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Ozet

Lallemantia canescens (L) Fisch & Mey Azerbeycan, Ermenistan, Iran ve Tiirkiye'yi kapsayan ge-
nis bir cografyada yetismektedir. Calismamizda, Lallemantia canescens ve aymi bitkinin in vitro
kallus kiiltiiriiniin hem taze hem de metanol oziitlerinin kararli bir radikal olan 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) ile reaktif oksijen tiirleri olan hidroksil (-OH), siiperoksit (O;°) radikalleri ve
lipid peroksidasyon inhibisyon ozellikleri ¢calisilarak, antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Deney-
lerde standart olarak biitillenmis hidroksi toluen (BHT), kurkumin ve askorbik asit kullanmilmistir.
Lallemantia canescens ile in vitro kallus kiiltiiriiniin metanol o6ziitlerinin toplam fenol, toplam
flavonoid ve toplam antioksidan aktivitelerinin nicel olarak belirlenmesi igin spektrofotometrik yon-
temler kullanmilmistir. Oziitlerin toplam fenol igerikleri Folin-Ciocalteu belirteciyle, toplam
flavonoid miktarlar: aliminyum kloriir metoduyla ve toplam antioksidan aktiviteleri ise
fosfomolibden yontemi ile tayin edilmistir. Tiim Lallemantia canescens orneklerinin, kararli bir ra-
dikal olan DPPH ile, F & -askorbat-EDTA — H 10, sistemi ile olusturulan hidroksil radikalini (-OH)
temizledikleri saptanmistir. Lallemantia canescens ve kallus doku kiiltiirii metanol oziitlerinin,
ksantin-ksantin oksidaz sistemi ile olusturulan siiperoksit radikalini (O;") ve si¢an karaciger
homojenatinda tiyobarbiitirik asit reaktif substratlart (TBARS) nin olusumu ile belirlenen lipid
peroksidasyonunu da inhibe ettikleri bulunmugstur. Bu sonuclar dogrultusunda, Lallemantia
canescens ile in vitro kallus kiiltiiriiniin hem taze hemde metanol oziitlerinin radikalleri temizleye-
rek ve lipid peroksidasyonunu inhibe ederek antioksidan aktiviteye sahip olduklar: saptanmustir.
Lallemantia canescens ve kallus doku kiiltiirii metanol oziitlerinin yiiksek toplam flavonoid ve top-
lam fenol icerikleri nedeniyle, biyoaktif molekiiller igin iyi birer kaynak olabilecekleri gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Lallemantia canescens, kallus kiiltiirii, serbest radikal, antioksidan.
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Antioxidant activity of Lallemantia
canescens (L) Fisch & Mey and its
callus tissue culture

Extended abstract

Lallemantia canescens (L) Fisch & Mey has spread
out in wide location of Armenia, Azerbaijan, Iran
and Turkey. The aim of the present work was to as-
say the antioxidant activities of fresh Lallemantia
canescens and methanol extract, in addition in vitro
callus tissue culture and callus tissue culture metha-
nol extracts of Lallemantia canescens. BHT, curcu-
min and ascorbic acid was used as positive
standards.

1t was determined that all the Lallemantia canescens
examples scavenge hydroxyl radicals (-OH) gener-
ated by Fe’ -ascorbate-EDTA-H,0; system.

When the examples hydroxyl radical scavenging
properties were examined based on ICsy) which scav-
enging concentration %50 of the hydroxyl radical, it
was found that decreases as plant methanol ex-
tract>fresh plant>callus tissue culture>callus tissue
culture methanol extract respectively.

It was seen that all examples had lower hydroxyl
radical scavenging properties than the curcumin
being used as a positive control. Whereas the other
positive control BHT was found to have a lower hy-
droxyl radical scavenging properties than the fresh
plant and plant methanol extract, but a higher scav-
enging property than the callus tissue culture and
callus tissue culture methanol extract. Because the
askorbic acid was in a experiment of hydroxyl radi-
cal environment, it was not used as a positive stan-
dard in hydroxyl radical scavenging inhibition

When the DPPH radicals reducing properties were
examined based on the ICsy values it was found that
all the Lallemantia canescens examples reduced the
stable free radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH); plant methanol extract>fresh plant>callus
tissue culture methanol extract>kallus tissue cul-
ture, respectively.

It was seen that the ascorbic acid which of the posi-
tive control, has a higher DPPH radical reducing
activity than all the examples. Curcumin had a
higher than all examples except plant methanol ex-
tract whereas BHT had a lower than all examples
except for the callus tissue culture, DPPH radical
reducing properties.
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Plant methanol extract and callus tissue culture
methanol extract have been found to both scavenged
superoxide radicals (O, ) generated by a xanthine
and xanthine oxidase system and Fe(ll) induced
lipid peroxidation in rat liver homogenates, as indi-
cated by decreased thiobarbituric acid-reactive sub-
stances (TBARS) formation. It was seen that the
plant methanol extract was more active than the cal-
lus tissue culture methanol extract in superoxide
radical scavenging and the lipid peroxidation inhibi-
tion.

When the results were compared to positive controls
it was found that curcumin and BHT are more active
in superoxide scavenging and lipid peroxidation in-
hibiting than the plant methanol extract and callus
tissue culture methanol extract samples. Because the
askorbic acid was in a experiment lipid peroxidation
environment, it was not used as a positive standard
in lipid peroxidation inhibition but was found that its
superoxide radical scavenging activity was lower
than the other controls and extracts.

In addition, spectrophotometric assay for the quan-
tative determination of total antioxidant capacity, of
plant methanol extract and callus tissue culture
methanol extract was carried out. The extracts were
analysed for the determination of total flavonoid by
using the aluminium chloride method. Total phenol
estimation was determined by the colorimetric
method the Folin-Ciocaltes reagent.

1t was found that total phenolic, total flavonoid and
total antioxidant activity properties were higher in
plant methanol extract than the callus tissue culture
methanol extract.

Using these results it was determined that both fresh
and methanol extracts of Lallemantia canescens in
addition the in vitro callus tissue culture and callus
tissue culture methanol extract has antioxidant ac-
tivities by scavenging radicals and lipid peroxida-
tion inhibition.

It was observed that the Lallemantia canescens and
the callus tissue culture methanol extracts could be
a good source for bioactive molecules because of the
high flavanoid and phenol quantities.

Keywords: Lallemantia canescens, callus tissue cul-
ture free radical antioxidant.
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Giris

Serbest radikaller, dis yoriingesinde bir veya
daha fazla eslesmemis elektron tastyan, organik
veya inorganik molekiillerle tepkimeye girebil-
me yetenegine sahip olan, yliksek oranda reaktif
ve kisa omiirlii bilesiklerdir.

Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radi-
kaller oksijenden olusan radikallerdir. Aerob
canlilar yasamlarinin devami i¢in oksijene ge-
reksinim duyarlar. Canlilarda oksijenin tek de-
gerlikli indirgenmesi ile 6nce siiperoksit radikali
(Oz"), bunun dismutasyonu ile hidrojen peroksit
(H,0,) olusur. Bu iki bilesik ortamdan hemen
uzaklagtirllmazsa, hidroksil radikali (OH) ve
singlet oksijen ('0,) iiretirler (Lunec, 1990).

Molekiiler oksijenin toksik olusunun nedeni
olusan bu oksijen radikalleridir. Bu reaktif oksi-
jen tiirlerinin bazilarinin in vivo sistemde enerji
iretiminde, fagositozda, hiicre igi sinyal ileti-
minde ve hiicre biliylimesinin diizenlenmesinde
veya biyolojik 6nemli bilesiklerin sentezinde po-
zitif  rolleri  bulunmaktadir (Halliwell ve
Gutteridge, 1989; Halliwell, 1994). Bununla bir-
likte reaktif oksijen tiirleri lipidlere, proteinlere,
enzimlere, karbohidratlara ve DNA’ya saldirarak
hasarlara neden olmaktadirlar (Dean vd.,1993;
Cerutti, 1994; Diplock vd., 1994). Bu oksidatif
hasarlar da, yaslanma, kalp hastaligi, katarakt,
diyabet ve kanser gibi bir ¢ok hastaliga sebep
olmaktadir (Block, 1992; Ames vd., 1993).

Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu kar-
bon merkezli radikaller (R’), peroksil radikalleri
(ROO"), alkoksil radikalleri (RO), tiyol radikal-
leri (RS") gibi 6nemli serbest radikaller de mey-
dana gelir. Bunlardan 6zellikle poliansatiire yag
asitleri (PUFAH)’nden meydana gelen peroksil
radikali yar1 Omrii uzun olan bir radikaldir.
Tiyol radikalleri ise oksijenle tekrar tepkimeye
girip siilfenil (RSO") veya tiyol peroksil (RSO%)
gibi radikalleri meydana getirirler (Brown,
1990; Akkus, 1995; Gutteridge, 1995).

Reaktif oksijen tilirlerinin viicutta meydana ge-
tirdigi hasarlar1 Onlemek {izere viicutta gorev
yapan savunma sistemlerine antioksidan sa-
vunma sistemleri adi verilir. Antioksidanlar
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dogal (endojen) ve eksojen kaynakli antioksi-
danlar veya enzimatik olan ve enzimatik olma-
yan antioksidanlar olmak {izere iki ana gruba
ayrilirlar. Enzim kaynakli antioksidanlara 6rnek

olarak  mitokondriyal  sitokrom  oksidaz,
sliperoksit ~ dismutaz,  katalaz,  glutatyon
peroksidaz, glutatyon-S-transferaz ve

hidroperoksidaz sayilabilir. Enzim olmayanlarin
basinda lipid fazda yeralan a-tokoferol (E vita-
mini), B-karoten ile suda ¢dziinenler; askorbik
asit (C  vitamini), melatonin, sistein,
seruloplazmin, hemoglobin, bilirubin vb sayila-
bilir (Lee vd., 2001).

Calismada kullanilan Lamiaceae familyasina ait
olan Lallemantia canescens (L) Fisch & Mey
bitkisi ¢ok yillik olup, Tiirkiye, iran, Ermenistan
ve Azerbeycan’da yetismektedir. Lallemantia
canescens, canli mavi renkli ¢iceklere ve hos bir
kokuya sahiptir. Daha ¢ok siis bitkisi olarak kul-
lanilmaktadir. Ci¢eklenme zamani Haziran ve
Agustos aylaridir. Yol ve tarla kenarlarinda, ka-
yalik alanlarda 1300-3200 m arasinda bulunur.

Lallemantia tirlerinden L. iberica, L. roylena
ve L. peltata’nin  yag analizleri yapilmis
(Baranyk, 1995; Baser vd., 2000; Ghannadi ve
Zolfaghari, 2003), iranda yetisen Lallemantia
tirlerinde ise 14 farkli flavon ve iki faklh
flavonol bulunmustur (Jamzad, 2003).

Mikro ¢ogaltim teknikleri veya in vitro kiiltiir-
ler; diger klasik iiretim yoOntemlerinden farkl
olarak, bitkinin ¢esitli kisimlarindan alinan me-
ristem, siirglin ucu, anter, embriyo gibi
eksplantlarin sterilize edildikten sonra organik
ve inorganik cesitli maddeleri igeren steril gida
ortamlarinda (in vitro ortamlarda) ve uygun ¢ev-
re kosullarinda kiiltiire alinmasi ve bu ortam
icinde bu eksplantlarin bitkiciklere doniistiirme
islemidir. Bu yontemle; kisa siirede saglikli ve
cok sayida bitki materyali elde edilmesi, gele-
neksel yontemlerle kolay cogaltilamayan bitki-
lerin ¢ogaltilmasi, y1l boyu iiretim yapilabilme-
si, patojenlerden ar1 bitki elde edilmesi, 1slah
amaciyla genotip farkliliklarin olusturulmasi,
arter ve polen Kkiiltiirleriyle haploit bitkilerin
iiretilebilmesi seleksiyon kolayligi, 1slah siiresi-
nin kisaltilmasi, yeni melezlerin hizli bir sekilde
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cogaltilabilmesi ve bitki gen kaynaklarinin mu-
hafazas1 saglanir (Hutchinson ve Zimmerhan,
1987).

Bu ¢alismada, diinyada sadece Azerbeycan, Iran
ve Tirkiye’de yetisen ve hicbir bilimsel ¢alisma
yapilmayan Lallemantia canescens (L) Fisch &
Mey bitkisinin ve kallus doku kiiltiirii metanol
oOziitlerinin toplam fenol ve flavonoid miktarinin
saptanmast; metanol oziitleriyle birlikte, bitkinin
ve kallus doku kiiltiiriiniin taze kisimlarininda in
vitro antioksidan ve serbest radikal temizleme
ozellikleri incelenerek Lallemantia canescens
bitkisi ile kallus doku kiiltiiriiniin antioksidan
ozelliklerinin karsilastirilmasi amaglanmustir.

Materyal ve yontem

Bitkinin toplanmasi ve bitki materyalinin
oziitlenmesi

Calismada kullanilan Lallemantia canescens (L)
Fisch & Mey adli bitki, Temmuz 2002 yilinda,
B6. Sivas; Ulas, Tecer kopriisiiniin yani, Sivas-
Kangal yolu, 1400 m’de toplanmig ve Dr. Erol
Donmez tarafindan tanimlanmistir (3020
A.A.)Bitki 6rnekleri Cumhuriyet Universitesi
Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Herbaryum Laboratuvari’nda saklanmustir.

Golgede kurutulan ve toz haline getirilen 100g
bitki ornegi Soklet cihazinda 60 °C’de 1L
metanol ile 4 saat siiresince ziitlenmistir. Oziit
filtre edilerek vakum altinda 45 °C’de kurutul-
mustur. Elde edilen 6ziit 4 °C’de liyofilize edile-
rek karanlikta saklanmustir.

Kallus doku kiiltiiriiniin hazirlanmasi

Lallemantia canescens (L) Fisch & Mey.’1n ol-
gunlasmis tohumlart %70 lik etanol ¢ozeltisi ile
1 dakika, % 0.1 lik NaOCl ¢ozeltisi ile 10 daki-
ka sterilize edilmis ve tohumlarin hepsi distile
su ile yikanmigtir.  Yikanan  tohumlar
Gamborg’un B5 temel besi ortamina (2.0 ppm
naftalen asetik asit (NAA), 2.0 ppm 6-benzil
adenin (6-BA), 25 g/L sukroz ve 8.5 g/L agar ile
desteklenmis) transfer edilerek kallus doku kiil-
tiirlerinin olusumu baslatilmistir. Olusan kiiltiir-
lerin 28 giin araliklarla alt kiiltiirleri yapilarak
aydinlik ortamda ve 25 °C’de muhafaza edilmis-
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lerdir. Kiiltlirlerinin baslatilmasindan 3 ay sonra
28. giin sonunda periyodik olarak hasat etme
islemine baslanmistir. Hasat edilen materyal
fosfat tamponuyla (pH:7.4) homojenize edilmis-
tir. Homojenat 15000 g’de 15 dakika
santrifiijlenmis ve elde edilen siipernatant de-
neysel agsamalarda kullanilmustir.

Toplam fenol iceriginin 6l¢iimii

Lallemantia canescens’in toplam fenol igerigi-
nin belirlenmesinde Folin-Ciocalteu belirteci
kullanilmistir (Mc Donald vd., 2001). 0.5 mL
seyreltilmis Ornek (1:10 v/v), 5 ml Folin-
Ciocalteu belirteci (1:10 distile su ile seyreltil-
mis) ve 4 mL 1 M Na,COs karistirilmistir. Tep-
kime karisgimi 45 °C’de 15 dakika isitilmustir.
Orneklerin absorbanslar1 765 nm dalga boyunda
kontrol 6rnege (0.5 mL fosfat tamponu, 5 mL
Folin-Ciocalteu belirteci, 4 mL Na,COs ) karsi
okunmustur. Standart egrinin hazirlanmasi igin
metanol: su (50:50 v/v) igerisinde 0, 50, 100,
150, 200, 250 mg L derisimlerinde gallik asit
cozeltileri kullanilmistir. Toplam fenol igerigi
asagidaki hesaplama sonucu, mg gallik asit g’
kuru kiitle seklinde verilmistir.

C=c¢ xV

m

Burada: C — Toplam fenolik derisimi, mg g’

¢ — Gallik asit derisimi, mg mL"
V — Seyreltilmis 6rnek hacmi, 150 pL
m — Ugucu yagin kiitlesi, g

Toplam flavanoid iceriginin saptanmasi

Lallemantia canescens’in flavanoid igeriginin
saptanmasinda metanolik form kullanilmistir
(Lamaison vd., 1990). Metanolde ¢oziilmiis olan
ornekten 1 mL ve ImL % 2’lik AlICI; (metanol-
glasiyel asetik asit 1/1: v/v) ¢ozeltisi karigtiril-
mistir. Tepkime karistmi 10 dakika oda
sicakliginda  inkiibe edilmistir.  Orneklerin
absorbanslart 394 nm dalga boyunda kontrol
ornege (1 mL metanol, 1 ml % 2’lik AICl;) kar-
s1 okunmustur. Flavanoid derisimi kuersetin’in
kalibrasyon egrisi ile karsilastirilarak hesaplan-
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mustir. Flavanoid miktari, % kuersetin degeri ile
verilmistir.

Toplam antioksidan kapasitenin saptanmasi
Yontemin temeli asidik Mo (VI)’nin Mo (V)’e
indirgenmesiyle asidik pH’ta yesil renkli fos-
fat/Mo (V) kompleksinin olusmasina dayan-
maktadir (Prieto vd., 1999). 0.2 mL orneklerin
hazirlandig1 ¢ozelti (0.1 mg mL™' metanol) ve 2
mL belirte¢ ¢ozeltisi (0.6 M siilfiirik asit, 28
mM sodyum fosfat ve 4 mM amonyum
molibdat) tiiplere konularak agizlar1 kapatildik-
tan sonra 37 °C’de 90 dakika inkiibe edilmistir.
Ornekler buz banyosunda oda sicakligina sogu-
tulmus ve 695 nm dalga boyunda kontrol 6rnege
( 0.2 ml metanol, 2 mL belirteg ¢ozeltisi) karsi
okunmustur. Toplam antioksidan kapasite, mM
o-tokoferol asetat g' kuru kiitle seklinde
verilmistir.

Hidroksil radikalini temizleme ozelligi

Bu amagla 3 mL’lik deney ortamina
Lallemantia canescens’in farkli derisimlerdeki
oziitleri, 100 pL 3.0 mM deoksiriboz, 100 pL
0.1 mM FeCl;, 100 uL 0.1 mM EDTA, 100 pL
0.1 mM askorbik asit, 100 pL. 1 mM H,0, ve
500 pL 20 mM fosfat tampon (pH 7.4) ilave
edilmistir. Tepkime karigimi 37 °C de 1 saat
inkiibe edilmistir. 1 mL, %1’lik tiyobarbitiirik
asit (TBA) ve 1 mL %2.8’lik trikloroasetik asit
(TCA) eklenerek 30 dakika kaynatilmistir. Agi-
ga cikan malondialdehitin, TBA ile olusturdugu
renkli kompleksin 532 nm dalga boyundaki ab-
sorbansi kontrol 6rnege (100 mL deoksiriboz,
2.9 mL fosfat tamponu) karsi okunarak %
inhibisyon degerleri asagidaki esitlikten hesap-
lanmigtir (Ohkawa vd., 1979; Kunchandy ve
Rao, 1990).

% Inhibisyon= Aontro = Asmek X 100
Akontrol

Elde edilen % inhibisyon degerleri 6ziit
derisimlerine kars1 grafige gecirilerek her bir
oziitlin %50 inhibisyon (ICsg) degeri hesaplan-
mistir. Antioksidan besin katki maddesi olarak
kullanilan butillenmis hidroksi toluen (BHT), ve
antioksidan bir bitki bileseni olan kurkumin po-
zitif kontrol olarak kullanilmustir.
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DPPH radikalini temizleme o6zelligi
Lallemantia canescens’in ardigik seyreltme yon-
temiyle hazirlanan farkli derisimlerdeki Ornek
cozeltileri ile DPPH’1n seyreltik metanol ¢ozel-
tisinin (% 0.004) 5 mL’si karigtirilarak 30 daki-
ka inkiibe edilmis ve 517 nm dalga boyunda &r-
neklerin absorbanst kontrol 6rnege (5 mL
metanol) kars1 okunmustur (Cuendet vd., 1997).
Herbir oziitiin ICso degeri, hidroksil radikalini
temizleme O&zelligindeki gibi hesaplanmustir.
Pozitif kontrol olarak BHT, kurkumin ve
askorbik asit kullanilmistir.

Siiperoksit radikalini temizleme ozelligi

Bu amagla 2 mL’lik deney ortamina
Lallemantia canescens’in farkli derigimlerdeki
oziitleri ile 100 uM ksantin, 600 uM NBT, 0.05
U/mL ksantin oksidaz ve 0.1 M fosfat tamponu
(pH 7.4) kanltirlmustir. 25 °C’de 10 dakika
inkiibe edildikten sonra 560 nm dalga boyunda
absorbanslar1 okunarak (Robak ve Gryglewski,
1988), her bir 6ziitlin ICsy degeri hidroksil radi-
kalini temizleme oOzelligindeki gibi hesaplan-
mustir. Pozitif kontrol olarak BHT, kurkumin ve
askorbik asit kullanilmistir.

Lipid peroksit olusumunun inhibisyonu

Sican karacigeri (25 % (w/v) ), 40 mM Tris-HCl
tamponu (pH 7.0) ile ii¢ vurusta homojenize
edilmigtir. Homojenat 10.000g’de 10 dakika
santriflij edilmesiyle elde edilen siipernatant de-
neysel calismalar i¢in kullanilmistir. 1.5 mL’lik
deney ortamina farkli derisimlerde 0.5 mL
Lallemantia canescens’in 0Oziitleri, 0.5 mL
dokelti ile 0.16 mM FeSO4 ve 0.1 mM askorbik
asit ilave edilmistir. Tepkime karigimi 37 °C’de
1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra 1 mlL,
%1’lik TBA ve 1 mL %2.8’lik TCA eklenerek
100 °C’de 15 dakika kaynatilmis, agiga ¢ikan
malondialdehitin, TBA ile olusturdugu renkli
kompleksin 532 nm dalga boyundaki absorbansi
kontrol Ornege karsi okunarak % inhibisyon
degerleri, hidroksil radikalini temizleme meto-
dundaki esitlikten hesaplanmistir (Ohkawa
vd.,1979). Pozitif kontrol olarak BHT ve
kurkumin kullanilmistir.

Istatistiksel calismalar
Arastirma kapsaminda yapilan biitiin deneysel
caligmalar {i¢ tekrarli yapilip, sonuglar standart
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sapmalariyla birlikte verilmistir. Ayrica tiim
grafikler, Sigma Plot grafik ve istatistik progra-
mi1 kullanilarak ¢izilip ‘t” regrasyon testi uygu-
lanmistir. Anlamlilik i¢in p< 0.01 se¢ilmistir.

Deneysel calisma sonuclar:

Kallus doku kiiltiirii

Kallus iiretiminde ¢esitli besi ortamlar1 kulla-
nilmis ancak en iyi gelisme B2-B6 ortaminda
gbzlenmis olup, tiim calismalarda bu ortamda
gelisen kalluslar  kullanmilmistir.  Lallemantia
canescens’in metanol 0ziitii ile kallus doku kiil-
tiir metanol 6ziitlinlin verimleri sirastyla 72.7+2
ve 29.3+4 g kg™ olarak bulunmustur.

Lallemantia canescens’e ait orneklerde
toplam fenol, flavanoid miktari ve toplam
antioksidan kapasitesi

Lallemantia canescens’in metanol oziitii ile
kallus kiiltiirlinlin metanol Oziitiiniin toplam
flavanoid ve fenol miktar1 ile toplam antioksi-
dan kapasitesi Tablo 1°’de sunulmustur.
Tablo1’den de goriildiigii gibi 6ziitlerde antiok-
sidan kapasitesi ile toplam fenol, flavanoid mik-
tarlar1 arasinda pozitif bir korelasyon gozlen-
mektedir. Bitki Oziitiiniin, kallus Oziitiine gore
daha yiiksek oranda toplam fenol, toplam
flavonoid ve toplam antioksidan aktiviteye sahip
oldugu bulunmustur.

Tablo 1. Lallemantia canescensin metanol
oziitii ile kallus kiiltiirii metanol oziitiintin
toplam flavanoid ve fenol miktart ile toplam
antioksidan kapasitesi

) Toplam Toplam fenol Toplam
Oziitler ~ flavonoid antioksidan
Bitki 0.288+0.009 397.62+12.467 5.483+0.232

Kallus  0.252+0.012 325.00+17.505 4.615+0.283

Hidroksil radikalini temizleme o6zelligi
Lallemantia canescens’in hidroksil radikalini
temizleme o6zelligi, Fe’*/askorbat/EDTA/H,0,
sistemi (Kunchandy ve Rao, 1990) ile olusturu-
lan  hidroksil radikallerinin  deoksiribozu
bozundurmasi ile meydana gelen tiyobarbitiirik
asit reaktif iirlinlerinin 6l¢iimii ile belirlenmistir
(Ohkawa vd.,1979).

Lallemantia canescens’in ve kallus kiiltiirlinlin
metanol Oziitleri ile taze bitki ve doku kiiltiirii-
niin derisimlere karsi % inhibisyon grafikleri
Sekil 1’de gosterilmistir. Bu grafiklerden yarar-
lanilarak %350 inhibisyon saglayan derisimler
mg mL™" olarak bulunmustur. Ayni ¢aligma sart-
larinda pozitif kontrol BHT ve kurkumin i¢inde
% 50inhibisyon saglayan derisim degerleri bu-
lunmustur. Elde edilen bulgular Tablo 2’de
sunulmustur.

100
80
5
S 60f
R
=)
=
=
° 40
® Taze bitki
O  Bitki metanol oziti
20 v Kallus doku kultira
A Kiltir metanol 6ziiti
0 1 1 1 ]
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
Derisim (mg/mL)

Sekil 1. OH radikali inhibisyonunun ornek derigimleriyle degisimi
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Tablo 2°de goriildiigii gibi bitkiye ait 6rneklerin,
hidroksil radikalini temizleme 6zelligi sirasiyla
bitki metanol 6ziitii > taze bitki > kallus doku
kiiltlirti> kiiltiir metanol oziitii seklindedir.

Tablo 2. Lallemantia Canescens’in orneklerinin
ve porzitif kontrollerin, hidroksil radikalinin
%350 inhibisyonunu saglayan derisimleri

Tiim oOziitlerin derisimlere karsi % inhibisyon
grafikleri cizilmistir (Sekil 2). Bu grafiklerden
yararlanilarak DPPH’in % 50 inhibisyonunu
saglayan derisimler mg mL™ olarak bulunmus-
tur. Aynmi ¢alisma sartlarinda pozitif kontrol
BHT, kurkumin ve askorbik asit i¢inde %50
inhibisyon saglayan derisim degerleri bulun-
mustur.

Elde edilen bulgular Tablo 3.’te sunulmustur.

Ornek ! g oo
— - o (ugml ) Tablo 3’ten goriildiigii gibi DPPH radikalini en
Taze bitki 176.5+2.3 .. . e .. e
o e yiiksek temizleme kapasitesi yine bitkini meta-
Bitki metanol 6ziitii 161.0+ 8.9 1ol biitiinde edzlenmistic
Kallus doku kiltiirii 2410+ 4.7 8 s
Kiiltiir metanol oziiti 867.0+ 13.9 Tablo 3. Lallemantia Canescens’in orneklerinin
BHT 227.0+ 12.4 ve porzitif kontrollerin DPPH testinde %50
Kurkumin 43.61+ 3.9

inhibisyon saglayan derisimleri

DPPH radikalini temizleme 6zelligi Ornek ICso (ug mL™)
Bu test yontemi, kararli serbest radikal 2,2-  Taze bitki 9.8+ 1.4
difenilpikrilhidrazil (DPPH.)’in elektron veya hid-  Bitki metanol &ziitii 264+ 0.3
rojen atomlar1 veren antioksidan kimyasallarin  Kallus doku kiiltiirii 2420+ 3.7
varliginda, bu kimyasallar tarafindan siipiiriilmesi  Kiiltiir metanol 6ziitii 1450+ 1.2
(temizlenmesi) ile karakteristik mor renginin BHT 193.1+ 12.1
acilmasinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi  Kurkumin 42.80 + 4.0
temeline dayanir (Cuendet vd., 1997). Askorbik asit 391+ 0.10

90 r
75
60
=
o
>
2
S L
2 45
k=
°
30
® Taze bitki
15 O Bitki metanol 4ziitii
v Kallus doku kultiiri
A Kiltir metanol 6zitu
O 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
Derisim (mg/mL)

Sekil 2. DPPH radikali inhibisyonunun ornek derisimleriyle degisimi
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Siiperoksit radikalini temizleme ozelligi
Lallemantia canescens’e ait drneklerin siiperoksit
radikalini temizleme 0&zelligi, ksantin /ksantin
oksidaz sistemi ile olusturulan siiperoksit radikali-
nin nitroblue tetrazolium (NBT)’u indirgeme yon-
temi ile belirlenmistir.

Lallemantia canescens’in ve kallus doku kiilti-
riniin metanol oOziitlerinin derisimine karsi %
inhibisyon grafikleri Sekil 3°te gosterilmistir.

Lallemantia canescens’in metanol 0Oziitlinlin
stiperoksit radikalini temizlemede kallus doku
kiiltiiri metanol Oziitiinden daha aktif oldugu
bulunmustur (Tablo 4).

Lipid peroksit olusumunun inhibisyonu

Lallemantia canescens’in metanol 0ziitli ile
kallus doku kiiltiirii metanol oziitliniin, sican ka-
raciger homojenatinda enzimatik olmayan
Fe*'/askorbat yontemiyle gerceklesen lipid
peroksidasyonunu inhibisyonu incelenmistir. Bu
metod lipit peroksidasyonu sonucu agiga ¢ikan
spesifik bir {iriin olan malondialdehitin (MDA),
tiyobarbitiirik asit ile tepkimeye girerek, 532 nm
dalga boyunda, maksimum absorbans veren

peroksidasyonunun % inhibisyon grafikleri Se-
kil 4’te gosterilmistir. %50 inhibisyonun. gercek-
lestigi derisimler ise Tablo 5’te verilmistir. Tablo
5’teki  sonuglarda; Lallemantia canescens’in
metanol Oziitlinlin lipid peroksidasyonunu kallus
doku kiiltiirii metanol 6ziitiinden daha iyi inhibe
ettigi goriilmektedir.

Tablo 4. Stiperoksit olusumunu %50 inhibe
eden Lallemantia canescens’in ve kallus doku
kiiltiiriiniin metanol o6ziitleri ile pozitif
kontrollerin derisimleri

Ornek 1Cso (ug mL'l)
Bitki metanol 6ziitii 4264 +£5.3
Kiiltiir metanol oziiti 1262.0+ 134
BHT 749+ 2.4
Kurkumin 9.56+0.9
Askorbik asit 13752+ 8.7

Tablo 5. Lallemantia canescens’in ve kallus
doku kiiltiiriiniin metanol oziitleri ile pozitif
kontrollerin lipid peroksidasyonunu %50 inhibe
eden derisimleri

renkli bir kompleks olusturmasi esasina _Ornek ICso (ngmL™)
dayanmaktadir. Bitki metanol dziiti 682.+ 3.3
Kiiltiir metanol oziiti 1200.0 £ 134
Lallemantia canescens’in ve kallus doku kiilti- BHT _ 875+ 0.8
riiniin metanol 6ziitlerinin derisimine kargi lipid ~_Kurkumin 395+ 11
100
80 F
o
=)
% 60 o
Z o
2
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K|
o\o 40 - o
®  Bitki metanol 6ziitii
20 |+ fo) O Kiiltiir metanol 6ziiti
0 1 1 1 1 ]
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Sekil 3. Stiperoksit radikali inhibisyonunun ornek derisimleriyle degigimi
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100
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0  Kiiltiir metanol oziiti
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Sekil 4. Lipid peroksit inhibisyonunun érnek derigimleriyle degisimi

Sonuclar

Hidroksil radikali, DNA, lipidler , amino asitler
ve sekerler gibi canli hiicre de bulunan molekiil-
ler i¢in en zararli olan serbest radikaldir. Viicut-
ta biitiin zarlardan kolaylikla gegebilen hidrojen
peroksit (Cadenas, 1989), siiperoksit ile tepki-
meye girerek reaktif ve toksik etkisi olan hid-
roksil radikali olusumuna yol a¢maktadir.
Fe3+/ask0rbat/EDTA/H202 sistemi ile tiretilen
hidroksil radikali ile deoksiribozun bozunmasi-
nin, ¢alisilan Lallemantia canescens’in 6rnekle-
riyle inhibe edildigi bulunmustur. Tablo 2’deki
sonuglarda  goriildigii  gibi  Lallemantia
canescens’in taze ve metanol Oziitlerinin 1Csg
degerleri sirasiyla 176.5 £2.3 ve 161.0 = 8.9 pg
mL™" hesaplanmis olup, bu degerler besin katki
maddesi olarak kullanilan ve antioksidan bir bi-
lesik olan BHT’den daha iyidir. Lallemantia
canescens’in DPPH temizleme ozelliginde ise
taze kallus kiiltiirii BHT ye benzer aktivite gos-
terirken, diger Oziitler BHT den daha yiiksek
aktivite géstermislerdir (Tablo 3).

Stiperoksit ve hidroksil radikalleri, serbest radi-
kalleri en ¢ok temsil eden iki dnemli radikaldir.
Hiicresel oksidasyon tepkimelerinde ilk once
siiperoksit radikali olusmakta ve diger serbest
oksijen radikallerinin iiretimini oksidan ajanla-
rin  varligima bagh olarakta arttirmaktadir
(Olanow, 1992 ).
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Lallemantia Canescens’in ve kallus doku kiiltii-
rliinlin metanol Oziitlerinin, siiperoksit i¢in ICs
degerleri sirasiyla 426.4+ 5.3 ve 1262.0+ 13.4
ug mL" seklindedir. Bitkinin ve kallus kiiltiirii-
niin metanol 6ziitlerinin siiperoksit radikalini
temizleme Ozelliklerinin, pozitif kontrol olarak
kullandigimiz askorbik asitten daha yiiksek,
kurkuminden ise daha diisiik olduklar1 gozlen-
mistir (Tablo 4).

Calismamiz da ayrica Lallemantia canescens’in
ve kallus doku kiiltiirii metanol 6ziitlerinin pozi-
tif kontrollerimize gore yiiksek olmasa da lipid
peroksidasyonunu inhibe ettikleri bulunmustur.
%50 inhibisyonun gerceklestigi derigimler ise
Lallemantia canescens’in metanol 0Ozt i¢in
682.0+ 3.3 pg mL”, kallus doku kiiltiiri
metanol 6ziitii i¢in ise 1200.0+ 13.4 pg mL’
olarak hesaplanmstir ( Tablo 5).

Bitkinin lipid peroksidasyonunu inhibe etmesi-
nin, serbest radikalleri siiplirme etkisiyle olustu-
gu disiiniilmektedir. Cilinkii stiperoksit ve hid-
roksil  radikalleri  aktif  olarak  lipid
peroksidasyonunun baslamasinda rol almaktadir
(Plaa ve Wischi, 1976). Ayrica Lallemantia
canescens’in flavonoid ve fenol igeriklerinin de
yiiksek olmas1 serbest radikalleri temizlemede
ve lipid peroksidasyonunu onlemede en 6nemli
nedendir.
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Sentetik antioksidanlarin yan etkileri ve bitkile-
rin kolay elde edilebilir olmasi nedeniyle, son
yillarda aragtirmalar bitki Oziitlerinin antioksi-
dan aktiviteleri iizerine yogunlagsmistir. Verna
ve digerleri (2008) tarafindan yapilan c¢aligsma-
da; lichen Usnea ghattensis metanolik 6ziitlinlin
lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi, siiperoksit,
DPPH, nitrik oksit ve hidroksil radikali siiplirme
aktivitesine  sahip  oldugu  saptanmustir.
Calpurnia aurea’in sap ve yaprak metanolik
Oziitlerinin toplam fenol, flavonoid, flavonol ve
proantosiyanidin igerikligi belirlenmis, DPPH,
ABTS ve FRAP metodlariyla antioksidan akti-
vitesi saptanmistir  (Adepado vd., 2008).
Adesegun ve digerleri (2008) c¢aligmalarinda,
Sapium ellipticum metanol Oziitiiniin toplam fe-
nol igerigini saptamislar ve lipid peroksidasyon
inhibisyon aktivitesi, serbest radikal siipiirme
aktivitesi ile metal selatlama 6zelligini bildir-
mislerdir. Lagerstroemia speciosa (L). Yaprak-
larinin etil asetat, etanol, metanol ve su Oziitleri-
nin siiperoksit ile hidroksil radikallerini siipiir-
diigii ve lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi
bildirilmistir (Priya vd., 2008). Baska bir calis-
mada, Rhazya stricta yapraklarinin metanol
Oziitliniin antioksidan aktiviteye sahip oldugu;
linoleik asit sistemi, metal selatlama aktivitesi,
indirgeme potansiyeli, DPPH ve siiper oksit
radikalerini stipirme aktivitelei incelenerek sap-
tanmustir (Igbal vd., 2006).

Bitkilerin antioksidatif etkileri flavonoid (Pietta,
2000), fenolik asit ve fenolik diterpen ( Shahidi
ve Wanasundara, 1992) gibi fenolik bilesikler-
den kaynaklanmaktadir. Fenolik bilesiklerin an-
tioksidan aktivitesi onlarin redoks ozelliklerin-
den dolayidir. Flavonoidlerin diisiik redoks po-
tansiyeline sahip olmasindan dolay1
(0.23<ET<0.75V), redoks potansiyelleri 2.13-
1.0 V arasinda olan okside olmus siiperoksit,
peroksil, alkoksil ve hidroksil radikalleri gibi
serbest radikallere (R.), H-atomu vererek onlar1
termodinamik olarak indirgeyebilirler. Fenolik
bilesikler serbest radikalleri notralize etmede ve
absorblamada, singlet ve triplet oksijenin yaka-
lanmasinda veya peroksitleri parcalamada
onemli rol oynamaktadirlar (Rice-Evans vd.,
1996).
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Flavonoidler, ksantin oksidaz ve protein kinaz
gibi siiperoksit anyonu tiretiminden sorumlu en-
zimleri inhibe etmektedir. Ayrica biitiin reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunda ilgili siklo-
oksigenaz, hipoksigenaz, mikrozomal oksige-
naz, glutatyon S-transferaz, mitokondrial stik-
sinoksidaz ve NADH oksidaz1 da inhibe ettigi
gosterilmistir. Bir ¢cok flavonoid, oksijen meta-
bolizmasinda 6nemli rol oynayan eser element-
lerle selat olusturarak onlar1 bloke etmektedir
(Rice-Evans ve Miller, 1996).

Bitkisel kokenli fenolik bilesikler insan saglig
ve besin lipidlerinin korunmasi gibi alanlarda
kullanilabilmektedir. Cesitli bitkisel fenolik bi-
lesiklerin antioksidan aktivite potansiyelleri, dii-
sik  yogunluklu lipoproteinlerin ~ (LDL)
oksidasyonunu inhibe etmelerine gore degerlen-
dirilmis ve karnosol, karnosonik asit ve
rosmarinik asitin giiclii aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (Pearson vd., 1997).

Bitkilerdeki flavonoidler genellikle gilikozillen-
mis tiirlerden olusurlar ve ¢igek ve meyvelerde-
ki mavi, kirmizi, turuncu gibi parlak renklerin
olusumundan sorumludurlar (Brouillard ve
Cheminat, 1988). Lallemantia canescens’in de
parlak mavi renklere sahip olusu flavonoidlerin
varliginin diger bir kanitidir.

Kallus doku kiiltiirii ile yapilan ¢alismalardan da
serbest radikallerin olusumunun inhibe edildigi
bulunmustur. Boylece biyoaktif bilesenleri yiik-
sek olan bitkilerle, radikalleri temizleyen
sekonder metabolitlerin iiretilebilecegi gercegi
de ortaya konulmustur. Rakotoarison ve digerle-
11 (1997), Crataegus monogyna’nin ¢iceklerin-
de, in vitro kallus ve hiicre silispansiyon kiiltiir-
lerinin metanolik formlarinin antioksidan aktivi-
telerini 6lgmiisler total fenol miktarindaki azal-
may1 taze ¢igek > hiicre silispansiyon > kallus
kiiltiirii seklinde bulmuslardir. Ayrica 6ziitlerin
H,0, ve HOCI gibi reaktif oksijen tiirlerini te-
mizleyici etkilerini belirleyerek, bitkinin antiok-
sidan 0Ozelligini in vitro olarak incelemislerdir.
Toplam fenol igeriklerine bagl olarak tiim 6ziit-
lerin bu radikalleri temizlediklerini bulmuslar-
dir. Calismamizda da toplam fenol igerigi en
fazla olan bitki metanol 6zitiiniin, kallus kiilttri
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Oziitiinden daha iyi radikal temizleyici oldugu
bulunmugtur.

Cigekler ve yapraklarin ¢ok sayida polifenolik
tiir igerdikleri yapilan ¢alismalarla gosterilmistir
(Brouillard ve Cheminat, 1988). Rakotoarison
ve digerleri (1997) tarafindan belirtildigine go-
re; Stafford ve Cheng, bitki doku kiiltiirlerinin
cesitli sekonder metabolitler iirettiklerini ve ba-
zen bu iriinlerin orijinal bitkiden daha yiiksek
diizeyde oldugunu, 6zellikle polifenolik simifta
fazla iriin elde edildigini belirtmislerdir. Yine
Rakotoarison ve digerleri (1997) tarafindan be-
lirtildigine gore; Bahorun ve Kartnig, ¢calismala-
rinda Crataegus monogyna’nin kallus ve hiicre
siispansiyon kiltlirlerinin 1lgi ¢ekici polife-
nolikleri {rettiklerini ortaya koymuslardir.
Pavlov ve digerleri (2002) kirmiz1 pancar kiil-
tiirlerinde Betalainlerin biyosentezini gercekles-
tirmiglerdir. Betalainler serbest radikalleri te-
mizlemenin yanisira, aktif oksijenin indirgen-
mesini ve serbest radikallerin biyolojik molekiil-
lerde sebep olduklar1 oksidasyonu engellemek-
tedirler. Yapilan bu calismada ayrica, kiiltiir
etanol Oziitlerinin yiiksek antiradikal aktivite
gosterdigi ve kararli DPPH radikalini % 83 ora-
ninda inhibe ettigi bulunmustur. Calismamizda
da kallus doku kiiltiirii metanol 6ziitiiniin %
derisimine bagli olarak, DPPH radikalinin
inhibisyonunun arttig1 bulundu. Tiim bu aras-
tirmalar in vitro bitki dokularinin, biyoaktif mo-
lekiillerin kaynagi olarak kullanilabilecegini
gostermektedir.

Tim in vitro deneysel bulgular sonunda
Lallemantia Canescens’in iyi bir antioksidan bitki
oldugu ve bu bitkiden elde edilen kallus doku kiil-
tiirlinlin de ayn1 aktiviteyi gosterdigi bulunmustur.
Tiim deneysel parametrelerin grafiklerinden go-
rildigi gibi, Lallemantia canescens’in serbest
radikalleri temizleme aktivitesi (% inhibisyon ola-
rak tanimlanan) derisime bagimhidir ve artan 6ziit
derisimiyle artmaktadir.

Toplam antioksidan 6zelliklerinin, toplam fenol
ve flavonoid igerikleri ile dogru orantili oldugu
gbzlenmis, toplam fenol ve flavonoid igerigi
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yiksek olan Lallemantia canescens’in metanol
Oziitiinlin, antioksidan ve radikal temizleme
ozelliklerinin kallus doku kiltliriiniin metanol
oziitlinden yiiksek oldugu bulunmustur (Tablo
1). Bitki oziitii, kallus 6ziitiine gore daha ytiksek
oranda toplam fenol, toplam flavonoid ve top-
lam antioksidan aktiviteye sahip oldugundan,
kallus doku kiiltiirii metanol Oziitiine gore daha
fazla biyoaktif molekiillere sahiptir.

Ayrica kallus doku kiiltiirleri sayesinde antioksi-
dan sekonder metabolitlerin iiretilebilecegi kanit-
lanmigtir. Bu c¢alismada, test edilen antioksidan
aktivitenin hangi aktif bilesenden kaynaklandig
tespit edilememistir. Antioksidan aktivite ham
ozt  icerisindeki  polifenollerin  sinerjik
etkilerindende  kaynaklanabilir. Bu nedenle
Lallemantia Canescens’in biyoaktif bilesenlerinin
saptanmasi ve antioksidan bitki oldugunun in vivo
deneylerlede kanitlanmasi gerekmektedir.
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