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Oz

Halk arasinda bitkilerin ¢esitli kisimlart kullanim amacina yonelik basit islemlerden gegirilerek gerek gida, gerekse tedavi amaciyla
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bitkiler, insan beslenmesinde ¢ok énemli bir yer tutar ve insan saglig1 agisindan bazi 6nemli bilesenler
icermektedir. Diinyadaki bitkisel c¢esitliligin fazlaligi, ¢cogu bitkinin biyolojik etkileri ve etki mekanizmalari hakkindaki bilimsel
verilerin hala yetersiz olmasi bu konuya olan ilgiyi her gecen giin artirmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, Elazig yoresinden toplanan ve
Ozellikle gida olarak mevsiminde bolca tiiketilen Polygonum cognatum Meissn (Madimak, Kusekmegi) bitkisinin etanol, metanol,
aseton ve hekzan ekstraktlarinin antiradikal aktiviteleri, fitokimyasal bilesenleri, antimikrobiyal ve in vitro antikanserojen
aktivitelerinin arastirilmasidir. Calisma sonuglarimiza gore, P. cognatum Meissn o6ziitlerinin ABTS radikal giderme aktivitelerinin
DPPH a kiyasla daha iyi sonug verdigi goriildii. Ayrica ABTS radikal giderme aktivitelerinin standart bir antioksidan olan askorbik
asite (Vitamin C) yakin degerlerde oldugu bulundu. Polygonum cognatum Meissn’ in yiiksek miktarda fitosteroller, K ve D
vitaminleri, a-tokoferol, flavonoidler, proantosiyanidin, fenolikler ve doymamis yag asitleri igerdigi tespit edilmistir. Bitki
ekstraktlarimin antimikrobiyal etkileri Escherichia coli, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus and Candida
albicans mikroorganizmalar1 kullanilarak Disk Difiizyon ve Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (MIK) yéntemleri ile belirlendi.
Biitiin ekstraktlarin tiim mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi goriildii. Ayn1 zamanda Polygonum cognatum
Meissn ekstraktlarinin, MCF-7, PC3 ve MKN-45 kanser hiicre hatlar lizerinde kontrole gore ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda
oldukga iyi sitotoksik etkiler sergiledigi goriildii. Kanser hiicreleri igerisinde en yiiksek etkiyi ise MKN-45 (insan mide kanseri) hiicre
hattinda gostermistir. Elde edilen sonuglar antioksidan ve antiproliferatif etki gésteren ve biyoaktif bilesikleri igeren Polygonum
cognatum Meissn bitkisinin insanlar tarafindan tiiketilmeye devam edilebilecegini gostermistir.
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Determination of In Vitro Biological Activities and Some
Phytochemical Components of Polygonum cognatum Meissn
(Madimak) Plant Grown in Elazig

Abstract

Among the people, various parts of the plants are passed through simple processes for their intended use and are widely used for both
food and therapeutic purposes. Plants have a very important place in human nutrition and contain some important components in
terms of human health. Excess of the global herbal diversity, the lack of the scientific data on the biologic effects and mechanism of
action of most plants are increasing the interest in this issue day by day. The aim of this study, is to investigate the antiradical
activities, phytochemical components, antimicrobial and in vitro anticancer activities of the ethanol, methanol, acetone and hexane
extracts of the Polygonum cognatum Meissn (Madimak, Kusekmegi) collected from Elazig and consumed abundantly as a food in
season. According to our study results, ABTS radical scavenging activities of Polygonum cognatum Meissn extracts were found to
give better results compared to DPPH. Also, ABTS radical scavenging activities were found to be close to ascorbic acid, a standard
antioxidant. It was established that Polygonum cognatum Meissn contains high amounts of phytosterols, vitamin K and D, a-
tocopherol, flavonoids, proanthocyanidin, phenolics and unsaturated fatty acids. Antimicrobial effects of Polygonum cognatum
Meissn extracts were determined by Disc Diffusion and the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) methods using Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus and Candida albicans microorganisms. It was observed that all
plant extracts showed antimicrobial activity against all microorganisms. However, Polygonum cognatum Meissn extracts were
exhibited good cytotoxic effects on MCF-7, PC3 and MKN-45 cancer cell lines than control, especially at higher concentration.
Among the cancer cells, MKN-45 (human stomach cancer) showed the highest effect in the cell lines. Consequently, obtained results
indicate that Polygonum cognatum Meissn may continue to be consumed by humans owing to it has potentially antioxidant,
antiproliferative properties and including bioactive compounds.
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1. Giris

Son yillarda yapilan birgok ¢aligma bazi dogal gidalarin tiiketiminin insan saglig: izerinde olumlu etkilerini ortaya koymustur.
Dogal gidalar enerji, esansiyel amino asitler, lif, vitaminler ve minerallerin yani sira tokoferoller, karotenoidler, flavonoidler, yag
asitleri, steroller, fenolikler vb. gibi baz1 aktif antioksidan bilesikler igermektedir (Keser et al., 2018). Besinsel bilesenler; hiicresel
bagisiklik sistemini giiclendirip ve antioksidanlar nedeniyle hiicreleri serbest radikal hasarina karsi korudugu i¢in, hastaliklart 6nleyici
etkileri yapilan arastirmalarla desteklenmektedir (Keser et al., 2018). Dogal bitkilerin ve bunlarla iliskili ugucu yaglarin ilag
endiistrisi, gida, parfiim ve kozmetik gibi bir¢ok endiistride kullanilan hammaddeler olmasi nedeniyle, 6zellikle 1940'tan giiniimiize
kadar antimikrobiyal etkileri agisindan bircok arastirma alanminda ¢alisilmis ve 6nemli sonuglar elde edilmistir (FAYDAOGLU &
SURUCUOGLU, 2013).

Yabani bitkiler insanlar tarafindan yillardir hem yiyecek olarak hem de bircok hastaligin tedavisinde ‘dogal ilag’ olarak
kullanilmaya devam etmektedir. Bu tiir bitkilerin yapisinda bulunan bazi maddeler saglik agisindan olumlu etkilerinin oldugu
bilindiginden 6zellikle antikanser lizerine yapilan c¢aligmalar hizla artmaya devam etmektedir (Cragg & Newman, 2005; Yalgin,
Yilmaz, AltunDAg, & KOgtiirK, 2017). Iyi bir antioksidan olarak da bilinen bu bitkiler antikanserojenik, antimutajenik ve antiaging
(vaslanmay1 geciktirici) gibi biyolojik fonksiyonlarin ¢ogunun temelini olugturmaktadir (Endo, Usuki, & Kaneda, 1985; Ho, Ferraro,
Chen, Rosen, & Huang, 1994; Nishina, Kubota, Kameoka, & Osawa, 1991).

Kanser hastaligi giiniimiiziin en ciddi saglik problemi olarak goriilmektedir. Kanser hastaligin1 engelleme ¢aligmalar1 ve ileri
diizeyde tedavi yontemleri uygulanmasina ragmen, hastalik hala insanlarin yagam kalitesini diisiirmeye devam etmektedir. Hastalik
sirasinda kullanilan yontemlerin hem ¢ok maliyetli hem de agir yan etkilerinin oldugu bilinmektedir. Ayrica tedaviye yanit verme
olasilig1 da ¢ok yliksek olmadig igin insanlar artik dogal bitkisel tirlinlere daha fazla ragbet gostermeye baslamiglardir (Jain, Katewa,
Galav, & Nag, 2007; Shu, 1998).

Bitki ekstraktlar1 bir¢ok tilkede tibbi amagh olarak hastaliklarin tedavisinde kullanilmakla beraber antikanserojenik etkilerinin
oldugu bilinmektedir. Ayrica ekstraktlardan elde ilaglarin, antikanserojenik ilaglarin yaklasik olarak % 63 ° iinii olusturdugu ve bu

ilaglarin yan etkilerinin olmayip tedaviye yanit verme olasiliginin yiiksek oldugu yapilan ¢aligmalar sonucunda ortaya ¢ikmustir
(BILGIN & KOCABAGLI, 2010; Hartwell, 1982; Hsieh, Wu, Park, & Wu, 2006).

Caligmada kullanilan Polygonum cognatum Meissn (Madimak) Tiirkiye® de diizenli olarak tiiketilen Polygonaceae
(Kuzukulaggiller) ailesine ait ¢ok yillik bir bitkidir (Onen, Altuntas, OzG6z, Bayram, & Ozcan, 2014). Yoresel olarak farkli sekilde
isimlendirilen bu bitkinin en yaygin adi Madimak olmakla beraber, Elaz1§ da Kusekmegi olarak bilinir. Bu yabani bitki yol
kenarlarinda, yamaclarda ve sanayi endiistriyel bolgelerinde yetisir. Orta Anadolu da gida olarak yaygin sekilde tiiketilen bu bitkinin
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yaprakli taze hali ilkbaharda toplanir. Polygonum cognatum Meissn ile daha 6nce yapilan ¢aligmalarda fenolik bilesikler, vitamin C ve
karotenoidleri igerdigi rapor edilmistir (Onen, Yilar, & Kaya, 2009; Yildirim, Mavi, & Kara, 2003). Ayrica antioksidan,
antimikrobiyal, idrar soktiiriicii ve seker hastaligi tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir (Baytop, 1999; Fiedorov, 1985; Tatli, 1988).

Bu ¢aligmada, Elazig’in Gimiiskavak koyiinden toplanan ve yorede Kusekmegi olarak bilinen Polygonum cognatum Meissn
bitkisinin 6ncelikle etanol, metanol, aseton ve hekzan ekstraktlari hazirlandi. Bitkinin serbest radikal giderme aktiviteleri (DPPH™,
ABTS") ve fitokimyasal igerikleri (total fenolik, flavonoid, proantosiyanidin, yag asitleri, yagda ¢6ziinen vitaminler ve steroller)
belirlendi. 4 farkli ¢oziiciiden elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri hem Disk Diflizyon hem de Minimum Inhibitor
Konsantrasyonu (MiK) yontemleri ile bulunarak karsilastirildi. Calismada son olarak Polygonum cognatum Meissn bitki ekstraktlar:
insan meme kanseri (MCF-7), insan prostat kanseri (PC3) ve insan mide kanseri (MKN-45) tizerindeki antikanser etkisi arastirilmis
ve karsilagtirma yapilmigtir

2. Materyal ve Metot

2.1. Bitki ekstraktlarinin Hazirlanmasi

ilk olarak toplanan bitki, giines gormeyen yerde kurutuldu. Kurutulan bitkiler blender yardiniyla toz haline getirildi. Sonra, toz
haline getirilen bitkiden 20 g alind1 ve sirasiyla 200 mL etanol, metanol, aseton ve hekzan igerisine konularak 25-30 °C’ de 24 saat
boyunca calkalayict inkiibator de karigtirildi. Ekstraksiyon sonrasi, 1 nolu Whatman siizge¢ kagidi ile siizme yapildi. 40 °C’ de
vakumlu evaporatorde ¢oziicliler tamamen uzaklasana kadar isleme devam edildi. 4 farkli ¢6ziiciiden elde edilen bitki ekstraktlar: =20
°C’ de deneysel ¢alismalara kadar saklandi.

2.2. Antioksidan Calismalari

Etanol, metanol, aseton ve hekzan eksraktlarinin antioksidan aktiviteleri prensipleri radikal siipiirmeye dayali DPPH (1,1-difenil-
2-pikrilhidrazil) ve ABTS (2,2’-azino bis(3-etil benzotiazolin-6-siilfonik asit) metotlar1 kullanilarak yapilda.

2.2.1. DPPH radikal siipiirme aktivitesi

Oncelikle 25 mg/L DPPH ¢ézeltisi hazirlandi. Her bir deney tiipiine 4 mL hazirlanan DPPH ¢dzeltisi konuldu. DPPH ¢ézeltisi
bulunan deney tiiplerine sirastyla 2000 ug/mL, 1000 pg/mL, 500 ug/mL, 250 pg/mL ve 125 pg/mL bitki ekstrakti igeren ¢ozeltiler
ilave edildi. 30 dk oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra etanoldan olusan kére karst 517 nm’ de
absorbanslar1 olgtildii. Kontrol olarak, 4 mL DPPH ¢ozeltisi kullanild1 (Shimada, Fujikawa, Yahara, & Nakamura, 1992). Azalan
absorbans, geriye kalan DPPH ¢o6zeltisi miktarini yani serbest radikal giderme aktivitesini vermektedir (Keser, Celik, & Turkoglu,
2013). Ortamdan yok edilen DPPH miktar1 agagidaki esitlikten hesaplanmisgtir:

DPPH"* Yok Etme Yiizdesi % = [(Ao — A1)/Aq] X 100

Ao kontroliin absorbansi, A; 6rneklerin absorbansi olarak alinmistir.

2.2.2. ABTS radikal siipiirme aktivitesi

2.45 mM K;S;0g ve 7 mM ABTS g¢ozeltileri 1:1 oraninda karistirildi ve oda sicakliginda 16 saat boyunca karanlikta inkiibasyona
birakildi. Hazirlanan ¢6zeltinin 734 nm’ de absorbansi alindi ve absorbans degeri 1.850+0.05 degerine ulasana kadar etil alkol ile
seyreltme yapildi. Radikal ¢ozeltisinden deney tiiplerine 4° er mL ilave edildi. Tiiplere sirastyla 2000 pg/mL, 1000 pg/mL, 500
pg/mL, 250 pg/mL ve 125 pg/mL bitki ekstrakti igeren ¢ozeltiler eklendi ve oda sicakliginda 2 saat karanlik bir ortamda inkiibasyona
birakildi. 1nkiibasy0n sorast 734 nm’ de absorbans degerleri kaydedildi (Wu, Chang, Chen, Fan, & Ho, 2009). Bu sayede azalan
absorbans degerlerinden yok edilen ABTS radikalleri hesapland: (Keser et al., 2013). ABTS radikallerini bitki ekstraktlarmin ne
kadarini yok ettigi su formiille hesaplandi:

% ABTS Yok Etme Aktivitesi = [(Ao-A1)/A¢] X 100

Ao kontroliin absorbansi, A1 6rneklerin absorbansi olarak alinmistir.

2.2.3. Toplam fenolik bilesik analizi

Hazirlanan bitki ekstraktlarindaki toplam fenolik bilesik miktarlar1 tayini igin Singleton ve arkadaslarinin metodu kullanildi
(Singleton, Orthofer, & Lamuela-Raventds, 1999). Analizlerde standart olarak gallik asit kullanildi. Deney tiiplerine farkli
¢oziiciilerde hazirlanan bitki ekstraktlarindan 1’ er mL alindi ve iizerlerine 0.5 mL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildi. Yaklagik 3 dk
bekletildikten sonra %2’ lik Na,COj3 ¢o6zeltisinden 3 mL eklendi. Hazirlanan 6rnekler 2 saat boyunca siirekli karistirildt ve UV
spektrofotometresinde 760 nm dalga boyundaki absorbans degerleri 6l¢iildii.

2.2.4. Toplam flavonoid bilesik analizi

Caligmada total flavonoid igerikleri Kim vd. (2003) metoduna gore catechin esdegeri olarak belirlendi (Kim, Chun, Kim, Moon,
& Lee, 2003). Baslangi¢ olarak 0.5 mL bitki ekstrakti saf suyla 4 mL’ye tamamlandi. Ardindan 0.3 mL %5’lik NaNO> ve 0.3 mL
%10’luk AlCl3 ¢ozeltileri ilave edilerek 5 dk boyunca oda kosullarinda beklemeye birakildi. 1 M NaOH’ den 2 mL eklendikten sonra
vortekste iyice karistirildi. Elde edilen pembe renkli 6rneklerin 510 nm dalga boyundaki absorbans degerleri 6l¢iildii. Total flavonoid
miktari, catechin standart grafiginden elde edilen denklemden pg catechin/g ekstrakt degerleri olarak hesaplandi.
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2.2.5. Toplam proantosiyanidin bilesik analizi

Farkli ¢oziiclilerde hazirlanan bitki ekstraktlarinin proantosiyanidin igerigi Amaeze metoduna gore calisildi (Amaeze et al.,
2011). 0.5 mL bitki ekstrakti alind1 ve tizerine 1.5 mL metanol igerisinde hazirlanan %4’ liik vanilin ¢6zeltisi ve 0.75 mL derisik HCI
¢ozeltisi ilave edildi. Numuneler oda sicakliginda 15 dakika bekletildikten sonra UV spektrofotometresinde 500 nm dalga boyunda
absorbans degerleri 6lgiildii. Elde edilen absorbans degerleri total flavonoid igin kullanilan catechin standart grafiginden elde edilen
denklemde yerine konularak toplam proantosiyanidin miktar1 pg catechin/g ekstrakt olarak hesaplandi.

2.3. Fitokimyasal Analizler
2.3.1. Yag asitleri analizi

Yag asitleri %2’ lik siilfiirik asit yardimiyla metil esterlere dondstiirtildii (Christie, 1989). Yag asidi metil esterleri n-hekzan ile
ekstrakte edildi. Ardindan, gaz kromatografisi ve Glass GC 10 bilgisayar yazilimina bagli alev iyonizasyon dedektorii (Schimadzu GC
17) ile ayrildi. Kromatografi 0.8 mL/min akis hizinda azot tasiyict gazi kullanilarak kapiler bir kolonla (0.25 mm ¢apinda ve 25 m
uzunlugunda) (Permabound 25, Macherey-Nagel, Germany) yapildi. Dedektor, kolon ve enjeksiyon vanasinin sicakliklari sirasiyla;
240, 130-220 ve 280 °C’ dir. Metil esterlerin her birinin tanimlanmast ayni sartlar altinda analizleri yapilan standart karigimlarla
karsilagtirma yapilarak gergeklestirildi.

2.3.2. Vitamin analizi

Yagda ¢6ziinen vitaminler ve fitosteroller bazi kiigiik degisikliklerle Sanchez-Machado (Sanchez-Machado, Lopez-Hernandez, &
Paseiro-Losada, 2002) yontemine gore yag fraksiyonundan ekstrakte edilerek yapildi. Bitkinin ekstrakte edilen yaglar1 3:2 oraninda
asetonitril/metanol karisiminda ¢ziildii ve HPLC cihazina (Schimadzu, Kyota Japan) 50 uL’ si enjekte edildi. Supelcosil™ LC18 250
X 4.6 mm, 5 um, Sigma, USA) kolonu kullanildi. Mobil faz olarak asetonitril/metanol (3:2) karisimi kullanildi ve eliisyon 1 mL/min
akis hiziyla yapildi. Kolon sicakligi 40 °C’ de tutuldu. Vitamin ve fitosterollerin her birinin belirlenmesi, ayni kosullar altinda analizi
yapilan standart karisimlarla karsilastirma yapilarak gergeklestirildi. Analizlerin sonuglart numuneler i¢in pg/g olarak ifade edildi.

2.4. Antimikrobiyal etki

Bu ¢alismada, 4 farkl ¢6ziiciide hazirlanan bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal etkileri, Bacillus subtilis, Escherichia coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus COWAN 1, Klebsiella pneumoniae FMC 5 bakteri suslart ve Candida albicans FMC 1 mayasi
kullanilarak disk diflizyon yontemi ve minimum inhibitdr konsantrasyonu (MIK) yontemleri ile belirlenmeye ¢aligilmustir.

2.4.1. Disk Difiizyon Yontemi

Hazirlanan bakteri ve mayanin buyyondaki kiiltiirii sirasiyla; Miieller Hinton Agar ve Sabouraud Dextrose Agar igine % 1
oraninda agiland1 (10° bakteri/mL, 10* maya/mL) ve iyice calkalandi. 25 mL petri kutularia konularak besiyerinin homojen bir
sekilde dagilmasi saglandi. Ekim yapilan petri kutular1 15 dakika oda sicakliginda beklemeye birakildi. Katilasan agar ortamina
aseptik olarak her biri 100 pL’lik olacak sekilde, farkli ekstraktlar ile emdirilmis antimikrobiyal diskler (6 mm, Oxoid) hafifce
yerlestirildi. Hazirlanan petri kaplar1 4°C’ de 2 saat bekletildi ve bakteri asilanan plaklar 37+0.1°C’de 24 saat, maya asilanan plak ise
25+0.1°C’de 72 saat inkiibasyona birakildi. Calismada kontrol olarak ise diskler kullanildi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda meydana
gelen inhibisyon zonlarmin uzunlugu mm 6l¢ii biriminde kaydedildi (Collins & Lyne, 1987; Inci, Dalkili¢, Dalkilig, & Kirbag, 2019).

2.4.2. Minimum Inhibitor Konsantrasyonu (MIK) Belirleme Yontemi

Antimikrobiyal aktivite testi i¢in hazirlanan bitki ekstraktlarindan 10 mg tartilmis ve 1000 pL DMSO’ da ¢oziilmiistiir.
Platelerdeki her bir kuyucuga 100 pL Miieller Hinton Agar Broth (MHB) sivi besiyeri konuldu ve her siranin ilk kuyucuguna
hazirlanan érneklerden 100 pL eklendi ve pipetaj yapildi. ilk kuyucuktan 10 uL cekilerek 2.kuyucuga aktarilip bu islem sirastyla 7.
kuyucuga kadar devam edilerek seyreltme yapildi. Son kuyucukta pipetaj sonrasi 100 uL numune alinarak atildi. Son olarak tiim
kuyucuklara ¢alistlan 100 pL mikroorganizma 6rnegi (dlgiimleme yapildiktan sonra) eklendi. Ornekler 24 saat boyunca oda
kosullarinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 elde edilen degerler yardimiyla bitki ekstraktlarmin minimum madde konsantrasyonu
hesaplandi (Inci & Kirbag, 2018).

2.5. Hucre Kiiltiira

Bu caligmada insan mide kanseri (MKN-45), insan prostat kanseri (PC3) ve insan meme kanseri (MCF-7) olmak iizere ti¢ farkli
hiicre hatt1 kullanildi. MKN-45, PC3, MCF-7 hiicre hatlar1 Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan temin edildi (ATCC). MKN-45,
PC3, MCF-7 hiicrelerinde besiyer olarak 2mM L-Glutamine ve NaHCOs; ayrica % 10 Fetal Bovine serum eklenmis DMEM
(Dulbecco's modified Eagle's medium) kullanildi. DMEM ve FBS ticari olarak Gibco (Invitrogen)’ den satin alindi. Tiim hiicreler 25
cm? lik flasklarda (Corning-Sigma-Aldrich, USA), 37 °C'de nemlendirilmis bir karbondioksit inkiibatdrde (% 5 COz +% 95 Oy)
kiiltiire edildi. Polygonum cognatum Meissn bitki ekstraktlari hiicrelere uygulanmadan 6nce, hiicrelerin canlilik oranlart % 0.4 Tripan
Mavisi ile belirlendi. Canlilik oranlari% 90'in altinda olmasi durumunda deneylere baslanmad: (Keser et al., 2018; KUCUKBAY,
Mumcu, Tekin, & SANDAL, 2016; SARAC et al.).

Polygonum cognatum Meissn bitkisinin metanol, etanol, aseton ve hekzan 6ziitlerinin, farkli kanser hiicre tiplerine (MKN-45,
PC3, MCF-7) kars1 ¢ogalma aktiviteleri, “Cayman WST-1 cell proliferation assay” kiti kullanilarak degerlendirildi. Bu test, canli
hiicrelerde mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri tarafindan Wst-1 tetrazolyum tuzunun enzimsel olarak kesilerek formozan olusturup
renk degistirmesi esasina dayanmaktadir (TOKUR & AKSOY, 2017). Oncelikle hiicreler, 96 oyuklu kiiltiir plakalarina 5x10%0yuk
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(%10 FBS igeren 200 pL besiyer i¢inde) hiicre yogunlugu olacak sekilde yerlestirildi ve % 5 CO; i¢eren nemli bir atmosfer altinda
24-48 saat siireyle 37 © C'de inkiibe edildi. Sonraki giin oyuklardaki besiyerler alinip, yerine 100 pL taze besiyer eklendi. Daha sonra
hiicreler iizerine 24 saat boyunca inkiibe olacak sekilde ¢esitli konsantrasyonlarda (1, 10, 100 ve 1000 pg/mL) bitki ekstraktlar:
muamele edildi. Her bir oyuga 10 pL WST-1 karisimindan ilave edilerek orbital karistirict iizerinde 1 dk yavasca karistirildi. Hiicreler
37°C’ de CO» inkiibatoriinde 2- 4 saat renk olusuncaya kadar inkiibasyona birakildi. Olusan rengin absorbansi 450 nm’de Elisa plaka
okuyucu ile dlgiildii. Hiicre canliligl, 24-48 saatlik inkiibasyondan sonra hiicrelerin mitokondriyal aktivitesinin, olduk¢a hassas WST-
1 deneyi ile tayin edilmesi suretiyle belirlendi (Boivin, Blanchette, Barrette, Moghrabi, & Beliveau, 2007). Negatif kontrol olarak
DMEM (% 0,5 DMSO igerir) kullanildi (Eruygur et al., 2020). WST-1 hiicre proliferasyon deneyleri sonucunda ICso degerleri
GraphPad Prism 6 programi kullanilarak hesaplandi (SARAC et al.).

3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

3.1. Antioksidan Aktivite Sonuglar:

Polygonum cognatum Meissn bitkisinin 4 farkli ¢oziiciide hazirlanan ekstraktlarinin DPPH radikal siiptirme aktiviteleri Sekil 1.’
de gosterildi. Bitki ekstraktlarinin antioksidan aktivitesinin artan ekstrakt konsantrasyonuyla artig gosterdigi goriildi. Metanol
¢ozliclisiinde hazirlanan bitki ekstraktinin diger ¢oziiclilerden daha yiiksek DPPH radikal siipiirme etkisinin oldugu ve dogal
antioksidan olan C vitaminine daha yakin oldugu gorildi.
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Sekil 1. Polygonum cognatum Meissn bitki ekstraktlarinin DPPH radikal siipiirme aktivitesi

Bitki ekstraktlarinin ABTS radikal siiplirme etkileri Sekil 2.” de gosterildi. Etanol, metanol ve aseton ¢dziiciilerinde hazirlanan
bitki eksraktlarimin dogal antioksidan olan C vitamini kadar radikal siiplirme etkilerinin oldugu goriilmesine ragmen hekzan igerisinde
hazirlanan ekstraktin diger ¢oziiciilere gore radikal siipiirme etkisinin daha az oldugu goriildii.

Bitki ekstraktlarinin ABTS radikalini giderme etkisi DPPH radikaline kiyasla daha iyidir. DPPH ve ABTS radikallerini giderme
etkisi tiim bitki ekstraktlari i¢in konsantrasyona baglidir. Ayrica her iki radikal giderme deneylerinde de metanol ekstraktinin daha iyi
giderme etkisinin oldugu goriilmektedir. Bu durum, metanol ekstraktina bitkinin yapisinda yer alan serbest radikalleri yok edebilecek
bilesenlerin daha yiiksek oranda ge¢cmesiyle ac¢iklanabilir.
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Sekil 2. Polygonum cognatum Meissn bitki ekstraktlarinin ABTS radikal siipiirme aktivitesi

Tablo 1. Polygonum cognatum Meissn bitki ekstraktlarinin total fenolik, total flavanoid ve total proantosiyanidin bilesik

miktarlar
Polygonum cognatum Total Fenolik Bilesik Total Flavonoid Bilesik  Total Proantosiyanidin
Meissn Miktar? Miktar® Bilesik Miktan®
Metanol ekstrakti 24,58 + 1,63 483,40+ 1,63 179,26+ 0,61
Etanol ekstrakti 19,26+ 1,36 970,07 +0,94 391,59 + 0,71
Aseton ekstrakti 10,76+0,56 404,4+ 0,82 614,96+ 1,48
Hekzan ekstrakti 4,35+0,93 232,07+ 1,25 249,78+ 1,18

?mg gallik asit/g ekstrakt, °pg Katesin/g ekstrakt, ‘pg Katesin/g ekstrakt

3.2. Fitokimyasal Analiz Sonuclar:

Polygonum cognatum Meissn bitkisinin yag asitleri ve fitokimyasal igerikleri Tablo 2.” de gosterildi. Yag asitleri igerisinde a-
linoleik asit ( %42.73) miktarimin en yiiksek ¢iktig1 goriilmektedir. Baskin yag asitleri degerleri palmitik asit (%12.10), linoleik asit
(15.35) ve oleik asit (%3.99) olarak bulunmustur. Bitkide, B-Sitosterol degerinin (148,32 ug/g) en yiiksek ¢iktigi goriildii. Ayrica
vitamin D (15,34), retinol asetat (12,98), vitamin K (10,11), stigmasterol (9,37), a-Tokoferol (7,26) degerleri bulundu.

Tablo 2. Polygonum cognatum Meissn bitkisinin fitokimyasal icerikleri

Vitamin ve steroller (ug/g)

e-ISSN: 2148-2683

Vitamin K 10,11+ 0,72
Vitamin D 15,34 +£1,51
&-Tokoferol 0,45+ 0,51
a-Tokoferol 7,26 +1,04
Ergosterol 1,51+0,90
Stigmasterol 9,37+2,18
B-Sitosterol 148,32 + 3,10
Retinol 0,15+0,01
Retinol Asetat 12,98 + 2,83

373



Avrupa Bilim ve Teknoloji Dergisi

Yag Asitleri (%)

15:1 2,14 £0,13
16:0 12,10+ 0,45
16:1 1,71+£0,10
18:0 0,96 £ 0,14
18:1 3,99+ 0,27
18:2 15,35+ 0,65
18:3 42,73 +2,10
20:3 7,06 +£0,17
22:1 3,29+ 0,25
22:6 4,55+ 0,20
24:0 1,33+£0,06
Digerleri 4,79+ 0,07
X2 Doymus Yag Asitleri 17,98

X Doymamus Yag Asitleri 80,82

3.3. Antimikrobiyal Aktivite Sonug¢lar:

Polygonum cognatum Meissn bitkisi i¢in kullanilan Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus COWAN 1, Escherichia coli ATCC
25922, Klebsiella pneumonia FMC 5 suslar1 ve Candida albicans FMC 1 maya tiiriine kars1 yapilan MiK ve DISK difiizyon test
degerleri Tablo 3. Ve Tablo 4.” de verildi. MIK degerleri Morales ve arkadaslariin belirlemis olduklar1 parametrelere dayandirilarak
degerlendirildi (Morales, Paredes, Sierra, & Loyola, 2008). Bu parametrelere gore elde edilen MIK bulgular;

» 0,1 mg/mL’den daha diisiikse antimikrobiyal aktivite yiiksek,
» 0,1 mg/mL-0,5 mg/mL arasindaysa, antimikrobiyal aktivite orta,
» 0,5 mg/mL-1 mg/mL arasinda ise, antimikrobiyal aktivite zayif,
» 1 mg/mL’den fazla ise, etkisiz olarak kabul edilmistir.

3.3.1. DISK Difiizyon Yontemi

Antimikrobiyal aktivite tayini igin yapilan DISK difiizyon metodunda; bakteriler i¢in Streptomisin siilfat (10 pg/disk) ve maya
i¢in Nystatin (30 pg/disk) antibiyotik diskler standart olarak kullanildi. DISK difiizyon yénteminde Polygonum cognatum Meissn
bitkisinin, etanol, metanol, aseton ve hekzan ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Tablo 3.” de gosterildi. Elde edilen
verilere gore Polygonum cognatum Meissn bitki ekstraktlarimin, antimikrobiyal aktivite tayini igin kullanilan tiim
mikroorganizmalarin gelisimini engelledigi goriildii. Polygonum cognatum Meissn bitki ekstraktlarindan, en yiiksek inhibisyon
zonlarini aseton ekstraktinin E. coli ve B. subtilis e kars1 (10 mm), hekzan ekstraktinin ise sadece B. subtilis e karsi (10mm) géstermis
oldugu tespit edildi.

Tablo 3.Polygonum cognatum Meissn bitki ekstraktarimin DISK (mg/mL) degerleri

Test Metanol Etanol Aseton Hekzan Streptomisin  Nystatin

Mikroorganizmalar1  ekstrakti ekstrakti ekstrakti ekstrakti Siilfat

E. coli 7 8 10 8 24 -

B. subtilis 7 8 10 10 26 -

K. pneumoniae 7 8 8 8 28 -

S. aureus 7 8 8 8 28 -

C. albicans 8 8 8 8 - 20
3.3.2. MIK Yéntemi

Polygonum cognatum Meissn bitkisinin metanol ve etanol ekstraktlarimin E.coli, B.subtilis, K.pneumoniae, S.aureus ve
C.albicans mikroorganizmalarina karst MIK degerleri 0,625 mg/mL olarak dlgiildii. Aseton ekstraktinin, E.coli, B.subtilis a kars1 MIK
degerleri 0.312 mg/mL; K.pneumoniae, S.aureus ve C.albicans a karst MIK degerleri 0,625 mg/mL olarak o6lgiildii. Hekzan
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ekstraktimin ise B. subtilis a kars1 MIK degeri 0,312 mg/mL, E.coli, K.pneumoniae, S.aureus ve C.albicans mikroorganizmalarina
karst MIK degerleri ise 0,625 olarak belirlendi. Bu dlgiimler 1s13inda Polygonum cognatum Meissn bitkisinin metanol ve etanol
ekstraktlarinin ¢aligmada kullanilan tim mikroorganizmalara kars1 zayif antimikrobiyal etki gosterdigi; aseton ekstraktinin E. coli ve
B. subtilis a karg1 orta, diger mikroorganizmalara kars1 zay1f antimikrobiyal etki; hekzan ekstraktinin ise sadece B. subtilis a karsi orta,
diger mikroorganizmalara kars1 zayif antimikrobiyal etki gosterdigi gortilmiistiir.

Tablo 4. Polygonum cognatum Meissn bitki ekstraktarinin MIK (mg/mL) degerleri

Te.s t . Metanol ekstrakti  Etanol ekstrakti ~ Aseton ekstrakti  Hekzan ekstrakti
Mikroorganizmalari

E. coli 0.625 0.625 0.312 0.625

B. subtilis 0.625 0.625 0.312 0.312

K. pneumoniae 0.625 0.625 0.625 0.625

S. aureus 0.625 0.625 0.625 0.625

C. albicans 0.625 0.625 0.625 0.625

3.4. Hiicre Kiiltiirii Sonu¢lar

Polygonum cognatum Meissn bitkisinin etanol, metanol, aseton ve hekzan 6ziitlerinin in vitro antikanserojen etkinlikleri MCF-7,
PC3, MKN-45 hiicre hatlarinda WST-1 testi yapilarak belirlendi. Bitki 6ziitii 1-10-100-1000 pg/mL olacak sekilde 4 farkli doz halinde
24 saat siiresince hiicre kiiltiirlerine uygulandi. Elde edilen veriler SPSS programinda ANOVA ve TUKEY testiyle istatistiksel olarak
degerlendirildi. Sekil 3.” de Polygonum cognatum Meissn (Madimak) bitkisinin MCF-7 kanser hiicre hatt1 {izerindeki etkileri kontrole
gore gosterilmektedir. Buna gore Polygonum cognatum Meissn bitkisinin tiim ekstraktlari, istatistiksel olarak kontrole gore anlaml
hiicre canlilik azalmasi gostermesine ragmen (p<0,05); etanol ekstraktinin tiim dozlarinin hiicre canliliginda 6énemli bir azalmaya
sebep olmadigi goriildii. Metanol ve hekzan ekstraktlarinin 1000 pg/mL, aseton ekstraktinin ise 100 pg/mLve 1000 pg/mL
konsantrasyonlarinin hiicre canliligini azalttigi, diger konsantrasyonlarda dikkate deger bir hiicre canlilik azalmasi goriilmedigi
belirlendi. Ekstraktlarin ICso degerleri Tablo 5.” De belirtildi. 1Cso degerleri ve kontrole gore hiicre canlilik verileri gbz Oniine
alindiginda en yiiksek sitotoksik etkiyi aseton ekstraktinin verdigi soylenebilir. PC3 kanser hatti {izerine Polygonum cognatum Meissn
bitkisinin etkisi Sekil 4. de verildi. Etanol, metanol ve aseton ekstraktlarmin 1 pg/mL konsantrasyonlar1 disindaki diger
konsantrasyonlarda hiicre canlilig1 doza bagli olarak azalirken; hekzan ekstraktinin ise sadece 1000 pg/mL konsantrasyonunun hiicre
canhlik miktarin etkiledigi goriildii. Istatistiksel olarak da aseton ekstraktinin 1 pg/mL (p>0,05), hekzan ekstraktinin 1 ve 10 pg/mL
(p>0,05) konsantrasyonlart digindaki dozlar1 kontrole gére anlamli derecede hiicre canlilik degerlerinde azalma saglamistir. ICso
degerlerine ve hiicre canlilik degerlerine bakilarak en etkili olan ekstraktin metanol oldugu belirlendi. Etanol, aseton ve hekzan
ekstraktlarinin her ne kadar doza bagli hiicre canliliginda azalma goriilse de hiicre canliligin1 6nemli derecede azaltmadigi ve ICsp
degerlerinin yiiksek konsantrasyonda ¢ikmasindan dolay: sitotoksik etkisinin olmadig: ifade edilebilir. Metanol ekstraktinin 1Csg
degerine gore (20,26 ug/mL) kayda deger sitotoksik etkisi oldugu soylenilebilir. Polygonum cognatum Meissn bitksinin MKN-45
hiicre hatt1 tizerindeki etkisi Sekil 5.” de verildi. 1-10-100-1000 pg/mL dozlar halinde uygulanan ekstraktlar, istatistiksel olarak kontrol
grubuyla karsilagtirildigi zaman ekstraktlarin bu hiicre hatti {izerinde doza bagli olarak anlamli sekilde hiicre canliligini azalttigi (
p<0,05) goriildii. Her bir ekstraktin 1Cso degerleri dikkate alindiginda Polygonum cognatum bitkisinin her bir ekstraktinin yiiksek
sitotoksik aktivite gosterdigi ve MKN-45 hiicre hatti tizerindeki en etkili ekstraktin hekzan daha sonra sirasiyla aseton, etanol ve
metanol oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3. Polygonum cognatum Meissn bitki ekstraktlarinin MCF-7 hiicre hatlarinda
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Sekil 5. Polygonum cognatum Meissn bitki ekstraktlarinin MKN-45 hiicre hatlarinda
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24 saat boyunca dozlara bagli olarak hiicre canlilik degerleri

Tablo 5. Polygonum cognatum Meissn(Madumak) ekstraktlarinin MCF-7, PC3 ve MKN-45
kanser hiicre hatlarindaki I1Cso degerleri

Ornekler (ng/mL) MKN-45 PC3 MCF7
Etanol ekstrakti 11,03 610,36 >1000
Metanol ekstrakti 33,03 20,26 466,82
Aseton ekstrakti 5,90 >1000 238,13
Hekzan ekstrakti 1,84 >1000 453,86

4. Sonug

Polygonum cognatum Meissn bitkisinin etanol, metanol, aseton ve hekzan ekstraktlarinin DPPH ve ABTS’ ye dayali antioksidan
aktiviteleri aragtirildi. Metanol ekstraktinin hem DPPH hem de ABTS radikal giderme aktivitelerinde daha etkili oldugu goriildi.
Ayrica bitki ekstraktlarinin ABTS radikal giderme etkileri dogal antioksidan olan C vitamini kadar etkili olmustur. Caligmada ayrica,
Polygonum cognatum bitkisinin vitamin, sterol ve yag asitleri diizeyleri degerlendirildi. Elde edilen sonuglarda, bu bitkinin iyi bir yag
asidi, vitamin ve sterol kaynagi oldugu goriilmektedir. Ek olarak bu bulgular beslenme bilimleri i¢in dnemlidir, ¢iinkii 6zellikle yag
asitleri, vitamin ve steroller saglik {izerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. 4 farkli ¢6ziiciide hazirlanan bitki ekstraktlarinin Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Candida albicans mikroorganizmalarinin antimikrobiyal
aktiviteleri hem Disk difiizyon hem de MiK yéntemi uygulanarak degerlendirildi. Sonuglara gére Polygonum cognatum Meissn bitki
ekstraktlarinin antimikrobiyal etkilerinin orta diizeyde oldugu soylenilebilir. Bitki ekstraktlarinin sitotoksik aktiviteleri ise MCF-7,
PC3 ve MKN-45 hiicre hatlar1 kullanilarak degerlendirildi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi. Biitiin hiicre
hatlarinda tiim ekstraktlarin yiiksek dozlar1 kontrole gore sitotoksik etki gostermistir. Ancak kullanilan 3 kanser hiicre hatt1 igerisinde
bitkinin en etkili oldugu kanser hiicre hatt1 ICso degerlerine ve istatistiksel verilere bakilarak MKN-45 olarak belirlendi. Sonug olarak
bu ¢alismadan elde edilen veriler Polygonum cognatum Meissn bitkisinin yukarida belirtilen tiim radikallere, mikroorganizmalara ve
kanser hiicre soylarina karst oldukg¢a iyi antiradikal, antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitelere sahip oldugunu gostermektedir. Bu
nedenle, bu bitkinin yiiksek antiradikal, antimikrobiyal ve sitotoksik 0Ozelliklerinden dolayi, farmakolojik amaglar igin
kullanilabilecegi sdylenilebilir.
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