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OZET

Polygonaceae familyasinda yer alan R. acetosella, ¢ok yillik otsu bir bitkidir ve Tiirkiye’de halk arasinda sebze
olarak tiiketilmektedir. Bu ¢aligmada R. acetosella toprak iist kisimlarinin etanol, su ve metanol ekstraktlarinin
antimikrobiyal (Escherichia coli, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus bakterileri ve Candida
albicansmaya-mantarma karg1), antiradikal (DPPH, ABTS ve OH radikallerine karsi), antikanser (insan prostat
kanseri (PC-3), insan kolon kanseri (HCT-116), insan yumurtalik kanseri (A2780) ve insan g6giis kanseri (MCF-
7) hiicre serilerine kars1) ve fitokimyasal 6zellikleri (yagda ¢Oziinen vitaminler, yag asitleri, flavonoitler,
fitosteroller, fenolik asitler, toplam fenolik bilesik, toplam flavonoit ve toplam proantosiyanidinler)
incelenmistir. Sonug¢larimiza gore R. acetosella ekstraktlarmin ABTS, DPPH ve OH radikali yok etme
testlerinde BHT’den daha yiiksek aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir. Ayrica bu bitkinin yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye ve fitokimyasal igerige sahip oldugu, PC-3 insan prostat kanseri hiicrelerine kars: etkili
antikanser aktivite gosterdigi anlasilmigtir. Ayn1 zamanda Sunulan ¢alisma, R. acetosella ekstraktlarinimn in vitro
antikanser aktivitesi ile ilgili ilk caligma olma 6zelligi tasimaktadir.
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ABSTRACT

R. acetosella is a perennial herbaceous plant in the Polygonaceae family and is consumed as a vegetable among
the people in Turkey. In this study, antimicrobial (Escherichia coli, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis,
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus bacteria and Candida albicans yeast-fungi), antiradical (against to DPPH, ABTS and OH radicals),
anticancer (against to human prostate cancer (PC-3), human colon cancer (HCT-116), human ovarian cancer
(A2780) and human breast cancer (MCF-7) cell lines) and phytochemical properties (lipid-soluble vitamins, fatty
acids, flavonoids, phenolic acids, phytosterols, total phenolic compounds, total flavonoid, and total
proanthocyanidins) of ethanol, water and methanol extracts of R. acetosella aerial parts were investigated.
According to our results, it was determined that R. acetosella extracts have higher activity than the BHT in
scavenging tests of ABTS, DPPH and OH radicals. It has also been understood that this plant has high
antimicrobial activity and phytochemical content and effective anticancer activities against to PC-3 human
prostate cancer cell lines. Also the presented study is the first study on the in vitro anticancer activity of R.
acetosella extracts.

Keywords- R. acetosella, Sorrel, Antiradical, Phytochemical, Anticancer

I. GIRIS

Bitkilerdeki karotenler, C ve A vitaminleri, flavonoitler, tokoferoller ve fenolik bilesikler gibi
antioksidan 06zellik gosteren maddeler bazi hastaliklara kars1 koruyuculuk saglayabilmektedir [1]. Gidalarla
birlikte alinan askorbik asit, B-karoten ve a-tokoferol gibi eksojen antioksidanlar ile katalaz, glutatyon
peroksidaz, siiperoksit dismutaz enzimleri gibi endojen antioksidanlar canli organizmalar1 oksidatif hasarlardan
korumaktadirlar [2,3]. Bunlara ek olarak, antioksidan maddelerin ayn1 zamanda antibakteriyel, antiiilserojenik,
antikanserojen, antimikrobiyal, antitimor, antialerjik, antiviral, antimutajenik, antimetastaz aktivite gibi
fizyolojik etkilere de sahip olduklar1 yapilan birgok ¢caligmayla ispatlanmistir [4].

Bitkiler enfeksiyon gibi durumlar karsisinda antibiyotik etkiye de sahip olan biyolojik olarak aktif
maddeler iiretebilmektedirler. Diinya Saglik Orgiitii veri ve tahminlerine gore gelismemis veya az gelismis
iilkelerdeki niifusun yaridan fazlasi halen bitki ve bitkisel tiirevli ilaglar1 kullanmakta ve diinyada kirsal kesimde
yasayan niifusun yaklasik 4/5’lik kismimin birincil saglik bakimi i¢in halen sifali bitkilere bagvurdugu tahmin
edilmektedir. Buna bagl olarak son yillarda antibiyotik amaglarla, bu 6zellige sahip bitkilerin kullaniminda bir
artis yasanmaktadir [5].

Modern diinyada kansere bagli oliimler, 6lim sayisimin 1/5’inden daha ¢ogunu olusturmaktadir.
Kansere sebep olan baglica etmenler ise ¢esitli kimyasallar, viral enfeksiyonlar, beslenme aliskanliklari, tiitiin
kullanimi, radyasyon ve ¢evre faktorleri seklinde siralanmaktadir [6]. Kanserin tedavisi i¢in kemoterapi, cerrahi
miidahale ve radyoterapi gibi 6nemli ve etkili tedavi metotlarina ek olarak halk tibbinda kullanilan bitki ve bu
bitkilerden elde edilen dogal {iriinlerle tedavi gibi alternatif yollar da uygulanmaktadir [7].

Polygonaceae familyasiin Tirkiye’de 67 tiirii bulunmakta ve bunlarm 25’1 Rumex cinsine aittir. Rumex
acetosella L. (kuzukulag1) bitkisi de bu familya iginde yer almaktadir. Mayis-Eyliil aylar1 arasinda ¢igek acan R.
acetosella, ¢ok yillik otsu bir bitkidir ve halk arasinda sebze olarak tiiketilmektedir. Bu bitki ayrica ates diistiricti
ve idrar soktiiriicii etkilerine sahip olup, miishil etkisi sebebiyle halk arasinda kabizliga kars1 da kullanilmaktadir.
Bitkinin kok ve yapraklarinin yanik tedavisinde, kani temizlemede ve iltihaplarin iyilestirilmesinde de
kullanildig1 belirtilmektedir [8-10]. R. acetosella ile ilgili literatiirler incelendiginde bu bitkinin antiradikal
ozellikleri [11-15] ve antimikrobiyal dzelliklerinin [16] belirlendigi gdzlenmistir.

Sunulan ¢alismanin amaci Rumex acetosella toprak stii kisimlarinin su, etanol ve metanol
ekstraktlarmin antiradikal (ABTS*, DPPH*, OH"), antimikrobiyal (Bacillus megaterium, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris,
Staphylococcus aureus bakterileri ve Candida albicans mantar1), antikanser (insan prostat kanseri (PC-3), insan
yumurtalik kanseri (A2780), insan g6giis kanseri (MCF-7) ve insan kolon kanseri (HCT-116)) ve fitokimyasal
iceriklerinin (toplam fenolik, toplam flavonoid, toplam proantosiyanidin, flavonoitler, fenolik asitler,
fitosteroller, yagda ¢dziinen vitaminler ve yag asitleri) incelenmesidir.

684



I " BSEU Fen Bilimleri Dergisi BSEU Journal of Science
I' 9(2), 683-692, 2022 https://doi.org/10.35193/bseufbd.994208

BILECIK SEYH EDEBALI

UNTVERSITES] e-1SSN: 2458-7575 (https://dergipark.org.tr/tr/pub/bseufbd)

Il. MATERYAL VE YONTEM

A. Bitki Ornekleri ve Ekstraksiyon

Rumex acetosella (Kuzukulagi) 6rnekleri, 25.05.2015 tarihinde, Elazig-Sivrice arasi, Gozeli Ovasi,
Sirinyaz1 Koyii cevresi, tarla kenari, 1550 metre rakimdan toplandi. Numunelerin bir 6rnegi Firat Universitesi,
Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bolimii Herbaryumu’nda saklandi. Toplanan &rnekler laboratuvar ortaminda, oda
sicakliginda ve golgede kurutuldu. Ekstraksiyondan 6nce kurutulmus bitki kisimlari (10 g) blendirda &giitiiliip
ekstraksiyon igin hazirlandi. Ogiitiilerek toz haline getirilmis bitki &rnekleri agz1 kapakli 1 L’lik erlenlerde
orneklerin 20 kati kadar ¢oziici ile (200 mL; su, etanol ve metanol) manyetik karistiricida karigtirildi.
Ekstraksiyon ¢ozeltisi renksiz hale gelinceye kadar degistirilerek karistirilmaya devam edildi. Ekstraktlar siizgec
kagidi ile siiziiliip, ¢oziiciileri uzaklastirildi. Son olarak elde edilen ekstraktlar ve standartlar analizlere uygun
sekilde pg/mL konsantrasyonunda ¢oziilerek kullanildi.

B. Radikal Yok Etme Aktivitelerinin Belirlenmesi

DPPH serbest radikal giderme, Brand-Williams ve ark. [17] metoduna gore bazi modifikasyonlarla
yapildi. DPPH" radikalinin 1 mM’lik ¢6zeltisi hazirlandi. Deney tiiplerine 500 pg/mL ekstrakt aktarildi ve
toplam hacim 3 mL olacak sekilde saf etanol ile tamamlandi. Daha sonra numune tiipiine stok DPPH"
cozeltisinden 1 mL ilave edildi. 30 dk oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra
etanoldan olusan kore karsi 517 nm de absorbanslar1 6l¢iildii. Kontrol olarak, 3 mL etanol ve 1 mL DPPH"
¢ozeltisi kullanildi.

ABTS"radikali yok etme aktivitesi Re ve ark. [18] metoduna gére bazi modifikasyonlarla
gerceklestirildi. Bunun igin 2.45 mM KjS;08 ve 7 mM ABTS ¢ozeltileri 1:1 oraninda karistirilarak oda
sicakliginda ve karanlikta 16 saat inkiibasyona birakildi. Hazirlanan bu ABTS radikal ¢6zeltisinin 734 nm’de
absorbansi alinarak 1.660+0.02 absorbansina ulagilana kadar etil alkolle seyreltildi. Bu absorbans kontrol
absorbansi olarak kullanildi. Daha sonra bu radikal ¢ozeltisinden deney tiiplerine 4 mL birakildi ve bu tiiplerin
tizerine 500 pg/mL bitki ekstraktindan eklenerek oda sicakliginda ve karanlikta 2 saat inkiibasyona birakildi. Bu
stirenin sonunda Orneklerin absorbanst 734 nm’de PBS (Fosfat Tamponu, pH=7.4)’den olusan kore kars
kaydedildi.

Hidroksil (OH) radikali yok etme aktivitesi Halliwell ve ark. [19] metoduna goére belirlendi. Reaksiyon
karigimi 500 pg/mL bitki ekstrakti, 500 pL 3.6 mM deoksiriboz, 200 uL 100 uM FeCls, 200 pL. 104 mM EDTA,
100 pL 1 mM Hy0, ve 100 pL 1 mM askorbik asit ¢ozeltisinden olusturuldu ve vortekste iyice karistirildi.
37 °C’deki etiivde 1 saat bekletilen tiiplerin {izerine 1 mL %2.8 TCA ve 1 mL %1.0 TBA eklendikten sonra
sicak su banyosunda 50 °C’de 30 dk bekletilen 6rnekler biitanol fazina alinarak 532 nm dalga boyunda UV’de
absorbanslar1 kaydedildi.

Biitiin testler li¢c kez tekrarlandi ve ortalama degerler hesaplandi. Radikal yok etme testlerinde bitki
ekstraktlariyla ayni konsantrasyonda hazirlanan BHT kullanildi. Her bir 6rnegin radikal yok etme aktivite
yiizdeleri asagidaki esitlikle belirlendi:

%= [(Ao — A1)/Ao] x 100 Q)
Ao: kontrol absorbansi; A;: ornek absorbansi.
C. Fitokimyasal I¢eriklerin Belirlenmesi

Toplam fenolik bilesik miktar1 Slinkard ve Singleton [20] metoduna gore saptandi. Gallik asit standart
olarak kullanildi.1 mL bitki ekstrakti deney tiipline almarak iizerine 0.5 mL Folin—Ciocalteu reaktifi eklendi ve 3
dk sonra 3 mL %2’lik NayCOs ¢ozeltisi eklenen ornekler siirekli karistirilarak 2 saat bekletildi. Bu siirenin
sonunda 760 nm dalga boyunda numunelerin absorbanslar1 kaydedildi. Kaydedilen absorbanslar daha énceden
hazirlanan gallik asit standart grafiginden elde edilen denklemde yerine konularak, her bir bitki ekstresinin ihtiva
ettigi toplam fenolik bilesik miktar1 gallik asit esdegeri (mg gallik asit/ g ekstrakt) olarak hesaplandi.

Toplam flavonoit igerigi Kim ve ark. [21] metoduna goére belirlendi. Katesin standart olarak kullanildi.
Bu metotta 0.5 mL bitki ekstrakti saf suyla 4 mL’ye tamamlandi. Sonra &rneklerin {izerine 0.3 mL %S5’lik
NaNO; ¢ozeltisinden ve 0.3 mL %10’luk AICl; ¢ozeltisinden ilave edilip oda sicakliginda 5 dk bekletildi. Bu
stirenin sonunda karigima 2 mL 1 M NaOH eklenip vortekste iyice karigtirildi. Reaksiyon sonunda olusan pembe
renkli 6rneklerin absorbansi 510 nm’de UV.’de kaydedildi. Ekstraktlarin ihtiva ettigi total flavonoit miktar
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onceden hazirlanmig katesin standart grafigi iizerinden elde edilen denklemde yerine konarak pg katesin / ¢
ekstrakt olarak hesaplandi.

Proantosiyanidin igeriginin belirlenmesi Amaeze ve ark. [22] metoduna gore gergeklestirildi. Katesin
standart olarak kullanildi. Bunun igin 0.5 mL ekstrakt {izerine 1.5 mL %4 liik vanilin-metanol ¢ozeltisi ve 0.75
mL derisik HCI ¢ozeltisi eklendi. Reaksiyon karisimi iyice karigtirilip oda sicakliginda 15 dk bekletildi. Bu
stirenin sonunda 500 nm dalga boyunda numunelerin absorbanslar1 kaydedildi. Kaydedilen absorbanslar daha
onceden hazirlanan catechin standart grafiginden elde edilen denklemde yerine konularak, her bir bitki
ekstresinin ihtiva ettigi toplam proantosiyanidin miktar1 catechin esdegeri (mg katesin / g ekstrakt) olarak
hesaplandi.

Flavonoit ve fenolik asit igerikleri Zu ve ark. [23] metoduna gore saptandi. Bitkilerin metanol fazinda
homojenizasyonuyla elde edilen ekstraktlarinin ihtiva ettigi flavonoit ve fenolik asitlerin analizi HPLC cihazi ile
ters faz kolon kullanilarak gerceklestirildi. Bu analizde mobil faz olarak %1 asetik asit iceren
metanol/su/asetonitril (46/46/8) karisimi kullanildi. Bu faz 0.45 pum ¢apinda membran filtresiyle filtre edildi ve
kullanmadan 6nce ultrasonik olarak deaerate edildi. Akig orani ve enjeksiyon hacmi sirastyla 1.05 mL/dk ve 10
pL belirlendi. Biitiin kromatografik analizler 25 °C’de gergeklestirildi. Kromatografik piklerin analizi alikonma
stireleri ve UV spektrumlarinin referans standartlarla karsilastirilmasiyla gerceklestirildi. Myrisetin, morin,
kuersetin, kaempferol, naringin, naringenin, resveratrol, vanilik asit, gallik asit, kafeik asit, ferulik asit ve
rosmarinik asit R. acetosella toprak iistii kisimlarinda tespit edildi.

R. acetosella toprak iistii kisimlarinda bulunan serbest yag asitleri GC cihaziyla Christie [24] metoduna
gore belirlendi. Bitki orneklerinden lipitlerin ekstraksiyonu 3:2 (v/v) hekzan-izopropanol karisimi ile yapildi.
Bunun igin: 1 g bitki kismu 3:2 (v/v) oraninda 5 mL hekzan-izopropanol karigimi i¢inde 30 sn siireyle
homojenize edildi. Homojenizasyon kab1 2 mL parcalama ¢ozeltisi ile yikandi ve santrifiij tiiplerine alindi. Daha
sonra 4500 rpm’de 10 dk siireyle santrifiij edilen bitki 6rneklerinden {ist supernatant kisim almarak agzi kapakli
deney tiiplerine konuldu. Metil esteri hazirlamak i¢in hekzan/izopropanol faz1 i¢indeki lipit ekstrakt: 30 mL’lik
sizdirma yapmayan deney tiiplerine alind1. Uzerine %2’lik metanolik siilfiirik asitten 5 mL ilave edildi, vorteks
ile iyice karigmalari saglandi. Bu karigim 50 °C’lik etiivde 15 saat siire ile metillesmeye birakildi. Tiipler etiivden
¢ikarilarak oda sicakligima kadar sogutuldu ve 5 mL %5°lik NaCl ilave edilerek iyice karigtirildi. Tiipler iginde
olusan yag asidi metil esterleri 5 mL hekzan ile ekstrakte edildi ve hekzan fazi pipetle alinarak, 5 mL %2°lik
KHCO3; ile muamele edildi ve fazlarin ayrilmasi i¢in 4 saat bekletildi. Daha sonra metil esterlerini i¢eren
karigimin, 45 °C de ve azot akimi altinda ¢6ziiciisii uguruldu, 1 mL hekzan ile ¢6ziilerek 2 mL’lik agz1 kapakl
otosampler vialleri igine alinarak gaz kromatografisinde analiz edildi. Lipit ekstrakt: icindeki yag asitleri metil
esterlerine dontstiiriildiikten sonra SHIMADZU GC 17 Ver. 3 gaz kromatografisi ile analiz edildi. Bu analiz i¢in
25 m uzunlugunda, 0.25 m i¢ ¢apinda ve PERMABOND 25 mikron film kalinligina sahip Machery-Nagel
(Germany) kapiller kolon kullanildi. Analiz sirasinda kolon sicakligi 120-220 °C, enjeksiyon sicakligi 240 °C ve
dedektor sicakligi 280 C olarak tutuldu. Kolon sicaklik programi 120 C’den 220 C’ye kadar ayarlandi. Sicaklik
artis1 200 °C’ye kadar 5 °C/dk ve 200 °C’den 220 °C’ye kadar 4 C/dk olarak belirlendi. 220 °C’de 8 dakika
tutuldu ve toplam siire 35 dakika olarak belirlendi. Tastyic1 gaz olarak azot gazi kullanildi. Analiz sirasinda
orneklere ait yag asidi metil esterlerinin analizinden Once, standart yag asidi metil esterlerine ait karisimlar
enjekte edilerek, her bir yag asidinin alikonma siireleri belirlendi. Bu islemden sonra gerekli programlama
yapilarak drneklere ait yag asidi metil esterleri karisimlarinin analizi yapildi. Sonuglar toplam yag asitleri i¢inde
her bir yag asidi i¢in % miktar olarak belirlendi. Hesaplamalar GC Solution 2.3 programi kullanilarak yapildi.

R. acetosella toprak iistii kisimlarindan ekstrakte edilen yagda ¢oziinen vitamin ve fitosterol igerikleri
Sanchez-Machado ve ark. [25] ile Lopez-Cervantes ve ark. [26] metotlarma gére HPLC cihaziyla belirlendi.
Bitki orneklerinin 10 mL 3/2 heksan/izopropanol karigiminda pargalanip santrifiij edilmesiyle elde edilen
stipernatanttan 5 mL 25 mL’lik vida kapakl tlipler i¢ine alinarak iizerine %5’lik KOH ¢ozeltisi ilave edildi.
Vortekslendikten sonra 85 °C’de 30 dk bekletilen 6rnekler daha sonra oda sicakligina kadar sogutuldu ve iizerine
5 mL saf su ilave edilerek karistirildi. Sabunlagmayan lipofilik molekiiller 2 x 5 mL hekzan ile ekstrakte edildi.
Hekzan fazi azot akimi ile uguruldu. 1 mL (60/40, v/v) asetonitril/metanol karisiminda ¢6ziilerek otosampler
viallerine alinan 6rnekler HPLC’de analiz edildi. Analiz Shimadzu HPLC cihazi ile yapildi. Cihazda pompa
olarak LC-10 ADVP, UV-visible dedektor olarak SPD-10AVP, kolon firin1 olarak CTO-10ASVP, otosampler
olarak SIL-10ADVP, degasser lnitesi olarak DGU-14A ve Class VP yazilim (Shimadzu, Kyoto Japan)
kullanildi. Mobil faz olarak asetonitril/metanol (60/40, v/v) karisimi kullanildi. Mobil faz akis hizt 1 mL olarak
belirlendi. Analiz i¢in UV dedektor kullanildi. Kolon olarak da Siipelcosil LC 18 (15 cm x 4.6 mm, 5 pm;
Sigma, USA) kolonu kullanildi. Dedeksiyon dalga boylart retinol i¢in 320 nm, tokoferoller ve D vitamini igin
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215 nm, K vitamini i¢in 265 nm, fitosteroller i¢cin 202 nm belirlendi Analiz sonuglart pg/g olarak ifade edildi.
Retinol, d-tocopherol, a-tocopherol, vitamin K, vitamin D, ergosterol ve stigmasterol R. acetosella toprak istii
kisimlarinda saptandi.

D. Antimikrobiyal Ozelliklerin Belirlenmesi

Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus megaterium DSM 32, Bacillus subtilis IMG 22, Proteus
vulgaris FMC 1, Pseudomonas aeruginosa DSM 50071, Listeria monocytogenes SCOTTA, Klebsiella
pneumoniae FMC 5, Staphylococcus aureus COWAN 1 bakterileri ve Candida albicans FMC 17 maya-mantari
test mikroorganizmalari olarak kullanildi. Antimikrobiyal aktivite testi, Collins ve Lyne [27] metoduna gore disk
difizyon metoduna ile belirlendi. Bitki ekstraktlar1 mikro siringa ile 6 mm capindaki steril bos antibiyotik
disklere emdirildi. Bakteri suslari; Nutrient Buyyon’da agilanarak 35 + 1 °C de 24 saat, maya suslar1t Malt
Ekstrakt Buyyon’da, 25 + 1 °C de 48 saat siire ile inkiibe edildi. Antibiogram i¢in erlende steril edilen ve 45-50
°C’ye kadar sogutulan Miiller Hinton Agar, yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan bakteri ve mayalarin
buyyondaki kiiltiirii ile %1 oraninda asilanarak (108 bakteri/mL, 10* maya/mL) iyice ¢alkalandiktan sonra 9 cm
capindaki steril petri kutularina konularak ve besiyerinin homojen bir sekilde dagilmasi saglandi. Katilasan besi
ortamina ekstrakt emdirilmis olan diskler hafif¢e bastirilarak yerlestirildi. Bu sekilde hazirlanan petri kutulart 4
°C’de 1.5+2 saat bekletildikten sonra bakteri asilanan plaklar 37 + 0.1 °C’de 24 saat, maya asilanan plaklar ise
25 £ 0.1 °C’de 3 giin siire ile inkiibe edildi. Streptomisin siilfat (10 mg/disk) bakteriler i¢in ve nystatin (30
mg/disk) ise maya-mantar1 i¢in standart antibiyotikler olarak kullanildi.

E. Antikanser Ozelliklerin Belirlenmesi

1) Hiicre Kiiltiirii: Insan prostat kanseri (PC-3), insan kolon kanseri (HCT-116), insan yumurtalik
kanseri (A2780) ve insan gogiis kanseri (MCF-7) hiicre serileri Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonunda (ATCC)
alind1 ve bu calismada kullanildi. Calismamizda besiyeri olarak RPMI-1640 medium (Sigma, ABD) kullanild.
Igerisine %10 FBS (Sigma, ABD), %1 pencilin streptomycin (Gibco, Almanya) ve %1 non essential amino acids
(Lonza) eklendi. Hiicreler konfluent olana kadar haftada en az iki defa laminer hava akimli kabin (Biyolojik
emniyet kabini; Niive LN120) icerisinde steril sartlarda besiyeri degistirildi. Konfluent olan hiicrelerin pasajlar
yapildi.

Hiicreler konfluent oldugunda hiicreleri flask yiizeyinden kaldirmak igin tripsin (Sigma) kullanildi.
Flask ortamindan medium uzaklastirildiktan sonra her 25 cm?’lik flask i¢in 2 mL tripsin eklendi. Tripsin hiicre
kiiltiir ortaminda uzun siire kaldiginda hiicrelere zarar vermeye baslar. Sicaklik arttikga daha etkili galistig1 igin
2-3 dakika inkiibatdrde bekletildi. Bdylece hiicrelerin daha cabuk yiizeyden kaldirilmasi saglanmis oldu.
Hiicrelerin {izerine eklenen tripsin etkisini azaltmak i¢in medium ile seyreltildi. Sonrasinda hiicrelerin canlilik
orani bir hemositometrede %0.4 tryphan blue kullanilarak belirlendi. Canlilik oranmin %90’ tizerinde oldugu
belirlendi ve deneylere baglandi. Hiicreler falcon tiipiine (Citotes, Cin) alinarak 1800 rpm’de 3 dk santrifiij edilip
hiicrelerin dibe ¢okmesi sagland1. Ust kisimda bulunan siipernatant atildi. Hazirlanan hiicrelerin sayinm yapilarak
her kuyucugunda 15x10° hiicre olacak sekilde 96 well platelere ekimleri yapildi. Flasklar ve well plate’ler %5
CO2’li inkiibatorde (Panasonic, Japonya), 37 °C’de ve %95 nemli ortamda inkiibasyona birakildi. Ekimden 24
saat sonra hiicreler mikroskop altinda incelenerek flask ve well plate tabanina hiicrelerin tekrardan
yapisip/yapigsmadiklari kontrol edildi.

2) MTT Testi: R. acetosella toprak iistii kisimlarinin etanol, su ve metanol ekstraktlari, farkli kanser
hiicre serilerine (PC-3, HCT-116, A2780 ve MCF-7) kars1 antikanser 6zellikleri agisindan incelendi. Hiicrelerin
yasayabilirligi, %0.4 tripan mavisi kullanmilarak belirlendi. R. acetosella ekstraktlarinin % hiicre canlihigmin
etkileri 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi ile degerlendirildi [28,29].

F. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler i¢in SPSS Statistics 22.0 yazilim programi kullanildi. Antiradikal analiz sonuglar
varyans analizi (ANOVA) ve Duncan’in ¢oklu aralik testi (DMRT) ile degerlendirildi. Antikanser aktivite
testleri i¢in Kolmogorov Smirnov testi kullanilarak normal dagilim elde edildi (p<0.05). Ekstraktlarin % hiicre
canlilig1 kullanilarak ICsp degerleri hesaplandi.
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I11. BULGULAR VE TARTISMA
A. Antiradikal Ozellikler

Sunulan c¢alismada R. acetosella su, etanol ve metanol ekstraktlarmin antiradikal Ozelliklerine
bakildiginda, ekstraktlarin  ABTS™ (%96.68, %97.68, %97.13, swrasiyla) ve DPPH radikallerini
(%96.11, %95.34, %96.97, sirasiyla) standart antioksidan BHT’den (%93.24, %95.21, sirasiyla) ¢ok daha
yiiksek oranda yok ettikleri saptanmistir (Tablo 1). OH" radikali giderme testinde ise R. acetosella etanol ve
metanol ekstraktlart (%84.63, %87.16, sirasiyla) BHT den (%75.77) daha yiiksek aktivite gostermistir. R.
acetosella ile ilgili antiradikal ¢aligmalar incelendiginde; Ozen [12] ile Isbilir ve Sagiroglu [15] yaptiklari
caligmalarda R. acetosella etanol ekstraktinin sirasiyla %75 ve %79.68 oraninda DPPH’ radikali giderdigini
belirlemislerdir. Bu iki ¢alismanin sonuglart bizim c¢aligma sonuglarimizdan (%95.34) daha diisik oldugu
goriilmektedir. Pereira ve ark. [13] ve Samancioglu ve ark. [30] R. acetosella ekstraktinin yiiksek oranda DPPH"
radikali yok ettigini; Sarikurkcu ve ark. [31] ise R. acetosella etanol ekstraktlarinin yiiksek oranda DPPH, ABTS
ve NO radikalleri yok ettigini saptamiglardir.

Tablo 1. R. acetosella ekstraktlarininABTS™, OH’, DPPH" radikalleri yok etme aktiviteleri, toplam flavonoit, toplam proantosiyanidin,
toplam fenolik bilesik degerleri

o . . Toplam Toplam Toplam
Ornekler A;;i (l%k OH \E&)k) Etme DEP'(ernFe' (l%k Flavonoit (ng Proantosiyanidin Fenolik (mg
CElg) (ug CE/g) GAE/g)
R. acestlj’se”a 96.68£0.23 66.23+1.14° 96.11+0.26° 5305.94+2.34 1558.56+2.41 118.89+0.94
R aéieatn"éf"a 97.68+0.17° 84.63+0.79° 9534037 5575.9141.99 4473.00+2.67 135.52+0.62
R'&Zet;?gl”a 97.130.20° 87.16:0.35 96.97+0.242 6518.24+2.01 4483.1642.93 136.94+0.67
BHT 93.240.20° 75.77+0.12° 95.21£0.33¢ - : -

Aym siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak farki géstermektedir (p<0.001). Antiradikal aktivite
sonuglart 500 pg/mL ekstrakt konsantrasyonu i¢in hesaplanmigtir. Toplam flavonoit ve toplam proantosyanidin
sonuglart pg katesin/g ekstrakt, toplam fenolik bilesik sonucu ise mg gallik asit/g ekstrakt seklinde ifade
edilmistir.

B. Fitokimyasal Kompozisyon

R. acetosella bitkisinin total flavonoit, total proantosiyanidin ve total fenolik bilesik icerikleri Tablo
1’de gosterilmistir. Bu sonuglara gore R. acetosella’nin su, etanol ve metanol ekstraktlarinin toplam fenolik
bilesik miktarlar1 sirasiyla, 118.89 mg GAE/g ekstrakt, 135.52 mg GAE/g ekstrakt ve 136.94 mg GAE/g ekstrakt
seklinde, toplam flavonoit miktarlar1 sirasiyla, 5305.94 pg CE/g ekstrakt, 5575.91 pg CE/g ekstrakt ve 6518.24
ug CE/g ekstrakt seklinde, toplam proantosiyanidin miktarlari sirasiyla, 1558.56 ug CE/g ekstrakt, 4473.00 pg
CE/g ekstrakt ve 4483.16 pg CE/g ekstrakt seklinde belirlenmistir. R. acetosella ile ilgili literatiirler
incelendiginde, Ozen [12] R. acetosella etanol ekstraktinin 76.60 mg Pirokatekol E/g toplam fenolik bilesik,
51.60 mg Kuersetin E/g toplam flavonoit i¢erdigini, Pereira ve ark. [13] ise aymt bitkinin 141.58 mg GAE/g
toplam fenolik, 67.91 mg Katesin E/g toplam flavonoit ihtiva ettigini saptamislardir. Bir diger ¢alismada
Wegiera ve ark. [16] R. acetosella’nin 78.36 mg GAE/g, Isbilir ve Sagiroglu [15] R. acetosella etanol
ekstraktinin 69.21 mg GAE/g, Ahmed ve ark. [14] ayn1 bitkinin metanol ve su ekstraktlarinin sirastyla, 108.88
pg GAE/mg, 94.07 pg GAE/mg, ve son olarak Samancioglu ve ark. [30] ise bu bitkinin 73.66 mg GAE/100
toplam fenolik bilesik igerdigini tayin etmiglerdir. Sarikurkcu ve ark. [31] R. acetosella etanol ekstraktlarinin
34.14 mg GAE/g toplam fenolik, 70.48 mg RE/g toplam flavonoit, 3.34 mg CE/g toplam flavanol igerdigini
belirlemislerdir. Biitiin bu ¢alisma sonuglar1 ve bizim ¢alisma sonuglarimiza bakildig1 zaman R. acetosella’nin
toplam fenolik ve toplam flavonoit i¢erigi bakimindan olduk¢a zengin oldugu agikca goriilmektedir.

R. acetosella bitkisinin flavonoit ve fenolik asit icerikleri Tablo 2’de gosterilmistir. Buna gore R.
acetosella bitkisinin flavonoit igerigi olarak rutin (54.15 pg/g), myrisetin (37.00 pg/g), morin (3.50 pg/g),
kuersetin (0.05 pg/g), kaempferol (0.20 pg/g), katesin (23.40 pg/g), naringin (37.20 pg/g), naringenin (0.05
ug/g) ve resveratrol (2.85 pg/g) ihtiva ettigi, fenolik asit icerigi olarak ise vanilik asit (3883.90 pg/g),
hidroksikinamik asit (0.60 pg/g), kafeik asit (113.70 pg/g), ferulik asit (2295.00 pg/g) ve rosmarinik asit (2.90
ng/g) icerdigi saptanmustir. Bu sonuglara gére R. acetosella’nin flavonoit ve fenolik asit igerigi olarak olduk¢a
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zengin bir bitki oldugu goriilmektedir. Yapilan literatiir arastirmasinda bu bitkinin flavonoit ve fenolik asit
iceriginin belirlendigi herhangi bir ¢alismaya rastlanmadi.

R. acetosella bitkisinin vitamin, sterol ve yag asidi igerikleri Tablo 2’de gosterilmistir. Buna gore R.
acetosella bitkisinde yagda ¢oziinen vitaminler olarak retinol (0.05 mg/kg), o-tokoferol (0.10 mg/kg), &-
tokoferol (0.05 mg/kg), D (1.65 mg/kg) ve K vitamini (0.10 mg/kg) bulundugu, fitosterol olarak ise ergosterol
(1.60 mg/kg) ve stigmasterol (0.70 mg/kg) bulundugu saptanmustir. R. acetosella’nin yag asitleri
igeriginin %15.82 palmitik asit (16:0), %5.77 palmitoleik asit (16:1), %5.12 stearik asit (18:0), %10.22 oleik asit
(18:1), %24.99 linoleik asit (18:2), %38.08 linolenik asit (18:3), %20.94 toplam doymus yag asitleri, %79.06
toplam doymamis yag asitleri oldugu saptanmustir. Pereira ve ark. [13] R. acetosella’nin 52.24 mg/100 g a-
tokoferol igerdigini belirlemislerdir. Bu a-tokoferol degerinin bizim ¢alismamizdaki degere gore (0.10 mg/kg)
olduk¢a yiikksek oldugu agikga goriilmektedir. R. acetosella’nin yag asitleri igerigiyle ilgili calismalara
bakildiginda ise sadece Pereira ve ark. [13] bu bitkinin %11.23 oraninda palmitik asit (16:0), %20.18 oraninda
linoleik asit (18:2), %51.34 linolenik asit (18:3), %19.45 oraninda toplam doymus yag asitleri, %80.55 oraninda
ise toplam doymamus yag asitleri ihtiva ettigini gostermislerdir. Bu sonuglara gore R. acetosella’nin doymamis
yag asitleri bakimidan olduke¢a zengin oldugu agikca anlagilmaktadir.

Tablo 2. Rumex acetosella’nin flavonoit, fenolik asit, vitamin, fitosterol ve yag asitleri igerikleri

Flavonoit ve Fenolik Asitler (ng/g)
Rutin 54.15+0.95
Myrisetin 37.00+1.05
Morin 3.50+0.10
Kuersetin 0.05+0.00
Kaempferol 0.20+0.05
Katesin 23.40+0.70
Naringin 37.20+0.90
Naringenin 0.05+0.00
Resveratrol 2.85+0.25
Vanilik Asit 3883.90+2.55
Hidroksikinamik Asit 0.60+0.10
Gallik Asit 113.70£1.25
Kafeik Asit 2295.00+1.95
Ferulik Asit 2.90+0.15
Rosmarinik Asit 3883.90+2.55
Vitamin ve Fitosteroller (ng/g)
Retinol 0.05+0.00
8-Tocopherol 0.05+0.00
a-Tocopherol 0.10+0.00
Vitamin K 0.10+0.00
Vitamin D 1.65+0.20
Ergosterol 1.60+0.10
Stigmasterol 0.70+0.05
Yag Asitleri (YA) (%)
Palmitik Asit (16:0) 15.82+0.19
Palmitoleik Asit (16:1) 5.77+0.32
Stearik Asit (18:0) 5.12+0.45
Oleik Asit (18:1) 10.22+0.11
Linoleik Asit (18:2) 24.99+0.57
Linolenik Asit (18:3) 38.08+0.09
Doymus YA 20.94
Doymamis YA 79.06

C. Antimikrobiyal Ozellikler

R. acetosella ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Tablo 3’de gosterilmistir. Bu sonuglara
gore R. acetosella’nin su ekstraktinin E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae ve B. subtilis bakterileri tizerinde,
etanol ve metanol ekstraktlarinin ise E. coli, P. vulgaris, P. aeruginosa, L. monocytogenes, K. pneumoniae, B.
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subtilis, B. megaterium ve S. aureus bakterileri ve C. albicans mantari tizerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu saptanmistir. R. acetosella metanol ekstraktinin L. monocytogenes, K. pneumonia ve B. subtilis iizerinde
(swrastyla, 9 mm, 10 mm, 10 mm) standart antibiyotikten (sirasiyla, 8 mm, 9 mm, 9 mm) daha yiiksek
antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. R. acetosella bitkisiyle alakali antimikrobiyal c¢aligmalar
incelendiginde Wegiera ve ark. [16] bu bitkinin E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. epidermidis, P. vulgaris, K.
pneumoniae bakterileri ve C. albicans mantari iizerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostermistir.
Akgunlu ve ark. [32] R. acetosella su-metanol ve heksan ekstraktlarimin P. aeruginosa, Acitenobacter
baumannii, Salmonella enteriditis, S. aureus, Enterococcus faecalis, B. subtilis bakterilerine ile C. albicans ve C.
krusei mantarlarina karst antimikrobiyal aktivite gosterdiklerini belirlemislerdir. Orban-Gyapai vd. [33]
R.aquaticus bitkisinin S. aureus, metisilin direngli S. aureus, S. epidermidis, B. subtilis, P. aeruginosa, E. coli ve
K. pneumoniae bakterilerine karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklarini gostermislerdir. Ansaripour vd.
[34] R. acetosella ekstraktlarnin Acinetobacter baumannii bakterisine karsi yiiksek antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugunu belirlemiglerdir. Bu sonuglarin c¢alisma sonuglarimizla oldukca benzerlik gosterdigi ve R.
acetosella’nin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu anlagilmaktadir.

Tablo 3.Rumex acetosella ekstraktlarinin antimikrobiyal aktiviteleri (mm zone)

Mikroorganizma R. acetosella Su R. acetosella Etanol R"\eﬂlzigo:s: la Standart Antibiyotikler
Escherichia coli 8 9 10 10
Proteus vulgaris - 8 9 10
Pseudomonas aeruginosa 8 9 10 15
Listeria monocytogenes - 8 9 8
Klebsiella pneumoniae 8 9 10 9
Bacillus subtilis 8 8 10 9
Bacillus megaterium - 8 9 12
Staphylococcus aureus - 8 10 12
Candida albicans - 8 9 10

Streptomycin siilfat (10 mg/disk) bakteriler i¢in, Nystatin (30 mg/disk) ise maya-mantar1 igin standart
antibiyotik olarak kullanilmigtir. Kagit disklerin ¢gapt 6 mm alinmistir.

D. Antikanser Ozellikler

PC-3, A2780, MCF-7 ve HCT-116 kanser hiicre serilerine kars1 R. acetosella ekstraktlarinin antikanser
aktivitelerinin ICso degerleri Tablo 4'de sunulmaktadir. Buna gore R. acetosella metanol ekstraktinin (28.91
pg/mL, 4.64 pg/mL, 30.47 ug/mL, sirasiyla) MCF-7 insan g6giis kanseri, PC-3 insan prostat kanseri ve HCT-
116 insan kolon kanseri hiicrelerine karst diger ekstraktlardan daha yiiksek antikanser aktivite gosterdigi; R.
acetosella etanol ekstraktinin (10.63 pg/mL) ise A2780 insan yumurtalik kanseri hiicrelerine kars1 daha yiiksek
antikanser aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara gore R. acetosella’nin etkili bir antikanser
aktiviteye sahip oldugu sOylenebilir. R. acetosella ile ilgili literatiir arastirmasinda bu bitkinin antikanser
ozelligiyle ilgili herhangi bir ¢aligma bulunamadi. Ottenweller vd. [35] yaptiklar1 arastirmada R. acetosella
ekstraktlarim DNA hasarmi engelledigini ve insan prostat kanseri hiicrelerinin farklilasmasini indiikledigini
saptamuglardir. Wegiera vd. [36] insan l6semik hiicre hatlar1 1301 (insan T lenfoblastik hiicreleri) ve EOL-1
(insan eozinofilik 16semi) hiicrelerine kars1 R. acetosa, R. confertus, R. crispus, R. hydrolapathum ve R.
obtusifolius ekstraktlarinin yiiksek sitotoksik aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Bagka bir ¢alismada ise Lajter
vd. [37] R. acetosa, R. aquaticus, R. scutatus ve R. thyrsiflorus heksan ve kloroform ekstraktlarinin MCF-7
kanser hiicre serilerine kars1 yiiksek antikanser aktiviteye sahip oldugunu saptamiglardir. Tamokou vd. [38] R.
abyssinicus ve R. bequaertii bitkilerinin A2780 over kanseri hiicrelerine karsi antikanser aktivite gosterdigini
gozlemlemilglerdir. Biitin bu calisma sonuglari Rumex tiirlerinin potansiyel antikanser aktiviteye sahip

olduklarini kanitlamaktadir.
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Tablo 4. R. acetosella ekstraktlarinin PC-3, A2780, MCF-7 ve HCT-116 kanser hiicre serileri {izerindeki antikanser aktivite testlerinin I1Csg
degerleri

Ornekler (ug/mL) PC-3 A2780 MCF-7 HCT-116
R. acetosellaSu 6.94 14.41 38.35 42.36
R. acetosellaEtanol 5.46 10.63 34.47 50.25
R. acetosellaMetanol 4.64 14.29 28.91 30.47

IV. SONUCLAR

Bu ¢alismada R. acetosella toprak {istii kisimlarinin su, etanol ve metanol ekstraktlarinin antiradikal,
antimikrobiyal, antikanser ve fitokimyasal 6zelliklerinin degerlendirilmesi yapilmistir. Calisma sonunda bu
bitkinin etkili antiradikal, antimikrobiyal ve antikanser 6zelliklere sahip oldugu, fitokimyasal igerik bakimindan
zengin oldugu belirlenmistir. Ayrica sunulan ¢alisma ile ilk defa R. acetosella’nin in vitro antikanser 6zellikleri
incelenmistir.
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