklar MIK degeri olarak kabul edildi (Sarag vd., 2018a, 2018b).

3.2.4.3. In vitro antitimor aktivite belirlenmesi

Bu calisma kapsaminda aronya bitkisi meyve ekstrelerinin in vitro antitimor
aktivitelerinin  belirlenmesi icin; meme kanseri (MCF-7) ve insan servikal
adenokarsinoma (HeLa) hiicre hatlar1 kullanildi. Kanser hiicre hatlari, DMEM igerisinde
75’lik flasklarda CO, inkiibatore kaldirilarak, yeterli oranda ¢ogalmalart i¢in inkiibe
edildi (Sara¢ vd., 2018a, 2018b).

Hiicre hatlari, 37 °C’ lik %5 CO; igerigine sahip bir etiiv i¢inde 25 cm? flasklarda,
DMEM (ylksek glukoz, 2mM L-glutamine ve sodyum piruvat) ve %10 FBS iceren
besiyerlerinde kultire edildi. Pasajlama durumuna gelen flasklar secilerek ekim
islemine baslandi. Bu islem steril bir laminar Flow-kabinde gergeklestirildi. Ekim i¢in
tercih edilen flasklarin ortami bosaltildi. Flaska yapisan hiicrelerin kaldirilmasi amaci
ile ortama 5 mL Tripsin-EDTA soltsyonu (%0.25) ve fosfat tamponu (PBS) eklendi.
Tripsinin iizerine 15 mL DMEM eklendi ve pipetaj yapilarak flasklarin igerisinin iyice
yikanmas1 saglandi. Flasklar daha sonra bir flask bir falkon olacak sekilde falkonlara
aktarildi. Hiicrelerin 96’lik hiicre kiltlirii plakalarina ekilmesi i¢in uygun sekilde
cogaldiklarinin belirlenmesi ve sayim yapilmasi amaciyla Tripan mavisi ile boyama
yapilarak, Thoma lamu1 ile invert mikroskop kullanilarak sayim islemleri yapildi (Sarag
vd., 2018a, 2018b). Falkonlar 2000 rpm hizda 8 dakika santrifiijlendi ve santrifiij
isleminden sonra hiicrelerin falkonlarm alt kisminda toplanmasi saglandi. Ust faz
dokiilerek, falkonlara yavas yavas vurularak hiicreler kaldirildi ve hiicrelerin Gzerine 20
mL DMEM ve 5 mL FBS eklendi. 96 kuyucuktan (100 pl/plate boslugunda 5x10° hiicre
olacak sekilde) her birine 200 pL lik karistm konuldu. islem bitiminde 96 kuyucuklu
plaklar inkiibatére (Autoflow IR) kaldirildi (Gorsel 3.7.) (Sarag vd., 2018a, 2018Db).
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Gorsel 3.7. CO;, inklibatdru

Hiicrelere bitki ekstrelerinin uygulanmast ve hiicre biiyiime performanslarinin
belirlenmesi:

96 kuyucuklu plaklara ekilen hiicrelerin  iizerine sirasiyla  farkli
konsantrasyonlardaki ekstreler 3 tekrarli olacak sekilde eklendi ve islem bitiminde 96
kuyucuklu plaklar inkiibatore kaldirildi, hiicre kiiltiirleri 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda, hiicre biiyiime performanslar1 Zeiss Axio inverted mikroskop
(10x)’lu goriuntileme sistemi kullanilarak fotograflari ¢ekildi. Hiicreler %1 SDS igeren
PBS tamponu icinde izole edildi ve methylene blue soliisyonu ile boyandi. Yasayan ve
biiyiiyen hiicrelerin sayiminin yapilmasi amaciyla metilen mavisi boyasi kullanildi.
Hiicrelere MTT uygulanmasi ve canlilik tespiti:

24 saat sonra, 10 mikrolitre 12 mM MTT (Vybrant, Invitrogen) soliisyonu
kuyucuklara ilave edildi ve %5 CO, kapasitesine sahip etiivde 37°C'de 4 saat inkiibe
edildi. Hiicrelerin sitotoksik aktivitesini belirlemek igin 4. saat sonunda olusan mor
rengin absorbansi 570 nm'de mikroplaka okuyucuda (Thermo, ABD) 6l¢iildi (Gorsel
3.8. ve Gorsel 3.9.). MTT deneyleri sonucunda Graphpad programi kullanilarak ICsg
degerleri hesaplanmis ve ardindan grafikler olusturulmustur. Bilesiklerin segicilik
indeksi (SI), saglikli hiicre hattindaki ICsp/kanser hattindaki ICsp orani elde edilerek
hesaplanmistir (Al-Qubaisi vd., 2011).
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Gorsel 3.8. MTT reaksiyonu hazirlanmis 96 kuyucuklu plak

Gorsel 3.9. MTT reaksiyonu hazirlanan platelerin absorbans degerlerinin okundugu Elisa plate okuyucu

3.2.4.4. In vitro sitotoksik aktivite belirlenmesi

Cesitli biyotik veya abiyotik faktorler, Kimyasal ve biyolojik maddeler hiicreleri
degisik derecelerde etkileyerek sitotoksisiteye yol agabilirler. Bir maddenin hiicreler
tizerindeki biyolojik davranisinin anlagilabilmesi i¢in saglam hiicreler {izerindeki toksik
ya da non-toksik etkisinin belirlenmesi gereklidir. In vitro sitotoksisite testleri, ilag
niteligi tasiyan, ilag olma potansiyeli bulunan sentetik veya dogal, bitkisel veya
mikroorganizma kaynakli dogal ekstre ve iiriinlerin veya toksik profili arastirilan
maddelerin  degerlendirilmesi amaciyla gerceklestirilen yontemlerdir. Bu tez

kapsaminda in vitro sitotoksisite aragtirmasi i¢in insan endotelyal hiicre (HUVEC) hatti
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ve fare fibroblast hiicre (L929) hatt1 kullanilmistir. Hiicre kiiltiirlerinde, ¢ok sayida aday
bilesigin veya ekstrelerin kisa silirede analiz edilmesi miimkiin olmakta ve yapilacak
hayvan denemeleri i¢in temel veriler elde edilebilmektedir. Farkli mekanizmalara ve
hassasiyetlere sahip cok sayida sitotoksisite testi bulunmakla birlikte bu tez projesi
kapsaminda MTT testi kullanilmigtir. Tetrazolyum tuzlari, heterosiklik organik
bilesiklerdir. Tetrazolyum bilesikleri ile yapilan canlilik testlerinde ilk asamada hiicreler
24 saat bitki ekstreleri ile inkiibe edildi. MTT soliisyonu hazirlandi (5mg/ml), bunun
icin MTT kimyasali, dH,O icinde ¢ozindurildi ve kullanmadan 6nce siiziildii. Ikinci
asamada 96 kuyucuklu plaklarda inkiibe edilmekte olan mediumlar bosaltildi ve hiicre
kaltarleri Gzerine 50 mL MTT tetrazolyum bilesigi ve 50 mikrolitre yeni besiyeri
eklendi. Ortalama 1-4 saat boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Bu esnada canli hiicreler
tetrazolyum tuzunu indirgeyip formazana doOniistiirirek mor renk olusumu
gerceklestirirken, 6lii hiicreler mitokondrileri artik ¢calismadigi i¢in renk doniisiimiinii
basaramamaktadir. Spektrofometre i¢in formazan kristallerini ¢ozmek igin 200
mikrolitre DMSO ¢oziiciisii ilave edildi ve hafif¢e karistirilarak homojenlestirilmesi
saglandi. Son asamada ise renk degisimi spektrofotometrik yontemle 570 nm dalga
boyunda Olciilerek canli/6lii hiicre sayisi belirlendi (Tokur ve Aksoy, 2017; Mossman,
1983; Riss ve Moravec, 2004). Elde edilen spektrofotometrik veriler, Graphpad
programinda ICsg degerlerine doniistiiriilerek, aronya bitkisi meyvelerinden yapilan 6
farkli ekstrenin HUVEC ve 1929 hiicrelerinde herhangi bir oldiiriicii toksik etkilerinin

olup olmadig1 degerlendirilmistir.
3.2.4.5. DNA hasarint énleyici aktivite

DNA hasarinin tayininde veya DNA koruyucu aktivitelerin belirlenmesinde ¢esitli
yontemler kullanilsa da tiim laboratuvarlarda rutin olarak kullanilan en basit
yontemlerden biri jel elektroforezidir. Agaroz jel elektroforez teknigi, ¢esitli amaglarla
izole edilen DNA ve RNA'larin tanimlanmasi, hangi formda olduklarinin belirlenmesi,
boyutlarinin belirlenmesi ve 6zellikle degisiklikler sonrasi elde edilen yeni formlarin
incelenmesi acisindan molekiiler genetik alaninda 6nemli bir deneysel sistemdir.
(Takim, 2010).

Plazmit DNA'sinin ii¢ formu vardir:

1) Siiper sarmal (stipercoiled, DNA {izerinde kirik zincir yoktur ve ¢ok yogun

dairesel komplekstir, Form 1);
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i1) agik dairesel (DNA zincirlerinden birinde kirik bir zincir var ve DNA molekuli
hala dairesel DNA, Form 11);

1i1) lineer (DNA dubleks zincirinde iki kirik zincir vardir, yani dairesel degildir,
lineer ¢ift gerilmis DNA'ya doniisiir, Form III)

Agaroz Jel Elektroforezinde bu formlar farkli hizlarda hareket eder (Takim,
2010). Form I, yiik yogunlugunun azligi ve kiiciik hacmi nedeniyle jelde en hizl
hareket eder. Form II biraz daha yogun oldugu i¢in daha yavas hareket eder. Form III,
Form I ve Form II arasinda bir hacimde oldugu icin her iki bandin arasinda bir seviyede
konumlanir (Sekil 3.4.; Takim, 2010).

Bu yonteme gore, bitki ekstrelerinin DNA hasarin1 6nleme yetenegi, DNA'ya
zarar veren faktorler olan hidrojen peroksit (H.O,) ve UV 1s181 varhiginda
degerlendirilmistir. Form I, saglam kovalent olarak kapali dairesel formdadir ve hizli
hareket eder. Eger bir zincir iizerinde degisiklik meydana gelirse, siiper-sarmal form,
daha yavas hareket eden bir acik dairesel form II olusturmak i¢in gevseyecektir. Her iki
cift zincir de herhangi bir faktor tarafindan boliiniirse, form I ve form II arasinda goc

eden lineer form III olugsmaktadir.

Form I Form II Form III

:

Genellikle bir ilacin antineoplastik aktivitesinin, hiicresel DNA ile etkilesimine

Form II
Form III

L +Forml

Sekil 3.4. Plazmit DNA 'simin farkli formlar: (Takim, 2010).

dayandig1 kabul edilir. Hiicre DNA hasarini1 gideremezse, hiicreler metabolik yollardan

biri ile 6lirler (Bogatarkan vd., 2015; Wang ve Lippard, 2005).
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3.2.4.5.1. Elektroforez metodu

DNA, protein, karbonhidrat, RNA gibi dogal olarak pozitif veya negatif yikii
bulunan molekiiller veya ¢esitli 6n islemlerden sonra yiiklendirilmis tiim bilesikler
elektroforez yontemi ile ayristirilabilmektedir. Elektroforez isleminde her molekiiliin
ayristirilmasi igin farkli tamponlar kullanilabildigi gibi, ayn1 molekiil igin Tris-Asetat-
Edta (TAE), Tris-Borik asit-Edta (TBE) gibi farkli tamponlarda tercih edilebilmektedir.

3.2.4.5.2. DNA koruyucu aktivitenin tespiti

Ekstrelerin, DNA’y1 UV ve oksidatif kaynakli hasarlardan koruma etkinliklerinin
tespiti i¢cin pBR322 plazmit DNA’si (Thermo) kullanilmistir. Plazmit DNA’s1,
ekstrelerin varhiginda H,O, ve UV uygulamasina maruz birakilarak hasar olugsmasina
calisilmigtir. Russo vd. (2000) tarafindan belirlenen metodda bir miktar degisiklik
yapilarak Takim (2010) ve Berk (2012) tarafindan optimize edilen yOntem
kullanmilmistir (Berk, 2012; Takim, 2010; Russo vd., 2000). %1,5’lik agaroz jel
hazirlanarak, DNA bantlarinin goriintiilenmesine ¢aligilmistir.

DNA koruyucu aktivite igin bitki ekstrelerinden Oncelikle %10,0’luk stok
derisimler hazirlanmasi1 yoluna gidilmistir. Ekstrelerin %10,0’luk stok derisimlerinin
hazirlanmas1 amaciyla ekstrelerden sirasiyla 100 mg tartilarak tizerlerine 1000 pL
distile su eklenmistir. Ekstrenin tamamen c¢oOziinmesi saglandiktan sonra seyreltme
islemi gergeklestirilmistir.

Stok bitki ekstrelerinin seyreltilmesi basamaginda:

1/10 oraninda seyreltme i¢in 5 pL stok ekstre lizerine 45 pL distile su (dH,0)
eklenmistir.

1/5 oraninda seyreltme ig¢in 10 uL stok ekstre tizerine 40 uL distile su (dH.0)
eklenmistir.

1/2,5 oraninda seyreltme i¢in 20 pL stok ekstre iizerine 30 pL distile su (dH,0)
eklenmistir.

1/1,25 oraninda seyreltme igin 40 pL stok ekstre iizerine 10 pL distile su (dH,0)
eklenmistir.

Plazmit DNA sinda hasar olusturma ve bitki ekstrelerinin etkisinin incelenmesi:

2 ml’lik eppendorf tiipler sirasiyla etiketlenir ve iclerine asagidaki bilesenler
konularak deney prosediirii uygulanir.

1. Kontrol: Plazmit DNA (3 pL) + dH,0 (6 uL) konulur.
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2. Kontrol: Plazmit DNA (3 pL) + dH,O (6 pL) konulur + UV 11k altinda 5 dk
bekletilir.

3. Kontrol: Plazmit DNA (3 uL) + dH,O (6 uL) + H,0, (1 pL) konulur + UV 151k
altinda 5 dk bekletilir.

4. Kontrol: Plazmit DNA (3 uL) + dH,0 (6 pL) + H,O, (1 pL) konulur.

5. Plazmit DNA (3 pL) + Bitki ekstresi (5 uL) + H,O, (1 uL) konulur + UV 1s1k
altinda 5 dk bekletilir.

6. Plazmit DNA (3 pL) + Bitki ekstresi (5 uL) + H,O, (1 uL) konulur + UV 11k
altinda 5 dk bekletilir.

7. Plazmit DNA (3 pL) + Bitki ekstresi (5 uL) + H,O, (1 puL) konulur + UV 1s1k
altinda 5 dk bekletilir.

8. Plazmit DNA (3 pL) + Bitki ekstresi (5 uL) + H,O, (1 uL) konulur + UV 1s1k
altinda 5 dk bekletilir.

9. Plazmit DNA (3 pL) + Bitki ekstresi (5 uL) + H,O, (1 puL) konulur + UV 1s1k
altinda 5 dk bekletilir.

5 nolu tlpe 1/10, 6 nolu tlpe 1/5, 7 nolu tipe 1/2,5, 8 nolu tiipe 1/1,25 oraninda
seyreltme yapilan bitki ekstrelerinden 5,0 pL konulmustur. 9. tlipe ise seyreltme
yapmadan dogrudan 5,0 puL stok ekstre ¢ozeltisi eklenmistir. Tiiplerin igerisine 3,0 pL
pBR322 plazmit DNA’s1 ve 1,0 pL %30’luk H,O; konulmustur. Bitki ekstrelerinin
oldugu tiipler, 3. ve 4. tiipler ile birlikte 5 dk siiresince UV 1sinlarina maruz biraktiktan
sonra 2,0 pL yilikleme tamponu eklenerek %]1,5’lik agaroz jele yiliklenmistir. Isik
kaynagi olarak oda sicakliginda 302 nm dalga boyunda ve 8000 pW/cm2 yogunlukta
151k iireten UV transliiminator cihazi kullanilmigtir. Bu test sisteminde kontrol olarak,
UV ve H,0O, uygulamasi yapilmamis pBR322 plazmit DNA’s1 kullanilmistir (Takim,
2010; Berk, 2012). UV 1s1@ina maruz birakilarak ortamda bulunan H,O,’nin OH
radikaline parcalanmasi ve plazmit DNA’da hasar olusturmasi ve bitki ekstrelerinin

koruyucu 6zelliginin ortaya ¢ikarilmast hedeflenmistir.
3.2.4.5.3. Agaroz jelin hazirlanmasi ve goriintiilenmesi

Agaroz jelin hazirlanmas1 asamasinda asagidaki prosediir uygulandi:
1. Elektroforez cihazina ait plastik plaka ile bir kalip olusturulur ve plaka yatay
konumda, diizgiin bir yere yerlestirilir. Ornek sayisina uygun olacak sekilde tarak

plastigi yerlestirilir.
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Agaroz (1,5 g), 250 mL’lik bir erlen icerisinde bulunan 100 mL 1x Tris Borik asit
EDTA (TBE) tamponuna ilave edilir ve erlen agaroz eriyene kadar mikrodalga
firinda tutulur.

Agaroz ¢0zeltisi daha sonra 50-60 °C’ye kadar sogutulur. Daha sonra 1,5 pL
etidyum bromiir (10 mg/mL) ilave edilir ve karistirilir.

Agaroz ¢ozeltisi, tarak yerlestirilmis plastik plakaya dokiiliir.

Jelin polimerlesmesi i¢in oda sicakliginda 15-20 dakika bekletilir. Jel donduktan
sonra taraklar ve plakanin kenarlarindaki kalip aparatlar1 dikkatle ¢ikarilir.
Donmus katilagmis olan jel, elektroforez tanki igine uygun yonde yerlestirilir ve
tankin igerisi maksimum ¢izgisine erisinceye kadar 1x TBE tamponu ile
doldurulur.

Orneklerin agaroz jele vyiklenmesi, jelin yirutilmesi ve gorintilenmesi

asamalarinda agagidaki prosediir uygulandi:

1.

UV’ den ¢ikarilan eppendorf tiplerine 5 pL yikleme tamponu (6x loading dye)
ilave edildi.

Tarak aparatinin ¢ikarilmasiyla olusan jelin kuyucuklarinin elektroforez tamponu
ile iyice temas etmesi, doldurulmasi saglanir. Bu islem sirasinda jelin iizerini
kaplayacak sekilde 1x TBE tamponu olmasina dikkat edilmelidir.

Hazirlanan DNA &rnekleri uygun bir pipet ile tampon dolu kuyucuklara dikkatlice
yuklendi.

Tankin kapagi kapatildi ve elektrik baglantilar1 yapildi. DNA katottan (siyah
uctan) anoda (kirmiz1 uca) dogru hareket eder. DNA molekiiliiniin yiikii tagidig
fosfat gruplarindan dolay1 negatif (-) oldugu i¢in uygulanan elektrik alaninda
pozitif kutba (+) dogru hareket edecektir. Elektroforez 40 V’ta 500 mA akim
uygulanarak 3 saat sureyle ydratuldi.

Elektrik akimi kesildi, elektroforezin kapag ¢ikarildi.

Agaroz jel, fotografin1 ¢ekerek, DNA bantlarinin incelenmesi amaciyla UV

transilluminatér cihazi tlizerine alindi. Burada jele, alttan ultraviyole 1sik verilerek,

etidyum bromidin baglandigi DNA fragmentlerinin gozle goriilmesi saglandi. Etidyum

bromid kimyasali toksik ve kanserojen bir kimyasal olup genetik materyal olan

DNA’nin ¢ift zincirli baglar1 arasina girerek sikica baglanma 6zelligi gostermektedir.

Etidyum bromid floresan bir madde olup ultra viyole (UV) 1s1k altinda 1s51ma yaparak

gorinmektedir. Bu basamakta DNA fragmentlerinin arasina etidyum bromid kimyasali
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girerek baglandigi icin UV 1sikta incelendiginde jel lizerindeki DNA’larin da goriilmesi
saglanmis olur. Daha sonra jelin fotografi jel goriintiileme sistemi ile ¢ekildi.

DNA bantlarinin jelde verdikleri i1simalarin yogunluguna goére, kuyucuklara
yiiklenmis DNA’larin bantlara gore yiizdesi jel goriintiileme sistemi (Gel Doc, BioRad)
lizerinden algoritmalarin optimize edilmesiyle hesapland1 (Kavsaoglu ve Ozkara, 2021;

Lazar, 2021; Ozkara, 2019; Pavel an Vasile, 2012; Horgan ve Glasbey, 1995).
3.2.4.6. Istatistiksel degerlendirme

Verilerin analizinde SPSS 23.0 (IBM Corporation, Armonk, New York, Amerika
Birlesik Devletleri) programi kullanildi. iki grubu karsilastirmak icin Independent-
Samples T testi kullanilirken, ikiden fazla grubu birbiriyle karsilastirmak i¢cin One-Way
Anova testi; Post Hoc analizleri i¢in LSD, Dunnett ve Games Howell testleri kullanildi.
Parametrik olmayan kosullardan Kruskal-Wallis Testi teknigi kullanilmistir. 1Csp
degerleri Graphpad programi kullanilarak hesaplandi. Nicel veriler ortalama + S.D.
(standart sapma) degerler tablolarda ifade edilmistir. Kategorik veriler n (say1) ve yiizde
(%) olarak ifade edildi. Veriler %95 giiven diizeyinde analiz edildi ve p degeri 0,05'ten
kiictikse anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tez galismamizda 6ncelikle aronya meyvelerinin metanol, %70 etanol, etanol, etil
asetat, hekzan ve su ekstraksiyonlar1 hazirlanmig, ¢alismanin amacina uygun olarak tiim

analitik ve biyolojik aktivite analizleri ger¢eklestirilmistir.
4.1. Ekstraksiyon

Farkli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstrelerin verim hesaplar1 kuru bitki {izerinden %
olarak hesaplanmistir. Meyveye ait ekstraksiyon verimleri %68,6 g ve %1,25 g arasinda

degismektedir. En yiksek verimin metanollli ¢6ziicu ile en diisiik verimin ise hekzanl

¢0zucu oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Aronia melanocarpa meyvelerinin farkl ¢oziiciilerle hazirlanmis ekstre verimleri

Ekstre % Ekstraksiyon verimi
Metanol %68,6
%70 Etanol %36,84
Etanol 95,72
Etil asetat %2,15
Hekzan %1,25
Su %30,85

4.2. Analitik calismalar
4.2.1. Yiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) sonuclar:
4.2.1.1. Fenolik bilesiklerin HPLC analizi sonuclart

Caligilan 6 farkli ekstrenin HPLC analizi sonuglarina gore; metanol, %70 etanol,
etanol ve etil asetat ekstrelerinde referans olarak analiz edilen standart fenolik bilesikler
(Ferulik asit, kafeik asit, kersetin, kersetin-3- galaktozit, p-kumarik asit) (Sekil 4.1.,
Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5.) tespit edilmistir (Sekil 4.6., Sekil 4.7., Sekil

4.8., Sekil 4.9.). Fenolik bilesiklerce en zengin ekstrenin etil asetat ekstresi oldugu
ortaya konulmus ve Tablo 4.2.”de belirtilmistir.
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Sekil 4.1. Ferulik asit HPLC kromatogrami (R.T.: 10.416)
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Sekil 4.2. Kafeik asit HPLC kromatogrami (R.T.: 5.408)
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Sekil 4.3. Kersetin HPLC kromatogrami (R.T.: 17.419)
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Sekil 4.4. Kersetin-3-galaktozit HPLC kromatogrami (R.T.: 4.620)

37



VWDTA, {ESG 2022-08-16 09-33-20013-0901 D)

2023

&
&

5 1] 15 2 25 2 kL 40 m

Sekil 4.5. p-Kumarik asit HPLC kromatogrami (R.T.: 8.809)
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Sekil 4.6. Metanol ekstresi HPLC kromatogrami (p-kumarik asit R.T.: 8.594; Ferulik asit R.T.: 10.349)
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Sekil 4.7. %70 lik etanol ekstresi HPLC kromatogrami (kersetin-3-galaktozit R.T.:4.576; kafeik asit R.T.:
5.381)
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Sekil 4.8. Etanol ekstresi HPLC kromatogramu (kersetin-3-galaktozit R.T.:4.644; kafeik asit R.T.: 5.371)
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VWD A Wavelengih=330 nm (ESG 2022-08-16 09-33-261005-0101 D)
mAU {

Sekil 4.9. Etil asetat ekstresi HPLC kromatogrami (kersetin-3-galaktozit R.T.:4.644; kafeik asit R.T.:
5.371; p-kumarik asit R.T.:8.509; kersetin R.T.:17.862)

Tablo 4.2. Aronia melanocarpa meyve ekstrelerinin fenolik bilesikleri (R.T.: Retention time)

o o ) Kersetin-3- o

Ferulik asit  Kafeik asit Kersetin ) p-Kumarik asit
Ekstre galaktozit

R.T.:10.416 R.T..5408 R.T.:17.419 R.T.: 8.809

R.T.: 4.620

Metanol 10.349 - - - 8.594
%70 Etanol - 5.381 - 4576 -
Etanol - 5.371 - 4.644 -
Etil asetat - 5.371 17.862 4.644 8.509
Hekzan - - - - -
Su - - - - -

4.2.1.2. Antosiyanin bilesiklerinin HPLC analizi sonuclart

Deneyler i¢in hazirlanan 6 farkli ekstrenin HPLC analizi sonuglarina gore;
elimizdeki mevcut standart antosiyanin bilesiklerinin (malvin ve malvidin-3-0-glukozit)
referans olarak analizi yapilmis ve 6 farkli ekstreden sadece metanol ekstresinde malvin
bilesigi tespit edilmistir (Sekil 4.10., Sekil 4.11.). Ancak eldeki sonuglara gore %70

etanol, etanol ve su ekstrelerinin de farkli antosiyanin bilesikleri icerdigi goriilmiistUr.
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Sekil 4.10. Antosiyanin standart karisumi HPLC kromatogrami (malvin R.T.: 4.711; malvidin-3-0-
glukozit R.T.:7.175) (R.T.: Retention time)
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Sekil 4.11. Metanol ekstresi HPLC kromatogrami (malvin R.T.: 4.590) (R.T.: Retention time)

4.2.2. Toplam fenolik madde miktar tayini sonuclari

Aronya meyve ekstrelerinin toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu’s
metodu ile belirlenmis ve gallik asit es degeri (GAE) olarak ifade edilmistir. Veriler
incelendiginde; en yiiksek toplam fenolik madde iceren ekstrenin etil asetat ekstresi
(48,28 = 15,5 mg GAE/Q), en diisiik toplam fenolik madde ig¢eren ekstrenin ise hekzan
ekstresi (24,36 + 11,99 mg GAE/g) oldugu gozlenmis ve tim ekstrelere ait toplam
fenolik madde miktarlar1 Tablo 4.3.’te belirtilmistir.

Tablo 4.3. Aronia melanocarpa meyve ekstrelerinin toplam fenolik madde miktar: (mg GAE/g ekstre)

Toplam Fenolik Madde Miktar:

Ekstre Absorbans Degerleri
(mg GAE/g ekstre)

Metanol 0,892 43,19+ 5,48
%70 Etanol 0,752 36,24 + 3,20
Etanol 0,800 38,59 +9,33
Etil asetat 0,998 48,28 + 5,51
Hekzan 0,509 24,36 + 1,99
Su 0,685 32,97 +13.21
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Aronia ekstreleri

Sekil 4.12. Bitki ekstrelerinin gallik asite esdeger (mg GAE/g) toplam fenolik madde miktart

4.2.3. Toplam flavonoit miktar tayini sonuglari

Aronya meyve ekstrelerinin toplam flavonoit i¢erik miktar1 Aliiminyum Kkloriir
(AICI3) kolorimetrik metodunun modifiye edilmesiyle tayin edilmis (Aydin, 2021) ve
kersetin es degeri (QE) olarak ifade edilmistir. Veriler incelendiginde; en yiiksek toplam
flavonoit madde igeren ekstrenin etil asetat ekstresi (15,935 £ 0,158 miktar1 mg QE/g),
en diisiik toplam flavonoit madde iceren ekstrenin ise hekzan ekstresi (9,832 = 0,111 mg
QE/g) oldugu gozlenmis ve tiim ekstrelere ait toplam flavonoit madde miktarlar1 Tablo

4.4. ve Sekil 4.13.’te belirtilmistir.

Tablo 4.4. Aronia melanocarpa meyve ekstrelerinin toplam flavonoit madde miktari (mg QE/g ekstre)

Toplam Flavonoit Madde Miktari

Ekstre Absorbans Degerleri
(mg QE/g ekstre)

Metanol 0,495 12,585 + 0,145
%70 Etanol 0,552 14,137 + 0,158
Etanol 0,600 15,445 + 0,169
Etil asetat 0,618 15,935 + 0,158
Hekzan 0,394 9,832+0,111
Su 0,455 11,496 + 0,213
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Sekil 4.13. Bitki ekstrelerinin kersetine esdeger (mg/g) toplam flavonoit miktarlart

4.2.4. Toplam antosiyanin miktar tayini sonugclari

Aronya meyve ekstrelerinin toplam antosiyanin madde miktar1 pH diferansiyel
metodu ile belirlenmis ve siyanidin-3-glukozit es degeri (Cyn-3-glu) olarak ifade
edilmistir. Veriler incelendiginde; en yiiksek toplam antosiyanin madde iceren ekstrenin
metanol ekstresi (8,649 £ 0,192 mg Cyn-3-glu/g), en diisiik toplam antosiyanin madde
iceren ekstrenin su ekstresi (6,221 + 0,158 mg Cyn-3-glu/g) oldugu gozlenmis, etil
asetat ve hekzan ekstreleri icin ise absorbans belirlenememistir. Tiim ekstrelere ait

toplam antosiyanin madde miktarlar1 Tablo 4.5. ve Sekil 4.14.’te belirtilmistir.

Tablo 4.5. Aronia melanocarpa meyve ekstrelerinin toplam antosiyanin madde miktarr (mg Cyn-3-glu/g

ekstre)
Toplam Antosiyanin Madde Miktari
Ekstre Absorbans Degerleri
(mg Cyn-3-glu/g ekstre )

Metanol 51,799 8,649 + 0,192

%70 Etanol 43,245 7,221 +£0,127

Etanol 45,208 7,549 £ 0,153

Etil asetat <0,001 <0,2 Belirlenmedi

Hekzan <0,001 <0,2 Belirlenmedi

Su 37,25 6,221 + 0,158
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Sekil 4.14. Aronia melanocarpa meyve ekstrelerinin toplam antosiyanin madde miktari (mg Cyn-3-glu/g
ekstre)

4.3. Biyolojik Aktivite Sonuglari
4.3.1. Antioksidan aktivite sonuclari
4.3.1.1. DPPH’ yéntemi aktivite sonuclart

Bu yontem ile Aronia melanocarpa meyvelerinin 6 farkli ¢6ziicii ile hazirlanms
ekstrelerinin ardigik seyreltme yoluyla farkli derisimlerdeki Orneklerinin DPPH®
¢ozeltisinin rengini agma kapasiteleri, % inhibisyon olarak belirlenmistir. Tablo 4.6. ve
Sekil 4.15.’te gorildigi iizere antioksidan kapasitesi yiiksek Ornekler metanol, etanol
ve %70 etanol ekstreleridir.

Sonuglar incelendiginde; DPPH® yontemine gore serbest radikalleri inhibe etme
Ozelliginin en yiiksek oldugu ekstre metanol, en diisiik oldugu ekstrelerin ise hekzan ve

etil asetat ekstresi oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.6. Aronia melanocarpa meyve ekstrelerinin serbest radikal Gzerinden hesaplanan inhibe

degerleri
Ekstreler/Standart Cozelti ICs (mg/mL)
Metanol 0,014 £ 0,001
%70 Etanol 0,023 + 0,002
Etanol 0,020 + 0,004
Etil asetat >10
Hekzan >10
Su 0,056 + 0,006
Askorbik asit 0,005 £ 0,001
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Sekil 4.15. Aronia melanocarpa meyve ekstrelerinin antioksidan kapasitelerinin DPPH* radikalini
suplrme kapasiteleri

4.3.1.2. ABTS® yontemi aktivite sonuclari

Aronya ekstrelerinin ABTS®" serbest radikalini stipiirme etkisi troloksun etkisine
esdeger olarak spektrofotometrik yontemle bulunmustur. Numunelerin antioksidan
etkileri troloksun (standart madde) ABTS®" radikalini siipiirme etkisi ile karsilastirilarak
saptanmistir. TEAC (Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi) degerinin tayininde
troloks standart antioksidanmin ABTS®" radikalini sipiirme etkisi 6lcllerek standart
calisma grafigi cizilmistir. Siipiirme etkisi % Inhibisyon olarak asagidaki formiil ile
hesaplanmustir.

% Inhibisyon = [(A6-Al) / A1]x100

Bitki ekstreleri ile de benzer Slgimler yapildiginda elde edilen grafiklerin
egimleri belirlenerek, standart grafigin egimine oranlanarak orneklerin troloks esdegeri
antioksidan aktivitesi (TEAC) hesaplanmistir (Tablo 4.7.) (Gliszczynska-Swiglo, 2006;
Ardag, 2008).
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Tablo 4.7. Standart antioksidanlar ve bitki ekstreleri icin ABTS®" radikali siipiirme aktivite degerleri
(Bitki Numunesinin veya standartin dogru denkleminin egimi/Troloks grafiginin dogru
denkleminin egimi)

TEAC ABTS™ katyon radikalini

Ekstreler/Standart Maddeler - o .
siipiirme degerleri (mM)

Metanol 0,345 £ 0,011
%70 Etanol 0,371 + 0,022
Etanol 0,381+ 0,034
Etil asetat 0,277 + 0,018
Hekzan 0,286 + 0,020
Su 0,342 + 0,026
Askorbik asit (Cvit) 0,799 + 0,028
Troloks 1

Sonug itibariyle; standart olarak kullanilan diger madde C vitamini olup esdeger
miktardaki troloksun yaklasik 0,799 katidir. Bitki ekstrelerinde esdeger miktardaki
troloks antioksidanina gore, ¢oziicii farkliligi hesaplamalarda 6nemli bir farka neden
olmamustir (Tablo 4.7. ve Sekil 4.16.). Radikal stipiirme aktivitesinin aronya bitkisinin
etanol, %70 etanol ve metanol ekstrelerinde daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ancak
bitkinin tiim ekstrelerinin ABTS®" siipiirme aktivitelerinin birbirine yakin oldugu
goriilmektedir. Diger taraftan Tablo 4.7.’den goriildiigii tlizere aronya bitkisinin
meyvelerinin etanol ekstresi es deger miktardaki standart antioksidan olarak alinan
troloksun yaklasik 0,381’1 kadar antioksidan aktivite gdstermektedir. Su ekstresi i¢in bu
deger yaklasik 0,342’dir. Sonu¢ olarak; en yuksek TEAC aktivitesi 0,381 degeri ile
aronya bitkisi meyvelerinin etanol ekstresinden, en diisiik TEAC aktivitesi 0,277 degeri
ile aronya bitkisi meyvelerinin etil asetat ekstresinden elde edilmistir (Tablo 4.7. ve

Sekil 4.16.).
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Sekil 4.16. Aronia meyve ekstrelerinin troloks esdegeri antioksidan kapasiteleri

4.3.1.3. Metal selatlama yontemi aktivite sonuglari

Metal selatlama aktivitesi lipit peroksidasyonuna sebep olan metalleri tuttugundan
dolay1 6nemlidir (Kandepu, 1999). Lipit peroksidasyonuna sebep olan radikaller, zararli
protein modifikasyonlarina ve DNA hasarlarina sebep olabilmektedir. Selatlama
yapabilen reaktifler, sekonder antioksidan molekiiller olarak belirlenmistir ve bunlar
redoks potansiyelini diisiirmektedirler. Bu yiizden metal iyonlarinin oksitlenmis
formlarini stabilize ederler. Ferrozin molekiilii Fe** molekliiyle miktarsal olarak tayin
edilebilecek kompleksler olusturabilmektedir (Giiltekin ve Oztiirk, 2020; Dastan, 2017).
Kompleks olusumu, ortamda selatlama ajaninin bulunmasi durumunda engellenir ve bu
da kompleksin belirteci olan kirmizi rengin miktarinda azalma meydana getirir. Bu
yiizden kirmizi renkli kompleksin azalmasiin Slgiilmesiyle selatér ajanin, selatlama
aktivitesi hesaplanmaktadir (Shawmi ve Parhangi, 1980; Dastan, 2017; Parlak ve
Koparir, 2018).

Bu c¢alisma kapsaminda yapilan deneylerde, aronya bitkisi meyve ekstrelerinin
veya standart antioksidanlarm varhginda ferrozin-Fe*? kompleksi, tam olarak

olusmamaktadir. Bu durum ¢alismamiz kapsaminda inceledigimiz aronya bitkisi
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ekstrelerinin metal selatlayici 6zelliklerini gostermektedir. Metal selatlama aktivitesi,
her bir bitki ekstresi igin 50-500 pg/mL olmak iizere farkli derisimlerde hazirlanmig
igeriklerle degerlendirilmistir. Aym1 zamanda ekstrelerle ayn1 konsantrasyonda
hazirlanmis standart antioksidan olarak kabul edilen troloks referans olarak
kullantlmistir. Tiim 6rneklerin 562 nm’de absorbanslari alinmis ve tutulan metalin
yiizdesi hesaplanmistir. Bu metotta, diisiik absorbans degeri hesaplama sonucunda
yuksek aktivite yiizdesine karsilik gelmektedir. Sonuglar Tablo 4.8. ve Sekil 4.18.’de

sunulmus, troloks standarti i¢in ise standart egrisi Sekil 4.17.’de verilmistir.

100.0-

Y = 0.1453*X + 6.797

RZ= 0,9080

75.0- P

Metal selatlama

50.0

25.0-

o_o‘ T T T T 1
o 100 200 300 400 500
Derisim (pg/mL)

Sekil 4.17. Troloks igin standart egri grafigi

Calismada kullanilan bitki ekstrelerinin konsantrasyon miktar1 arttikca metal
iyonlarmni selatlama aktivitesinde yiikselme oldugu goriilmiistiir. Isleme tabii tutulan
bitki ekstrelerinin % selatlama oranlar1 hesaplanmis ve ICsq degerleri bu veriler 1s181inda
belirlenmistir. Denedigimiz tiim bitki ekstreleri igerisinde aronya bitkisi etanol
ekstrelerinin metal selatlama aktivitesinin digerlerine gore biraz daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Diger bitki ekstreleri ve kullandigimiz standart ¢ozeltilerinin metal
selatlama kapasitelerine gore siralanmalar1 su sekildedir; Troloks>Etanol ekstresi>%70
Etanol ekstresi>Etil asetat ekstresi>Metanol ekstresi>Su ekstresi>Hekzan ekstresi
(Tablo 4.8.).
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Tablo 4.8. Calismada kullanilan standart ve bitki ekstrelerinin metal selatlama aktiviteleri

Metal Selatlama Aktivitesi

Ekstreler/
Standart madde I1Cs degerleri (mg/mL)
Metanol 1.301 mg/mL
%70 Etanol 1.275 mg/mL
Etanol 1.218 mg/mL
Etil asetat 1.293 mg/mL
Hekzan 1.358 mg/mL
Su 1.322 mg/mL
Troloks 0.921 mg/mL
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Sekil 4.18. Aronia melanocarpa meyve ekstrelerinin metal selatlama kapasiteleri

4.3.1.4. CUPRAC yontemi aktivite sonuglari

CUPRAC yontemi ile Aronia melanocarpa meyvelerinin 6 farkli ¢oziicii ile
hazirlanms ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin konsantrasyona karsi absorbans

grafikleri ¢izildi ve grafiklerin egimleri oranlandi. Bu ¢alismada troloks icin elde edilen

grafik sekili materyal metod kisminda verilmis ve Sekil 3.3°de gosterilmistir.

Bitki ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin derisimine karst CUPRAC y6ntemi
ile verdikleri absorbans sonuglarindan elde edilen grafiklerde, dogru denklemlerinin
egimleri ile hesaplama yapildi. Grafikteki her bir dogrunun egimi troloks icin elde

edilen dogru denkleminin egimine oranlanmis ve TEACcyuprac degerleri elde edilmistir
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(Tablo 4.9. ve Sekil 4.19.). Her bir standart ve bitki ekstresi i¢cin TEACcuprac degerleri
asagidaki esitlikten bulunmustur.
TEACcuprac degerleri = Bitki numunesinin veya standartin dogru denkleminin

egimi/Troloks grafiginin dogru denkleminin egimi

Tablo 4.9. Standart antioksidanlar ve bitki ekstreleri i¢cin TEACcyprac degerleri

Ekstreler/

Standart madde Egim TEACCUPRAC degerleri
Metanol 0,001426 0,239
%70 Etanol 0,001910 0,321
Etanol 0,002166 0,363
Etil asetat 0,001385 0,232
Hekzan 0,001283 0,215
Su 0,001948 0,327
C vitamini 0,006495 1,088
Troloks 0,005967 1
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Standart ve ekstreler

Sekil 4.19. Aronia meyve ekstrelerinin TEACcyprac kapasiteleri
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Standart olarak kullanilan C vitamini esdeger miktardaki troloksun yaklasik 1,088
katidir. Bitki ekstrelerinde esdeger miktardaki troloks antioksidanina gore, ¢Oziicii
farklilig1 hesaplamalarda 6nemli bir farka neden olmamustir (Tablo 4.9. ve Sekil 4.19.).
En fazla TEACcuprac aktivitesinin aronya bitkisinin etanol ve su ekstrelerinde oldugu
goriilmiistiir. Ancak bitkinin tiim ekstrelerinin TEACcyuprac aktivitelerinin birbirine
yakin oldugu gorilmektedir. Diger taraftan Tablo 4.9.°da goriildiigii lizere aronya
bitkisinin meyvelerinin etanol ekstresi es deger miktardaki standart antioksidan olarak
alinan troloksun yaklasik 0,363’i kadar antioksidan aktivite gostermektedir. Su ekstresi
icin bu deger yaklagik 0,327dir.

Sonug olarak; en yuksek TEACcuprac aktivitesi 0,363 degeri ile aronya bitkisi
meyvelerinin etanol ekstresinden, en diisiik TEACcuprac aktivitesi ise 0,215 degeri ile

aronya bitkisi meyvelerinin hekzan ekstresinden elde edilmistir.

4.3.1.5. Lipid peroksidasyon yontemi aktivite sonuclart

Aronia melanocarpa meyvelerinin 6 farkli ¢oziicii ile hazirlanms ekstrelerinin
HUVEC ve L929 hiicre hatlarina 100 pg/mL konsantrasyonda uygulanmasi ile genel
olarak kontrol grubuna gore hiicrelerde MDA degerlerinde istatistiksel bir farklilik
bulunmamistir (p>0,05). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda; diger tiim ekstrelerin
benzer degerlere sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 4.10.).

Tablo 4.10. HUVEC ve L929 hiicre hatlarinda 100 ug/mL konsantrasyonda Aronia melanocarpa meyve
ekstrelerinin uygulandiginda MDA seviyeleri

Ekstreler HUVEC hiicre hattt MDA seviyesi L.929 hiicre hattt MDA seviyesi
Metanol 4,02+0,19 2,63+0,17
%70 Etanol 4,15+0,15 2,59+0,14
Etanol 4,07+0,29 2,75+0,18
Etil asetat 4,08+0,16 2,80+0,19
Hekzan 4,10+0,15 2,67+0,15
Su 4,09+0,19 2,79+0,11
Kontrol grubu 3,96+0,16 2.68+0.15

4.3.2. Antimikrobiyal aktivite sonuglari

Aronia melanocarpa meyvelerinin 6 farkli ¢oziicli ile hazirlanmis ekstrelerinin

antimikrobiyal aktivitesi Tablo 4.11.’de sunulmustur. MiK degerleri< 0.1 mg/mL
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oldugunda madde 6nemli etkili; MIK degerleri 0.1<MIK < 0.625 mg/mL oldugunda
orta etkili, MIK degeri> 0.625 mg/mL olanlar ise diisiik etkili olarak smiflandirilir
(Kuete, 2010; Awouafack vd., 2013). Mevcut bulgular neticesinde; aronya meyve
ekstrelerinin genel olarak bazi mikroorganizmalar {izerinde orta diizeyde antimikrobiyal
aktivite gosterdigi ve etanolik ekstrelerinin diger ekstrelere gore daha yiksek
antimikrobiyal aktivite gosterdigi ortaya ¢ikmistir. Ayrica ¢alisma sonucunda aronya
meyve ekstrelerinin B. cereus mikroorganizmasi tizerinde herhangi bir antimikrobiyal

aktivite gostermedigi belirlenmistir.

Tablo 4.11. Aronia melanocarpa meyve ekstrelerinin antimikrobiyal aktivite sonu¢lar

Mikroorganizmalar

Ekstreler E.- S. P: B. .B-. ) B.- ) B. B -C.
coli aureus aeruginosa cereus thurigiensis subtilis kochii albicans

Metanol 0.625 0.313 0.313 >5 0.313 0.625 >5 0.313
%70 Etanol 0.625  0.157 0.313 >5 0.313 0.625  0.313 0.625
Etanol 0.313  0.157 0.157 >5 0.157 0.313  0.313 0.625
Etil asetat 2.5 1.25 >5 >5 25 >5 >5 1.25
Hekzan 1.25 0.625 25 >5 1.25 2.5 1.25 0.625
Su 0.313 0.313 0.313 >5 0.313 0.313  0.313 0.625

4.3.3. In vitro antitimor aktivite sonuclari

Aronya meyvesinden 6 farkli ¢oziicii ile elde edilmis ekstrelerin 0,1 pg/mL ile
1000 pg/mL araliginda farkli konsantrasyonlarda, iki farkli kanser hiicre hatti iizerinde
(MCF-7 ve HeLa) uygulama yapilmig, 24 saatlik inkibasyondan sonra sitotoksik
aktiviteleri MTT testi kullanilarak incelenmistir. MTT testi sonucunda 96 kuyucuklu
plaklarin fotograflar1 ¢ekilmis (Gorsel 4.1.) ve okumalar1 Elisa cihazinda (Thermo)
yapilmustir. Ekstrelerin farkli hiicre hatlar1 tizerindeki etkilerini gosteren ICsq degerleri
Tablo 4.12.'de sunulmus ve genel olarak 6zellikle 100 ng/mL konsantrasyonun tizerinde
oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak; aronya meyvesine ait tim ekstrelerin MCF-7 ve HeLa hiicre hatlar
tizerinde orta diizeyde sitotoksik aktivitelerinin bulundugu, en ylksek sitotoksik
aktivitenin ise etanol ekstresinde oldugu gozlenmistir (Tablo 4.12.). Aronya meyve
ekstrelerinin HeLa hiicre hatti izerinde MCF-7 hiicre hattina nazaran daha etkili oldugu,
etanol ekstreleri ile metanol ekstrelerinin digerlerine gore bu hiicreler iizerinde daha

fazla hiicre canliligini azaltici etki gdsterdigi belirlenmistir (Sekil 4.20. ve Sekil 4.21.).
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Gorsel 4.1. (A) MCF-7 hiicre hattinda MTT reaksiyonu plate goriiniimii, (B) HeLa hiicre hattinda MTT
reaksiyonu plate goriiniimii, (C) MTT reaksiyonu sonug¢larimin Elisa cihazi okumalar

Tablo 4.12. Aronia melanocarpa meyve ekstrelerinin MCF-7 ve HeLa hiicre hatlarindaki ICsq Seviyeleri

MCEF-7 HeLa
Ehstre ICso Degerleri plg/mL ICso Degerleri pg/mL
Metanol 268,42 + 54,63 101,55 + 24,27
%70 Etanol 237,18 + 42,19 98,08 + 28,31
Etanol 111,44 + 39,67 95,14 + 22,87
Etil asetat 259,50 £54,43 319,51 + 88,25
Hekzan 661,80 + 78,70 163,98 + 73,48
Sy 346,12 + 84,56 116,12 + 58,63
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Sekil 4.20. Aronia melanocarpa meyve ekstrelerinin MCF-7 hiicre hattindaki % Hiicre canlilik sonuglart.
Aktiviteler 24 saatlik inkiibasyon sonucunda degerlendirilmistir (**p<0.01)
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Sekil 4.21. Aronia melanocarpa meyve ekstrelerinin HeLa hiicre hattindaki % Hiicre canlilik sonuglari.
Aktiviteler 24 saatlik inkiibasyon sonucunda degerlendirilmistir (**p<0.01)

Aronya meyve ekstreleri ile farkli dozlarda muamele edilmis MCF-7 ve HelLa
hiicre hatlarinin morfolojik gérinumleri, Zeiss Axio inverted mikroskop (10x) ile
gorunttlendi. MCF-7 hiicre hattinda aronya bitkisi ekstrelerinin genel olarak 100 pg/mL
uygulama dozunun {izerinde sitotoksik etkisi oldugu belirlendigi i¢in (1Cso >100
pg/mL), tek standart doz olarak 300 pg/mL dozlu ekstreler 24 saat boyunca hiicrelere
uygulanmis ve hiicrelerdeki degisimlerin goriintiilenmesi saglanmistir (Gorsel 4.2.).
Etanol ve metanol ekstrelerinin  MCF-7 hiicrelerinin morfolojisini degistirdigi

goriilmiistiir. HeLa hiicre hattinda aronya bitkisi meyvelerine ait 6 farkli ekstrenin 24
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saat siiresince 300 pg/mL uygulanmasi sonucu hiicrelerin canlilig1 iizerinde azaltici
etkilerin goriilmesiyle birlikte hiicrelerin  gekillerinin de degistigi ve hiicre
biitiinliiklerinin bozulmaya basladig: tespit edilmistir (Gorsel 4.2. ve Gorsel 4.3.). Hiicre
hatlarindaki ekstrelerin 1Csp degerleri 100 pg/mL esiginin lizerinde oldugundan ileri
antikanser analizleri yapilmamistir. Morfolojik degisiklikler apoptotik hiicre dlimiini
gosterebilir. Ekstrelerden etkilenen hiicreler normal yapisik hiicre seklini kaybeder ve
birkag saat i¢inde birbirinden ayrilmis yuvarlak hiicrelere doniisiir. Bu tiir ayr hiicreler,
plaka yiizeyinden ayrilir. Bu gruplarda gozlenen hiicrelerin ayrilmasi, sekil
degistirmeleri ve yuvarlak, kirisik bagimsiz hiicrelere doniismeleri apoptoz goriinimii

olarak kabul edilmistir.

|24 saat 300 pg/mL Dozunda Aronia ekstresi uygulamalar

[Metanol 300pg/mL | [%70 Etanol 300pg/m1. |

Gorsel 4.2. Aronia ekstrelerinin MCF-7 hiicre hattinda 300 ug/mL dozunda 24 saat inkiibasyon sonucu
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24 saat inkiibasyon

Gorsel 4.3. Aronia ekstrelerinin HelLa hiicre hattinda 300 ug/mL dozunda 24 saat inkiibasyon sonucu

4.3.4. In vitro sitotoksik aktivite sonuglari

Aronya meyvesinden 6 farkli ¢oziicii ile elde edilmis ekstrelerin 0,1 pg/mL ile
1000 pg/mL araligindaki konsantrasyonlarda, iki ayri saglikli hiicre hatti iizerinde
(HUVEC ve L929) uygulama yapilmig, 24 saatlik inkiibasyondan sonra sitotoksik
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aktiviteleri MTT testi kullanilarak incelenmistir. MTT reaksiyonu sonucunda 96
kuyucuklu plaklarin fotograflari ¢ekilmis (Gorsel 4.4.) ve okumalar1 Elisa cihazinda
(Thermo) yapilmistir. Ekstrelerin farkli hiicre hatlar iizerindeki etkilerini gosteren ICsp
degerleri Tablo 4.13.'te sunulmustur.

Her iki hiicre hattinda da kontrol grubu ile doz gruplari arasinda istatistiksel
olarak onemli fark bulunmamistir (p>0.05; Tablo 4.13.) Bu veriler 1s18inda aronya
meyve ekstrelerinin saglikli hiicre hatlart HUVEC ve 1929 iizerinde sitotoksik etkisi

bulunmadigi sonucuna ulagilmstir.

O g

Gorsel 4.4. HUVEC ve L929 hiicre hatlarinda MTT reaksiyonu plate gortiniimii

Tablo 4.13. Aronia melanocarpa meyve ekstrelerinin HUVEC ve L929 hiicre hatlarindaki I1Csy degerleri

(p>0,05)
HUVEC L929
Ekstre
ICsp degerleri pg/mL ICsp degerleri pg/mL
Metanol 468,72+ 79,11 501,22+ 54,45

%70 Etanol

437,59+ 51,49

497,18+ 77,28

Etanol 411,25+ 49,13 459,27+ 85,46
Etil asetat 569,47+ 74,16 521,55+ 96,08
Hekzan 458,85+ 78,27 663,27+ 103,12
Su 463.27+ 84,73 506,42+ 114,13
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Sekil 4.22. Aronia melanocarpa meyve ekstrelerinin HUVEC hiicre hattindaki % hiicre canlilik sonuglar
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Sekil 4.23. Aronia melanocarpa meyve ekstrelerinin L929 hiicre hattindaki % hiicre canlilik sonuglar
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HUVEC ve L929 hicrelerinde aronya meyvesi ekstrelerinin 24 saat siresince
uygulanmas1 sonucunda elde edilen ICsg degerlerinin >400 pug/mL oldugu goriilmiistiir
(Tablo 4.13.). Yine HUVEC ve L1929 hiicrelerinin morfolojik yapilar1 ve biiyiimesi

Zeiss Axio ters mikroskobu (10x) ile goriintiilenmis olup, bitki ekstrelerinin olumsuz bir

etkisi belirlenmemistir (Gorsel 4.5.).
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L1929 Kontrol 1L.929 400 pg/mL

L ! ) . A

HUVEC Kontrol HUVEC 400 pg/mL

Gorsel 4.5. Aronia meyve ekstrelerinin HUVEC ve L929 hiicre hattinda 400 ug/mL dozunda 24 saat
inkiibasyon sonucu

Aronya meyve ekstrelerinin uygulandigi kanser hiicre hatlar1 olan MCF-7 ve
HelLa hiicre hatt1 ile saglikli HUVEC hiicre hattindan gelen ICsg degerlerinin birbirine
orantilanmasi sonucu bitki ekstrelerinin en iyi hangi hiicreler lizerinde etkili olduguna
dair karsilastirma sonuglar1 elde edilmistir (Tablo 4.14.). Secicilik indeksi olarak
tanimlanan bu karsilastirma da aronya bitkisi etanol ekstresinin secicilik indeksi olarak
3,69 degeri ile MCF-7 hiicre hattinda en iyi antikanserojen aktivite gosterdigi, yine
aronya bitkisi metanol ekstresinin ise 4,62 secicilik indeksi degeriyle HelLa hiicre
hattinda en yiiksek antikanserojen aktiviteyi gosterdigi gorulmektedir. Yine bitki
ekstrelerinin Segicilik indeksi degerlerinin HelLa hiicrelerinde daha yiiksek oldugu da
Tablo 4.14.” de gorilmektedir.
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Tablo 4.14. Aronia melanocarpa meyve ekstrelerinin HUVEC, MCF-.7 ve Hela hiicre hatlarindaki ICx
degerlerinin karsilagtirllmasindan elde edilen Segicilik Indeksi (Selectivity Index).

Secicilik Indeksi
Ekstre 1Cs5o (HUVEC/MCF-7) IC5, (HUVEC/HeLa)
Metanol 1,75 4,62
%70 Etanol 1,84 4,42
Etanol 3,69 4,32
Etil asetat 2,19 1,78
Hekzan 0,69 2,80
Su 1,34 3,99

4.3.5. DNA hasarim onleyici aktivite sonuglar:

Bu tez ¢alismamizda; pBR322 plazmit DNA’sina 6 farkli aronya meyve ekstresi
ile muamele edilmis ve ekstrelerin kapali dairesel pBR322 plazmit DNA'sinin siiper
sarmalin1 modifiye etme yetenekleri arastirillmistir. Bu yonteme gore, bitki ekstrelerinin
DNA hasarim1 6nleme yetenegi, DNA’ya zarar veren faktorler olan hidrojen peroksit
(H,02) ve UV 1s1g1 varhiginda degerlendirilmistir. DNA hasarina karsi bitki
ekstrelerinin koruyucu etkisinin goriildiigii resimlerde, jel tizerinde plazmit DNA’sinin
2 band1 arasinda form I ve form II bantlarinin yogunlugunun azalmasiyla birlikte, form
Il bandinin ortaya ¢iktig1 goriilmektedir (Sekil 3.5.).

Aronya meyvesinin hekzan ve etil asetat ekstrelerinin plazmit DNA’s1 iizerindeki
koruyucu aktivitesinin diisiik oldugu, diger ekstrelerin ise plazmit DNA’sim1 yiiksek
dozlarda ¢ok iyi bir sekilde hasardan koruduklar1 ama diisiik dozlarda biraz daha az
aktivite gosterdikleri bulunmustur (Gorsel 4.6.; Gorsel 4.7. ve Sekil 4.24.). Aronya
bitkisinin metanol ve %70 lik etanol ekstrelerinin plazmit DNA’smin siiper sarmal
DNA yapisint koruyabildigi, jel lizerinde Form 1 bantlarinin varlig: ile gosterilmistir.
Aronya bitkisinin su ekstrelerinin uygulandigi orneklerde ise Form 1 bantlarinin
olmamasina ragmen Form 2 ve Form 3 bantlar1 jel iizerinde oldukc¢a net olarak

belirlenebilmistir (Gorsel 4.6.; Gorsel 4.7. ve Sekil 4.24.).
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Form 1

Aronia
Metanol ¢
Ekstresi orm 3
Form 2
Form 1
Aronia form 3
% 70 Etanol
ekstresi Form 2
Aronia Form 1
Etanol Form 3
Ekstresi Form 2
DNA
€1 C2 €G3 ¢4 1 2 3 4 5
Marker

Gorsel 4.6. Aronia meyvesinin metanol, %70 etanol ve etanol ekstrelerinin DNA koruyucu aktivitesinin
agaroz jelde goruntilenmesi. (1.Sttun: DNA biyiklik belirteci, C1 Sttunu: Plazmit DNA
+ distile su, C2 Siitunu: Plazmit DNA + distile su+ UV, C3 Siitunu: Plazmit DNA + distile
su + UV+ Hidrojen peroksit, C4 Siitunu: Plazmit DNA + distile su + Hidrojen peroksit, 1-
5 numaral siitunlar arasinda: Plazmit DNA + Aronia meyve ekstresi (Swraswyla en diisiik
derisimden en yiiksek derigime kadar), 5 numaralr siitunlarda: Plazmit DNA + dogrudan
stok derisimindeki Aronia meyve ekstresi kullanilmigtir.)
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. Form 1
Aronia

F
Etilasetat o3
Ekstresi Form 2

Aronia

Form 1
Hekzan. Form 3
Ekstresi Form 2
Aronia Form 1
Su Form 3
Ekstresi orm 2

DNA c1 €2 €3 ¢4 1 2 3 4 5
Marker

Gorsel 4.7. Aronia meyvesinin etil asetat, hekzan ve su ekstrelerinin DNA koruyucu aktivitesinin agaroz
jelde goérintilenmesi. (1.Sutun: DNA biyiklik belirteci, C1 Sutunu: Plazmit DNA + distile
su, C2 Sutunu: Plazmit DNA + distile su+ UV, C3 Sutunu: Plazmit DNA + distile su + UV+
Hidrojen peroksit, C4 Sutunu: Plazmit DNA + distile su + Hidrojen peroksit, 1-5 numarali
stitunlar arasinda: Plazmit DNA + Aronia meyve ekstresi (Swrasiyla en diisiik derigimden en
yiiksek derisime kadar), 5 numaral siitunda: Plazmit DNA + dogrudan stok derisimindeki
Aronia meyve ekstresi kullanmilmigtir.)
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Sekil 4.24. Aronia meyvesinin farkl ekstrelerinin plazmit DNA hasar: giderici etkisinin degerlendirilmesi
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez ¢alismamizin konusunu olusturan meyveler Rosaceae familyasina ait Aronia
melanocarpa (Micxh.) Elliot bitkisinden elde edilmekte ve siyah aronya olarak
bilinmektedir. Hemen her iklim sartina ve topraga kolayca uyum saglayan bir cins olan
aronya, fenolik bilesiklerce zengin igerigi, yiiksek antioksidan kapasitesine sahip
olmasi, insan sagligina ve beslenmesine faydalar1 sebebi ile ‘siiper meyve’ ismi ile de
anilmaktadir.

Uzun yillar boyunca; meyveler oncelikle taze olarak tiiketilmis, daha sonra
peksimet yapilarak degerlendirilmis, gribal enfeksiyonlarda cay seklinde demlenmistir.
Taze meyve olarak veya kurutulmus halde, taze sikilmis suyu, regel, serbet, sos, kek ve
dondurmalarin terkibinde kullanilmakta, ayrica gida endistrisinde besinlerin
renklendirilmesinde dogal hammaddesi olarak degerlendirilmektedir.

Tedavide en sik kullanildigi durumlar; soguk alginligi, sindirim sistemi
hastaliklari, karaciger, safra kesesi ve ¢esitli kalp damar sistemi sorunlar1 oldugu
bilinmektedir. Aronia melanocarpa antioksidan etkinligi fazla olan, antosiyanin
bakimindan olduk¢a zengin bir iiziimsii meyvedir. Hem in vitro hem de in vivo olarak
yapilan c¢alismalarda; mide {lseri, kolon kanseri, diyabet gibi hastaliklar {izerine
aktivitelerinin oldugu tespit edilmistir.

Jakobek ve arkadaslarmin yaptigi bir c¢alismada; siyah aronya (Aronia
melanocarpa), bogiirtlen (Rubus fruticosus), kirmizi ahududu (Rubus idaeus) ve cilek
(Fragaria anannassa) meyvelerinin toplam polifenol, toplam antosiyanin miktarlar: ve
antioksidan aktiviteleri degerlendirilmis. Aronyanin incelenen meyveler arasinda en
yiiksek miktarda polifenol ve antosiyanin madde igerdigi, aynm1 zamanda en yiiksek
antioksidan aktiviteyi gosterdigi tespit edilmistir. Yine ayni calismada aronyanin
icerigindeki flavonollerin (kersetin, kemferol, mirisetin,) ve antosiyaninlerin miktari
HPLC yontemi kullanilarak detayli olarak belirlenmistir. Sonug¢ olarak; en yiiksek
miktarda bulunan antosiyaninlerin siyanidin tirevlerinden; siyanidin-3-galaktozit
(%68,9) ve siyanidin-3-arabinosid oldugu; kersetin (%24,5) oranmin ise toplam
flavonol miktarinin %93.07 sini olusturdugu, kemferol seviyesinin diisiik (%6,93),
mirisetinin ise gézlenemedigi tespit edilmistir (Jakobek vd., 2007).

Uziimsii meyvelerdeki fenolik bilesiklerin biyoaktivitesi ve miktarin1 tartismak
icin yapilan bir diger calismada; yaban mersini, bogiirtlen, siyah frenk iiziimii, mavi

yemis, aronya, turna yemisi, ahududu ve cilek meyvelerinin 100 g taze agirliktaki
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fenolik bilesik miktarlar karsilastirilmistir. En yiiksek fenolik icerigin sirasiyla aronya,
yaban mersini, siyah frenk zimi ve cilekte oldugu tespit edilmistir (Caglar ve
Demirci, 2017).

Deneva ve arkadaslarinin yaptigir calismada; 10 patojene karsi antimikrobiyal
aktivite testine gore, siyah aronya proantosiyanidinleri meyvedeki en gucli
antimikrobiyal ajanlar olarak tespit edilmistir (Deneva vd., 2019).

Yeni potansiyel dogal antioksidan kaynaklari bulmak amaciyla yapilan bir
calismada; ekim ayinin ortasinda Polonya’dan toplanan Aronia melanocarpa meyveleri,
meyve suyu ve posa gibi {rlinlerinin polifenolik igerigi arastirilmistir. Sonuglar;
agirlikl olarak (-) epikatesinden olusan polimerik proantosiyaninlerin, aronyadaki ana
polifenolik bilesik sinifi oldugunu ve meyve polifenollerinin %66'sin1 temsil ettigini,
antosiyaninlerin ise ikinci fenolik bilesik grubu olusturdugunu ve toplam polifenollerin
yaklagik %25'ini temsil ettigini gostermistir. Meyvelerin kafeik asitler, (-) epikatesin,
siyanidin ve kersetin turevleri gibi yliksek antioksidan aktiviteye sahip zengin miktarda
polifenoller igerdigi; posalarinin, meyve suyu ve meyvelere kiyasla cok daha yiiksek bir
fenolik igerigine sahip oldugu sonucu ortaya ¢ikmistir (Oszmianski ve Wojdylo, 2005).

Letonya'da yapilan bir caligmada Aronia melanocarpa’ ya ait taze, kurutulmus ve
dondurulmus meyvelerden sulu ve etanolik ekstreler hazirlanarak antimikrobiyal
aktiviteleri incelanmistir. Ekstrelerin Bacillus cereus ve Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa’ ya kars1 antibakteriyel aktivite sergiledigi, ancak Escherichia
coli tizerinde bir etkisi olmadig1 sonucuna ulagsmislardir (Liepina vd., 2013).

Sharif ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada; Aronia melanocarpa meyve suyunun
fare embriyonal karsinom hucrelerindeki kok hicre dizisi P19 Uzerine etkileri
arastirtlmis; deney sonucunda aronya meyve suyunun hicre proliferasyonunu inhibe
ettigi ve apoptozun indiiklenmesine neden oldugu sonucuna ulasilmistir (Sharif vd.,
2013).

Aronia melanocarpa yaprak ekstrelerinin insan kolon adenokarsinoma hicre
dizisi Caco-2 Uzerindeki biyolojik etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada; ekstrelerin
antiproliferatif aktivitesi, MTT testi kullanilarak 6l¢lilmiis. Sonug¢ olarak; A.
melanocarpa yaprak ekstresinin antikanser aktivite gosterebilecegi diisiiniilmiistiir
(Efenberger-Szmechtyk vd., 2020).

Insan embriyonal bobrek hiicre hattt HEK293T'de sisplatin kaynakli sitotoksisite

modelinde Aronia melanocarpa meyve suyunun koruyucu potansiyelini arastirmayi
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hedefleyen bir c¢alismada; aronya meyve suyunun sisplatin ilacinin in vitro
sitotoksisitesini konsantrasyona bagli bir sekilde Onemli Olglide 1iyilestirdigi
kanmitlanmistir. Bu ¢alismada gozlemlenen Aronia melanocarpa meyve suyunun
koruyucu etkisinin, biiylik olasilikla, oksidatif stresin sisplatinin toksik etkilerinde
merkezi bir rol oynadig1 ve aronya meyvelerinin de iyi bilinen kuvvetli antioksidan
aktivitesinden dolay1 gerceklestigi diisiiniilmiistiir (Valcheva-Kuzmanova vd., 2013).

Bu calismada; Kirklareli bolgesinde kiiltiir olarak yetistirilmekte olan Aronia
melanocarpa meyveleri farmakognozik a¢idan incelenmistir. Calismada meyvelerin
metanol, %70 etanol, etanol, etil asetat, hekzan ve su ekstreleri hazirlanmistir. Elde
edilen ekstrelerin verim hesaplar1 yapilmis, yiksek performansli sivi kromatografisi ile
kimyasal igerikleri aydinlatilmis, toplam fenolik, toplam flavonoit ve toplam
antosiyanin madde miktarlar1 spektrofotometrik olarak Sl¢iilmiistiir.

Ekstrelerin antioksidan aktivitelerini belirlemek icin DPPH®, ABTS®", Metal
selatlama, CUPRAC ve Lipid peroksidasyon yontemleri kullanilmis ve sonuglar
degerlendirilmistir.

Antimikrobiyal aktiviteleri i¢in mikrodiliisyon yontemi calisilmis ve etkili
olduklar1 bakteri ve maya mikroorganizmalar1 belirlenmistir.

Antikanser aktivite tayini icin meme kanseri (MCF-7) ve serviks kanseri (HelLa)
hiicre hatlar iizerinde, saglikli hiicrelerde sitotoksik etki tayininde ise insan endotelyal
(HUVEC) ve fare fibroblast (L929) hiicre hatlar1 izerinde MTT yontemi kullanilmis ve
ekstreler etkinlik agisindan karsilastirilmistir.

Ekstrelerin DNA hasarim1 6nleyici etkileri jel elektroforez yontemi kullanilarak
pBR322 plazmit DNA’s1 iizerinde incelenmis ve sonuglar karsilagtirmali olarak
degerlendirilmistir.

Sonuglara bakildiginda; bitkinin meyvelerinden farkli polariyete sahip ¢oziiciilerle
hazirlanan ekstrelerinin hesaplanan verimlerinin %1,25 g ve %68,6 g arasinda oldugu
goriilmektedir. En yiiksek olandan en diisiik olana dogru sirasiyla ekstre verimlerinin;
metanol> %70 etanol> su> etanol> etil asetat> hekzan oldugu belirlenmistir.

Deneyler i¢in hazirlanan 6 farkli ekstrenin HPLC analizi sonuglarina gore;
metanol, %70 etanol, etanol ve etil asetat ekstrelerinde referans olarak analiz edilen
standart fenolik bilesiklerden tespit edilmistir. Fenolik bilesiklerce en zengin ekstrenin
etil asetat ekstresi oldugu; kersetin-3-galaktozit, kafeik asit, p-kumarik asit ve kersetin

bilesiklerini igerdigi ortaya konulmus ve Tablo 4.2.”de belirtilmistir.
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Deneyler icin hazirlanan 6 farkli ekstrenin HPLC analizi sonuglarma gore;
yalnizca metanol ekstresinde referans olarak analiz edilen standart antosiyanin
bilesiklerinden; malvin ve malvidin-3-0-glukozit tespit edilmistir. Eldeki sonuclara gore
%70 etanol, etanol ve su ekstrelerinin de farkli antosiyanin bilesikleri igerdigi goriilmiis
ancak karsilastirma yapabilmek i¢in laboratuvar sartlarimizda standart madde olmamasi
sebebi ile hangi antosiyanin bilesigi oldugu tespit edilememistir.

Aronya meyve ekstrelerinin toplam fenolik madde miktar tayinleri Folin-
Ciocalteu’s metodu ile belirlenmis ve sirasiyla etil asetat> metanol> etanol> %70
etanol> su> hekzan seklinde oldugu tespit edilmistir. Veriler incelendiginde; en yiiksek
fenolik madde iceren ekstrenin etil asetat ile hazirlanan ekstre oldugu ve 48,28 + 15,51
mg GAE/g ekstre fenolik madde igerdigi, en diisiik fenolik madde igeren ekstrenin ise
hekzan ile hazirlanan ekstre oldugu ve 24,36 + 11,99 mg GAE/g ekstre fenolik madde
icerdigi saptanmustir.

Aronya meyve ekstrelerinin toplam flavonoit madde miktar1 Aliiminyum kloriir
(AICI3) kolorimetrik metodunun modifiye edilmesiyle tayin edilmis ve sirasiyla etil
asetat> etanol> %70 etanol> metanol> su> hekzan seklinde oldugu tespit edilmistir.
Veriler incelendiginde; en yiiksek flavonoit madde iceren ekstrenin etil asetat ile
hazirlanan ekstre oldugu ve 15,935 £ 0,158 mg QE/g ekstre flavonoit madde igerdigi, en
diisiik flavonoit madde igeren ekstrenin ise hekzan ile hazirlanan ekstre oldugu ve 9,832
+ 0,111 mg QE/qg ekstre flavonoit madde igerdigi saptanmustir.

Aronya meyve ekstrelerinin toplam antosiyanin madde miktar tayinleri pH
diferansiyel metodu ile belirlenmis ve sirasiyla metanol> etanol> %70 etanol> su
seklinde oldugu tespit edilmistir. Veriler incelendiginde; en yliksek antosiyanin madde
igeren ekstrenin metanol ile hazirlanan ekstre oldugu ve 8,649 + 0,192 mg Cyn-3-glu/g
ekstre antosiyanin madde igerdigi, en diisiik antosiyanin madde i¢eren ekstrenin ise su
ile hazirlanan ekstre oldugu ve 6,221 + 0,158 mg Cyn-3-glu/g ekstre antosiyanin madde
icerdigi saptanmugtir. Etil asetat ve hekzan ekstrelerine ait absorbans degerleri
belirlenememistir.

Hazirlanan ekstrelerin antioksidan kapasitesi asagidaki 5 ayr1 yontem ile
belirlenmistir;

DPPH® yontemine gore; serbest radikalleri inhibe etme ozelliginin en yiiksek
oldugu ekstre metanol, en diisiik oldugu ekstrenin ise hekzan ekstresi oldugu tespit

edilmistir.
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ABTS" yontemine gore; troloksa esdeger antioksidan kapasitesi hesaplanmis ve
radikal stiptrme aktivitesinin en ylksek oldugu ekstre etanol, en diisiik oldugu ekstrenin
ise etil asetat ekstresi oldugu tespit edilmistir.

Metal selatlama yoOntemine gore; denedigimiz tiim bitki ekstreleri igerisinde
sonuglar1 birbirine ¢ok yakin olmakla beraber, etanol ekstresinin metal selatlama
aktivitesinin digerlerine gore en yiiksek oldugu, hekzan ekstresinin ise metal selatlama
aktivitesinin digerlerine gore en diisiik oldugu tespit edilmistir.

CUPRAC yontemine gore; antioksidan aktivitenin en yuksek oldugu ekstre
etanol, en diisiik oldugu ekstrenin hekzan ekstresi oldugu tespit edilmistir.

Lipid peroksidasyon yoéntemine gore; kontrol grubu ile karsilastirildiginda diger
tim ekstrelerin benzer degerlere sahip oldugu belirlenmis, anlamli bir farklilik
bulunamamastir.

Aronia melanocarpa meyvelerinin 6 farkli ¢oziicii ile hazirlanmis ekstrelerinin
antimikrobiyal aktivitesi MIK yontemine gore belirlenmistir. Mevcut bulgular
neticesinde; aronya meyve ekstrelerinin genel olarak bazi mikroorganizmalar tizerinde
orta diizeyde antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve etanolik ekstrelerinin diger ekstrelere
gore daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica ¢alisma
sonucunda aronya meyve ekstrelerinin B. cereus mikroorganizmasi iizerinde herhangi
bir antimikrobiyal aktivite gostermedigi belirlenmistir.

In vitro antikanser aktivite tayini icin meme kanseri (MCF-7) ve serviks kanseri
(HeLa) hiicre hatlarinda uygulama yapilmis, sitotoksik aktiviteleri MTT testi
kullanilarak incelenmistir. Sonug olarak; aronya meyvelerinin tim ekstrelerinin MCF-7
ve Hela hiicre hatlar1 iizerinde orta diizeyde sitotoksik aktivitelerinin bulundugu, tim
ekstrelerin HeLa hiicre hattinda daha etkili oldugu, etanol ve metanol ekstrelerinin ise
digerlerine gore bu hiicreler iizerinde daha fazla hiicre canliligini azaltici etki gosterdigi
tespit edilmistir.

In vitro sitotoksik aktivite tayini igin insan endotelyal (HUVEC) ve fare fibroblast
(L929) hucre hatlarinda uygulama yapilmis, sitotoksik aktiviteleri MTT testi
kullanilarak incelenmis ve ekstreler etkinlik agisindan karsilastirilmistir. Sonug olarak;
aronya meyvelerinin tiim ekstrelerinin saglikli hiicre hatlar1 HUVEC ve L1929 {izerinde
sitotoksik etkisi bulunmadig1 tespit edilmistir. Dogal herhangi bir maddenin veya
bitkilerden elde edilmis ekstrenin veya tek bir etken maddenin saglam hiicrelere zarar

vermezken, kanserli hiicreler tzerinde sitotoksik etkili olmasi, onun gelecege yonelik
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olarak ila¢ maddelerinin gelistirilmesinde potansiyel tagiyabilecegini diisiindiirmektedir.
Bu kapsamda, aronya bitkisi meyve ekstrelerinin denenen HUVEC ve 1929 saglikli
hiicre hatlarinda sitotoksik etkilerinin olmayisi timit vericidir.

DNA hasar1 6nleyici aktivitesi incelendiginde; hekzan ve etil asetat ekstrelerinin
plazmit DNA’s1 lizerindeki koruyucu aktivitesinin diisiik oldugu, diger ekstrelerin ise
plazmit DNA’sim yiiksek dozlarda ¢ok iyi bir sekilde hasardan koruduklar1 ama diisiik
dozlarda biraz daha az aktivite gosterdikleri sonucuna ulasilmistir.

Genel olarak bitki ekstrelerinin icerisinde yiizlerce bilesige sahip olduklari
bilinmektedir ve bu bilesenlerden hangisinin gercek terapotik nitelikte biyolojik
aktivitelere sebep oldugunun anlasilabilmesi farmakognozik c¢aligmalar igin ¢ok
onemlidir. Ancak tiim bitkilerin ayirt edilmeksizin, 6n c¢aligmalar yapilmaksizin ileri
farmakognozik deney siireclerine baglatilmasi ekonomik ve zaman yonetimi agisindan
miimkiin degildir. Bu ¢aligma ile birlikte arastirilan aronya bitkisi ekstrelerinin de gerek
icerik ve gerekse de tasidiklart aktivite degerleriyle ayrintili c¢aligmalara yol
gosterebilecek nitelikte oldugu sdylenebilir.

Calismamizdan elde ettigimiz veriler neticesinde; Aronia melanocarpa tirtine ait
meyvelerin yliksek antioksidan, antikanser, DNA hasarin1 6nleyici aktiviteleri ve diisiik
sitotoksisiteleri sayesinde kanser tedavisinde yeni dogal kaynaklarin, yeni ilaglarin ve
tedavi ajanlarinin gelistirilmesinde literatiire katkida bulunabilecegini gostermistir.
Bununla birlikte, in vivo deneyler de dahil olmak tizere daha gelismis ve genis kapsamli
tekniklerin uygulanmasiyla, bu ekstrelerin antikanser aktivite mekanizmalar1 hakkinda

daha fazla aragtirma yapilmasi dnerilmektedir.
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