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Arastirma Makalesi 0z

Makale Tarihgesi: Ates dikeni (Pyracantha coccinea) bitkisi sahip oldugu sekonder metabolitler
E§E3|t?;?ﬁ}-ofz'0§gzggf f sayesinde birgok hastahgm tedavisinde kullanilma potansiyeli tasimaktadir.
Online Yaymlanma: 15.01.2025 Ancak literatiirde P. coccinea’nin farmakolojide kullanimi ile ilgili ¢ok az

sayida calisma vardir. Yapilan ¢alismada P. coccinea’nin meyve ve yaprak
metanol ekstreleri hazirlanarak antienzim aktivitesi in vitro sartlarda
Tirozinaz arastrilmigtir. Bu sebeple kanser tami ve tedavisi_ ile? iligkisi oldu_gu
Glutatyon-S transferaz literatiirlerce bilinen Glutatyon-S transferaz (GST) ve Tirozinaz (TYR) enzim
Enzim aktivitesi aktiviteleri iizerine P. coccinea’nmin yaprak ve meyve ekstresinin etkisi
belirlenmistir. ik kez P. coccinea’nin meyve ve yaprak metanol
ekstrelerininDNA koruma/kirilma etkisi ve her iki ekstrenin Bacillus subtilis
(ATCC 6633), Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Enterococcus faecalis
(ATCC 29242), Escherichia coli (ATCC 25922), Candida albicans (ATCC
10231)  mikroorganizmalarinakargiantimikrobiyaletkinligiaragtirilmistur.P.
coccinea’nin yaprak ekstresinin GST’yi mikromolar diizeyde inhibe ettigi
tespit edilmistir. Her iki ekstrenin TYR enzim aktivitesi tizerinde yeterli etki
gostermedigi belirlenmistir. Ayrica ekstrelerin DNA kirilmasina yol agmadigi
ve 1 mg/mL konsantrasyonda koruma etkisine sahip oldugu gozlemlenmistir.
Ancak ekstreler caligilan tim mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal
etkinlige sahip olmadig tespit edilmistir. Sonug olarak P. Coccinea bitkisinin
aday ila¢ calismalar1 i¢in dogal kaynak olabilecegini buna karsin ilave
preklinik ve klinik ¢caligmalarla bitkinin tam potansiyelinin ortaya ¢ikarilmasi
gerektigi diisiiniilmektedir.
Investigation of Antienzyme, DNA Protection/Breaking and Antimicrobial Activity of Firethorn
(Pyracantha coccinea) Fruit and Leaf Extracts

Anahtar Kelimeler:

Research Article ABSTRACT

Article History: Firethorn (Pyracantha coccinea) plant has the potential to be used in the
iizzgig; cl’gz"gg'gggi treatment of many diseases thanks to its secondary metabolites. However,
Published online: 15.01.2025 there are very few studies in the literature on the use of P. coccinea in

pharmacology. Therefore, in this study, we aimed to investigate the
antienzyme activity of P. coccinea under in vitro conditions by preparing fruit

Keywords:

Tyrosinase and leaf methanol extracts. The effect of P. coccinea leaf and fruit extract on
Glutathione-S transferase Glutathione-S transferase (GST) and Tyrosinase (TYR) enzyme activities,
Enzyme activity which are known in the literature to be related to cancer diagnosis and

treatment, was investigated. In this study, for the first time, the DNA
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protection/breaking effect of fruit and leaf methanol extracts of P.
coccineawas investigated. Additionally, the antimicrobial activity of both
extracts against Bacillus subtilis (ATCC 6633), Staphylococcus aureus
(ATCC 29213), Enterococcus faecalis (ATCC 29242), Escherichia coli
(ATCC 25922), Candida albicans (ATCC 10231) microorganisms was
investigated. It was determined that P. coccinea leaf extract inhibited GST at
micromolar level. It was determined that both extracts did not have a sufficient
effect on TYR enzyme activity. It was determined that the extracts did not
cause DNA breakage and had a protection effect of 1 mg/mL concentration.
However, it did not show antimicrobial activity against all microorganisms
studied. As a result, we think that P. coccinea plant can be a natural source for
candidate drug studies, but the full potential of the plant should be revealed
with additional preclinical and clinical studies.

To Cite: Balaban M., Yenigeri SA., Akkemik E., Hallag B., Fidan M. Ates Dikeni (Pyracantha coccinea) Meyve ve Yaprak
Ekstrelerinin, Antienzim, DNA Koruma/Kirilma ve Antimikrobiyal Aktivitesinin Arastirilmasi. Osmaniye Korkut Ata
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 2025; 8(1): 67-81.

1. Giris

Cin, Himalayalar (Popoviciu ve ark., 2020), italya ve Tiirkiye'de farkli rakimlarda 3 m yiikseklige kadar
yetisen dikenli bir ¢ali olan ates dikeni (Pyracantha coccinea), halk arasinda tavsan elmasi, kdpek
elmasi, kus alic1 gibi isimler ile bilinmektedir. Rosaceae familyasina ait olan bu c¢ali, siis bitkisi olarak
kullanilmasinin yani sira, ¢ay, marmelat, regel, jole, yemeklik sos olarak pisirilebilen kiiciik, parlak
kirmizi meyvelere sahiptir (Fico ve ark., 2000). Antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugu
belirtilen bitkinin, ayrica meyvelerinin basta kalp-damar sagligi olmak fizere geleneksel tipta
kullanilabilecegi belirtilse de yapilan ¢alismalar istenen diizeyde degildir (Sarikurkcu ve Tepe, 2015).
Farmakolojide kullanim potansiyeli tagiyan Ates dikeni meyvesinin bu 6zelligi icerigindeki Se ve
vitamin tiirevlerine bagl oldugu distiniilmektedir (Coteli ve Karatas, 2017). Ancak ilave preklinik
calismalar ile mekanizmalarin ve farmakolojik siireglerin aydinlatilmasi gerekmektedir.

Preklinik g¢aligmalarin baginda antienzim ¢aligmalar1 6nem tagimaktadir ¢linkii enzimler bir¢ok
metabolik yolagi ve siireci dogrudan veya dolayli olarak etkilerler. Bu nedenle enzimlerin aktiviteleri
gen seviyesinde veya protein seviyesinde diizenlenerek metabolizmanin dengede kalmasi
saglanmaktadir. Glinlimiizde piyasada ilag olarak kullanilan kimyasallarin birgogu ayni1 zamanda farkli
enzimlerin spesifik inhibitorii veya aktivatorii olarak islev gormektedir (Stamper ve ark., 2009; Aslam
ve Gupta, 2023). Enzimlerin aktivitelerinin dengede kalmasimi saglamak i¢in potansiyel
inhibitorler/aktivatorler sentezlenmekte veya bitki ekstreleri yoluyla arastirilmaktadir (Akkemik ve ark.,
2019; Akkemik ve ark., 2024). Arastirmalara konu olan enzimlerden biri kanser ile olan iliskisi
nedeniyle Glutatyon S-Transferaz (GST; EC 2.5.1.18) enzimidir.

GST enzimleri, hiicrenin farkli kisimlarinda bulunan ve ¢ok sayida izoenzieme sahip olan essiz
enzimlerdir. Sitoplazmik GST'ler, detoksifikasyon metabolizmasinin bir parcasi olan faz II
enzimleri olarak bilinir ve en az 8 gruba ayrilir: [alfa (A), kappa(K), mu (M), omega (O), pi (P),
sigma(S), teta(T) ve zeta (Z)] (Luo ve ark., 2011). GST'lerin islevselligi (i) katalitik aktiviteleri—oksidatif
stres, (ii) protein-protein etkilesimlerindeki rolii ve (iii) substrat olmayan ligandlarin GST'ler tarafindan

baglanmasi olmak tizere li¢ kategoriye ayrilmistir (Booth ve ark., 1961). GST'ler, elektrofil substratlari
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glutatyon ile konjuge ederek, ajanlarin inaktivasyonunu ve organizmadan atilmasini saglamaktadir.
Ancak bu siireg, saglikli organizmalarda sorunsuz ilerlerken kanser hastalarinda tedavi direncine yol
acan bir siirece doniigebilir. Cesitli kanser tiirleri ve dokular1 tizerinde yapilan ¢aligmalar, GST'nin ¢esitli
izoenzimlerinin kat1 kanserlerde ilag direncini artirdigim gostermistir. Ozellikle akciger, yumurtalik ve
mide kanserleri, kemoterapik ilaglara karsi yiiksek direng gostermektedir (Singh ve Reindl, 2021;
Ozaslan, 2024). Ayrica GST izoenzimlerinden biri olan GSTP1-1'in farkli insan tiimérlerinde asiri
eksprese edildigi rapor edilmistir (Tew, 1994; Hamada ve ark., 1994; Yang ve ark., 2006; Ozaslan,
2024).Tiim bu veriler 15181nda 6zellikle kanser hastalarinda GST'lerin aktivitelerinin durdurulmasi veya
azaltilmas1 kanser tedavisinde umut verici olabilmektedir. (Hayes ve ark., 2005; Tew ve Townsend,
2012; Boardve Menon, 2013; Ozaslan, 2024). Bu nedenle arastirmacilar s6z konusu enzimin yeni
inhibitorlerini arastirmaya devam etmektedir (Ozaslan, 2024). Ancak tasarlanan sentetik inhibitorlerin
ilag olarak kullanilabilmesi yiiksek bir maliyet ve zaman gerektiren siirecleri icermektedir (Anonim,
2024). Bu baglamda, enzimin dogal inhibitorlerinin bulunmasi, hastaligin tedavisi sirasinda takviye gida
olarak kullanim kolaylig1 saglayabilir ve yeni inhibitorlerin tasarimi igin arastirmacilara rehberlik
edebilir.

Arastirmalara konu olan diger bir enzim ise tirozinaz (TYR; EC 1.14.18.1) enzimidir. Enzim polifenol
oksidaz, monofenol oksidaz, fenolaz veya katekolaz isimleri ile de bilinmektedir. Dogada oldukga
yaygin olan (Cooksey ve ark., 1997; Calay, 2010) tirozinaz basta bitkiler olmak {izere neredeyse tim
canlilarda bulunmaktadir (Parvez ve ark., 2007; Khan, 2006; Calay, 2010). Enzim bir biyopolimer olan
melanin sentezinde gorev almaktadir (Riley, 1997; Smit ve ark., 2003; Hatdys ve ark., 2020; Baber ve
ark., 2023). Aktif merkezinde bakir iyonu ve histidin amino asidi i¢eren tirozinaz melanin {iretiminde
hiz sinirlayic1 basamaklarda gorev aldigi i¢in anahtar enzimdir (Seo ve ark., 2003; Chang, 2009;
Gasparetti ve ark., 2012; Zaidi ve ark., 2014; Yu ve ark., 2018;Matoba ve ark., 2018; Baber ve ark.,
2023). Bu nedenle tip, kozmetik ve tarim endiistrisinde oldukg¢a 6nemlidir. Melanin, insanlarda UV
isinlarina kargi koruma saglayan gozlerde, saglarda ve ciltteki pigmentasyondan sorumludur (Brenner
ve Hearing, 2008; Baber ve ark.,, 2023). TYR'nin agir1 aktivitesi veya asir1 ekspresyonu,
hiperpigmentasyon bozukluklarla ve melanomlarla iliskilendirilmistir. Dahas1 meyve ve sebzelerde
TYR aktivitesi enzimatik esmerlesmeye veya olgunlasmaya sebep olmaktadir.Buda gidalarin raf
omriini kisaltan bir etkendir. Bu nedenle TYR inhibitorleri, gidalarin korunmasinda veya melanin
birikimiyle iliskili bozukluklarin ve hastaliklarin tedavisinde potansiyel tibbi ajanlar olarak
degerlendirilebilir (Chang, 2009; Deering ve ark., 2016; Baber ve ark., 2023). Cok sayida calisma
TYR'nin hem sentetik hem de dogal inhibitorlerini tammlamistir (Baber ve ark., 2023). Ancak, birgok
TYR inhibitori, etkinlik eksikligi ve/veya kanserojenlik, sitotoksisite gibi toksisiteler nedeniyle yaygin
kullanim gormemistir (Baber ve ark., 2023). Dolayisiyla enzimin yeni dogal inhibitorlerinin
arastiritlmasi oldukca 6nemli bir hale gelmistir.

Klinik Oncesi caligmalarin 6nemli bir ayagini da DNA koruma etkisi ve antimikrobiyal aktivite

olusturmaktadir. DNA’da meydana gelebilecek bir hasar protein seviyesinde veya gen seviyesinde bir
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mutasyona sebep olmamasi i¢in replikasyon, transkripsiyon ve translasyon gibi normal hiicresel
mekanizmalar ile onarilmaktadir. Ancak her zaman bu miimkiin olmamaktadir (de Almeida ve ark.,
2015; Ramadan, 2019). Ciinkii biyolojik, kimyasal ve toksik materyaller ile olusan baz1 DNA hasarlari
normal hiicresel mekanizmalar1 engeller, bunun sonucunda genetik ve kanserli hastaliklarin olusumuna
zemin hazirlanmis olur (de Almeida ve ark., 2015; Ramadan, 2019). Sonug olarak ilag aday1 olarak
iiretilen bir¢ok kimyasalin muhtemel yan etkisi DNA hasarina sebep olabilir. Bu baglamda, sentezlenen
veya ekstrakte edilen ilag adaylarinin potansiyel yan etkileri, 6zellikle DNA hasarina neden olma riski
g6z oOnilinde bulundurularak degerlendirilmelidir. Bu nedenle, DNA koruma etkisi veya DNA hasari
caligmalari, aday ilaglarin ve tedavi yontemlerinin giivenligini ve etkinligini belirlemek i¢in 6nemlidir.
Bununla birlikte Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan 21. yiizytlin en biiyiik halk saglig
tehditlerinden biri olarak kabul edilen mikrobiyal hastaliklar 6zellikle diisiik, orta-alt gelirli iilkeler igin
biiyiik bir tehdit olugturmaktadir (World Health Organization, 2020; Murray ve ark., 2020; Bhattarai ve
ark., 2021). 2019 yilinda meydana gelen oliimlerin yaklasik %12’si bulasict hastaliklar nedeniyle
gerceklesmistir (GBD, 2019; Bhattarai ve ark., 2021). Bu durumun giincel verilerin islenmesine bagli
olarak Covid 19 salgin hastaliginin da verilere dahil edilmesi ile daha dramatik bir tabloya doniisecegi
diistiniilmektedir. Bu etkenler 1s1g8inda patojen mikroorganizmalara karsi basta antibakteriyel ilag
tasarimlart olmak tlizere ¢esitli ¢aligmalar yapilmaktadir.

Belirtilen gerekgeler neticesinde Ates dikeni (Pyracantha coccinea)’nin meyve ve yaprak ekstrakti
hazirlanarak, antienzim, DNA koruma ve antimikrobiyal analizleri in vitro sartlarda gergeklestirilmistir.
Boylece ekstraktlarin ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilabilme potansiyeli ve elde edilen verilerin

ilag tasarimi1 yapan arastirmacilara yol gosterici bir kaynak olugturmasi amaglanmaistir.

2.Materyal ve Metot

2.1. Materyal

pBR322 plazmit DNA Thermo Scientific firmasindan, metanol, etanol, DMSO (Dimetil siilfoksit), 1,2-
Dihydroxybenzene, 1-kloro-2,4- dinitrobenzene, GSH, H>O,, askorbik asit, FeCls, EDTA, Tris, K-
Fosfat, Etanol, Borik asit Sigma Aldrich Firmasindan elde edilmistir. Muz (Musa acuminata)
tirozinaz(Yenigerive ark., 2023), ve Shabut (Barbus grypus) balik Glutatyon S transferaz (Balaban M.,

ve Akkemik E., (2021)) enzimleri daha onceki ¢alismalarimizdan elde edilmistir.

2.2. Metot
2.2.1 Pyracantha coccineabitki ekstraktinin hazirlanmasi

Pyracantha coccinea meyvesi ve yapraklari Siirt Universitesi, Kezer Yerleskesinden temin edilmistir
(Sekil 1).

70



Sekil 1. Pyracantha coccineabitkisi (Siirt Universitesi, Kezer Yerleskesi, 01.11.2023)

Tiiriin tespitini Siirt Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Ogretim Uyesi Dog. Dr.
Mehmet Fidan yapmistir. Ekstraksiyon i¢in doku ornekleri uygun kosullarda laboratuvarimiza
taginmistir. Bitkilerin ekstraksiyonu Karacaer (2023)’in uyguladigt yontem modifiye edilerek
gerceklestirilmistir. 5 gram bitki tartilip lizerine 50 mL ¢dziicii (metanol %100) eklenip homojenize
(IKA/T18) edilerek erlenmayere aktarilmistir. Calkalayici inkiibatérde 200 rpm hizda oda sicakliginda
gece boyunca inkiibe (Selecta Rotabit) edilmistir (Sekil 2).

Sekil 2.Pyracantha coccinea yaprak ve meyve bitki ekstresi

Ardindan elde edilen ¢ozelti filtre kagidi ile siiziildiikten sonra, siizlintii 40°C vakum altinda evapore
(Heidolphl/Heizbad-heivap) edilerek ¢oziiciisii uzaklastirilmistir. Elde edilen kuru madde DMSO (%10,
v/v) ile yeniden ¢oziilmiis, konsantrasyon 1 mg/mL olacak sekilde ayarlanmistir ve gerekli seyreltmeler

saf su ile yapilmistir. Tiim galisma +4°C'de yiirttiilmiistir.
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2.2.2. Enzim Inhibisyonu

Orneklerin tirozinaz enzim aktivitesi tayini igin (Duckworth ve Coleman, 1970; Sakiroglu, 1994)
literatiirdeki yontemler laboratuvar sartlarimiza gére modifiye edilerek kullanilmistir. Enzim aktivitesi
A420 nm’de bir dakikada 25°C’de pH 7,5’te 1,2-Dihydroxybenzene igeren 3 mL’lik reaksiyon
ortaminda 0,001 absorbans artisinin Slglilmesi ile 420 nm’de spektrofotometrik (VWR UV/VIS
Spektrofotometre VWR UV-1600PC) belirlenmistir. Bir iinite enzim aktivitesi, absorbansta dakikada
0,001 degisime neden olan enzim miktari olarak tanimlamistir (Wong ve ark., 1971). Glutatyon S-
transferaz enzim aktivitesi 6l¢limiinde Habig ve ark., (1974)’lin yontemi laboratuvar sartlarimiza gore
modifiye edilerek kullanilmistir. Buna gore pH 7,0°de 0,5 mM 1—kloro-2,4- dinitrobenzene (CDNB) ve
1 mM GSH igeren 1 mL’lik reaksiyon ortamina enzim ilave edilmesi ile absorbans artis1 3 dakika
boyunca 340 nm’de spektrofotometrik (VWR UV/VIS Spektrofotometre VWR UV-1600PC) olarak
Olciilmiistiir. Ekstraktlarin enzim aktivitesi lizerine etkisinin belirlenmesi igin reaksiyon ortamlarina en
az 5 farkli konsantrasyonda P. coccinea yaprak ve meyve ekstraktlari eklenip absorbans degerleri
kaydedilmistir. %Aktiviteye kars1 konsantrasyon grafigi ¢izilerek ICso degerleri hesaplanmistir. Ekstrakt
ilave edilmeyen reaksiyon ortaminda enzim aktivitesi %100 olarak kabul edilmistir (Akkemik ve ark.,
2022).

2.2.3. Pyracantha coccineayaprak ve meyve ekstraktlarininDNA koruma/kirilma etkisi

Akkemik ve ark., (2022) yontemi kullanilarak P. coccinea yaprak ve meyve ekstraktlari Fenton
¢ozeltisinin pBR322 plazmit DNA {izerine zararli etkilerini korumak i¢in kullanilmigtir. Ayrica bu
ekstraktlarin DNA kirilma etkisi de arastirilmistir. Her bir bitki doku ekstrakti i¢in iki farklh
konsantrasyon (0,5 mg/mL ve 1 mg/mL) uygulanarak deney tasarimi igin negatif (sadece plazmit DNA)
ve pozitif kontrol (Fenton + plazmit DNA) gruplart olusturulmustur. Buna gore inkiibe edilecek
reaksiyon karigimlar1 3 pL. pBR322 plazmit DNA, 5 pL Fenton soliisyonu (30 mM H»0,, 50 mM
askorbik asit ve 80 mM FeCls) ve farkli konsantrasyonlardan 5 pL (0,5 mg/mL ve 1 mg/mL) bitki
ekstraktlar1 aliarak son hacim distile su ile 20 pL’ye tamamlanmigtir. Daha sonra bu karisim 37°C'de
30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan reaksiyon karisimina 3 pL 6x yiikleme boyasi ilave
edilerek olusan karisimdan 10 pL alinip EtBr ile isaretlenerek %0,8°lik agaroz jeline yiiklenmistir.
Agaroz jeli elektroforezi (Major Science) 100 voltta 60 dakika yiiriitiilmistir. Daha sonra jel

goriintiileme cihazi (Major Science) ile jel goriintiisii alinmistir.

2.2.4. Pyracantha coccineayaprak ve meyve ekstraktlarmin Antimikrobiyal etkisi

Antimikrobiyal etkinin (Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Enterococcus faecalis ATCC 29242, Escherichia coli ATCC 25922, Candida albicans ATCC 10231)
belirlenmesinde Agar kuyu difiizyon yontemi kullamilmigtir (Temiz 2010). Her bir bakteri ve maya

hiicresi aktiflestirildikten sonra 0,5 McFarland standardina gore ayarlanmis 0,6 cm ¢apindaki
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kuyucuklara 1 mg/mL konsantrasyondaki 6rnek 30 mikrolitre ilave edildikten sonra 37°C’de 18-24 saat

aerob kosullarda inkiibe edilmistir (Yenigeri ve ark., 2023).

2.2.5. Istatistik Analiz
Tiim deneyler ii¢ tekrarli olacak sekilde yapildi. Elde edilen verilerin istatistiksel analizi i¢in Microsoft

Excel programi kullanildi. Tiim verilerin ortalama degerleri ve standart hatalar1 hesaplandi.

3. Bulgular ve Tartisma

Calismamizin ilk adimimi antienzim aktivite analizleri olusturmaktadir. P. coccinea’nin meyve ve
yaprak ekstrelerinin GST ve TYR enzim aktiviteleri tizerindeki etkileri in vitro sartlarda belirlenmistir.
P. coccinea’nin yaprak ekstresi GST enzim aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi gosterirken 1Csq degeri
19,587+3,320 pg/mL olarak tespit edilmistir (Sekil 3). P. coccinea’nin meyve ekstresi ise GST enzim
aktivitesi lizerinde yaklasik %22,736 inhibisyon etkisi gdstermistir.P. coccinea’nin meyve ve yaprak
ekstrelerinin GST enzim aktivitesi tizerindeki etkisi ilk kez ekibimiz tarafindan ¢alisilmistir. Yaprak
ekstresinin mikro diizeyde inhibisyon etkisi, ila¢ tasarimi ¢aligmalari igin umut verici bir bulgu olarak
degerlendirilmektedir. Ancak ileri ¢alismalarda yaprak ekstresinin igerigi ve etken maddelerinin
belirlenmesi, 6zellikle ilag tasarimi ¢alismalari i¢in 6nemlidir. Dahasi bugiine kadar ¢aligmamizla
benzer sekilde GST enzim aktivitesi {izerine ¢esitli bitki ekstrelerinin inhibisyon etkisi aragtirilmistir.
Siyah havu¢’un (Daucus carota L. ssp) metanol ekstresinin GST (ICs012,84 mM), asetil kolinesteraz
(AChE; ICs0 15,07 mM), ve Alfa-glikozidaz (a- Gly ICs011,75 mM) enzim aktiviteleri {izerinde in vitro
sartlarda inhibisyon etkisi gosterdigi ifade edilmistir (Atalar ve ark., 2021).AChE ve GST enzim
aktiviteleri lizerine R. acetosellametanol ekstresinin in vitro sartlarda inhibisyon etkisi gosterdigi
belirtilmistir. Ayn1 ¢aligmada GST ig¢in ICso degeri 9,10mg/mL, AChE ig¢in 9,23 mg/mL olarak tespit
edilmistir (Irtegiin Kandemir ve ark., 2024). Her iki ¢calismanin sonuglari ile ¢calismamiz kiyaslandiginda
P. coccinea’nin yaprak ekstresinin GST enzim aktivitesi iizerindeki etkinliginin daha fazla oldugunu
sOyleyebiliriz. Ancak P. coccinea nin meyve ekstresinin inhibisyon etkinliginin daha az oldugu
goriilmektedir. Elde edilen sonuglar neticesinde bitkilerin sahip olduklari sekonder metabolitler
sayesinde yaprak, meyve, kok gibi farkli kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin inhibisyon etkinliginin

ayr1 ayr1 analiz edilmesi gerektigi sonucuna varilmistir.
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Sekil 3. P. coccinea yaprak ekstraktinin GST enzim aktivitesi tizerindeki in vitro etkisi

P. coccinea ’'nin meyve ve yaprak ekstrelerinin TYR enzim aktivitesi iizerindeki etkisi in vitro sartlarda
arastirilmistir. 0,3 mg/mLP. coccineameyve ekstresi yaklasik %15,655°lik bir inhisyon sergilerken 0,4
mg/mLP. coccineayaprak ekstresi yaklasik %21,175’lik bir inhibisyon etkisi gostermistir (Sekil 4). Her
iki esktreninde TYR enzim aktivitesi lizerinde istenen diizeyde bir inhibisyon profili sergilemedigi tespit
edilmistir. Buna karsin literatiirde P. coccineameyvenin etanol ve su ekstresinin asetilkolinesteraz,
biitirilkolinesteraz, a-amilaz, a-glukosidaz ve tirozinaz enzim aktiviteleri iizerinde inhibisyon profilinin
incelendigi ¢caligmadaelde edilen ekstraktlarin asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz {izerinde oldukga
zay1f inhibitor aktivite gosterdigi en yiiksek inhibisyonu etanol ekstresinin a-glukosidaz tizerinde yaptigi
(9,94 mg ACE/g taze meyve) bunu tirozinaz (3,72 mg kojik asid equivalent/g taze meyve) ve a-amilaz
(2,24 mg akarboz equivalent/g taze meyve)’in takip ettigi belirtilmistir (Sarikurkcu ve Tepe., 2015).
Yaptigimiz ¢alisma ile benzer sonuglar elde edilmesine karsin P. coccinea meyve etanol ve su
ekstresinin tirozinaz tizerinde yiiksek bir inhibisyon profili sergilemedigi goriilmektedir. 0,3 mg/mL
P.coccinea meyve ekstresi uygulandiginda TYR’nin aktivitesi %84,345+13,544 iken, 0,4 mg/mL
P.coccinea yaprak uygulandiginda TYR aktivitesi %78,825+1,153"diir. Dahasi ¢alismamizda metanol
ekstresi kullanildigi i¢in P. coccinea meyve ekstresinin igerisinde ¢oziicliye bagli olarak ¢6ziinen
sekonder metabolitler degisecegi i¢in farkli inhibisyon profili sergiledigi diistiniilmektedir. Ayrica P.
coccinea yaprak ekstresi GST de oldugu gibi TYR’de de daha iyi bir inhibisyon profili sergilemistir.

Calismamiz kendi igerisinde tutarli sonuglar tiretmistir.
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Sekil 4. P. coccinea yaprak ve meyve ekstraktlarinin TYR enzim aktivitesi tizerindeki in vitro etkisi

Pyracantha coccineayaprak ve meyve ekstraktlarmin DNA koruma/kirilma etkisi incelendiginde (Sekil
5) calisilan ekstraklarm her iki konsantrasyonun da DNA iizerinde kirilmaya veya hasara yol agmadigi
goriilmektedir. Dahasi ortamda Fenton ¢ozeltisi varliginda da yaprak ve ¢igek 1 mg/mL kosantrasyonun
DNA iizerinde koruma etkisi gosterdigi tespit edilmistir. Pyracantha coccineayaprak ve meyve

ekstraktlarinin DNA koruma/ kirilma etkisi ilk kez ekibimiz tarafindan incelenmistir.

Sekil 5. P. coccinea yaprak ve meyve ekstraktlarimin DNA koruma/kirilma aktivitesine ait jel agaroz goriintiisii. 1. Negatif
kontrol (pBR322 plazmit DNA), 2. Pozitif kontrol (pBR322 plazmit DNA+Fenton reaktifi), 3-4. P. coccinea yaprak (1-0,5
mg/mL), 5-6.P. coccinea meyve (1-0,5 mg/mL), 7-8. P. coccinea yaprak (1-0,5 mg/mL)+Fenton reaktifi, 9-10.P. coccinea
meyve (1-0,5 mg/mL)+Fenton reaktifi.
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Sekil 6.P. coccinea yaprak ve meyve ekstraktlarinin antimikrobiyal etkinligi

P. coccinea yaprak ve meyve ekstraktlarinin incelenen patojen bakteri ve maya hiicrelerine karsi
antimikrobiyal etkisinin olmadig1 gézlemlenmistir (Sekil 6). Tung ve arkadaglar1 (2020), Pyracantha
coccinea meyvesi etanolik ekstraktlarinin (6,4 mg/mL) antimikrobiyal aktivitesini disk difiizyon
yontemiyle Bacillus subtilis ATCC 6633, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Escherichia coli
ATCC 8739, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterecoccus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Candida albicans
ATCC 1029 suglant {izerinde pozitif kontrol olarak Gentamisin ve Amfoterisin B kullanarak
incelemislerdir. Bu c¢alismada bu suslar {izerinde antimikrobiyal etki gdzlemlemediklerini
bildirmislerdir. Benzer sekilde Ucar-Tiirker ve ark. (2012) da Pyracantha coccinea meyve oziitiinde
herhangi bir antimikrobiyal aktivite tespit edememislerdir. Caligmalardan elde edilen sonuglar
dogrultusunda Pyracantha coccinea meyve ekstraktinin dogal bir antimikrobiyal ajan olarak etkisinin
zayif oldugu sOylenebilir. Bir baska ¢alismada etanol, dietil eter ve sicak su gibi farkli ¢oziiciiler
kullanilarak elde edilen Pyracantha coccinea meyve Oziitlerinin agar kuyu difiizyon yontemiyle
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus ve Candida albicans test
mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal aktiviteleri pozitif kontrol olarak Gentamisin kullanilarak
test edildigi calismada Bacillus cereus ve Pseudomonas aeruginosa’ya karst ii¢ Oziitin de
antimikrobiyal aktivite sergiledigi, en yiiksek etkinin sicak su oziitlinden saglandigi bildirilmistir
(Karacaer, 2023). Turu ve ark., (2020), 45 bakteri (standart sus, gida kokenli, klinik izolat, ¢oklu ilag
direnci gésteren) ve 3 maya (standart sus ve klinik izolat) olacak sekilde 48 farkli mikroorganizma
lizerine P. coccinea etanolik meyve ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesini disk diflizyon yontemi

kullanarak test etmislerdir. Disklere 50, 100 ve 200 pL emdirilen ekstraktlarda antimikrobiyal
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aktivitenin konsantrasyonla dogru orantili olarak arttiginin belirlendigi bildirilmistir. Arastirmacilarin
bu ¢alismadan elde ettikleri bulgulara gére B. cereus, E. faecium, S. hominis, S. warneri ve S. aureus
gibi Gram pozitif bakterilerin de yer aldigi 22 mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal aktivite
gozlemlemislerdir. Ozellikle tibbi yogun bakim iinitelerindeki enfeksiyonlardan sorumlu S. aureus'a
karsi P. coccinea’min aktif bir etkisi oldugunu savunmuslardir. Bitkilerde var olan fenolikler,
flavonoidler, organik asitler gibi ikincil metabolitler antioksidan gorevi goriirler. Bilindigi iizere
antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerini temizleyerek bunlarin olusumunu engeller. Bdylece canli
organizmalardaki hasarlarin onarilmasi ve canlilar iizerindeki enfeksiyonlara karsi koruma saglamis
olurlar (Sadeghi ve ark., 2015). Ayrica anti-kanser, anti-inflamasyon ve anti-aging gibi bir¢ok biyolojik
fonksiyona sahiptirler (Zou ve ark., 2016). Ancak bitkilerin sahip oldugu sekonder metabolitlerin cinsi,
cesidi ve konsantrasyonu yetistikleri topraklara gore degismektedir. Bunun sonucunda da
mikroorganizmalar iizerinde farkli etkiler sergilemektedirler. Ayrica yukaridaki kaynaklar ve
calismamizda elde ettigimiz veriler neticesinde P. coccinea’nin mikroorganizmaya goére de

antimikrobiyal etkinliginin degistigi sOylenebilir.

5. Sonuclar

P. coccinea’nin meyve ve yaprak metanol ekstreleri hazirlanarak ilk kez in vitro sartlarda GST enzim
aktivitesi iizerindeki etkisi arastirildi. Yaprak ekstresinin mikromolar seviyede inhibisyon etkisi
gostermesi kanser tedavisinde kullanilabilecek bir potansiyel tasidigini sergilemistir. Ancak P.
coccinea’nin klinik ve faz g¢aligmalarimin yapilmasi ekibimizce Onerilmektedir. Bununla birlikte
ozellikle GST enzim aktivitesi tizerindeki etkiyi yaratan etken maddenin tespit edilmesi gerektigini
diisiinmekteyiz. TYR enzim aktivitesi {izerindeki etki diizeyi her iki ekstre i¢in istenen diizeyde olmasa
da yaprak ekstresinin nispeten inhibisyon etkisinin daha iyi oldugu goriilmektedir. Bunun sonucunda da
bitkinin yaprak iceriginin meyve igeriginden fenolik ve flavonoidlerce daha zengin oldugunu
diisiinmekteyiz. P. coccinea’nin meyve ve yaprak metanol ekstreleri DNA koruma/kirilma etkisi ilk kez
ekibimiz tarafindan ¢alisilmigtir. P. coccinea’nin DNA {izerinde bir hasar olugturmadigi gibi 1 mg/mL
konsantrasyonda fenton ¢ozeltisinin hasar olusturmasma engel oldugu tespit edilmistir. Toksik
bilesiklerin olusturacagi zarari en aza indirmek ve ilag tasariminda olusabilecek yan etkileri tolere etmek
i¢in P. coccinea’nin iyi bir potansiyele sahip oldugunu sdyleyebiliriz. Son olarak P. coccinea’nin meyve
ve yaprak metanol ekstrelerinin 1 mg/mL konsantrasyonu c¢alistigimiz mikroorganizmalar {izerinde
antimikrobiyal etkinlige sahip olmadig1 belirlenmistir. Ancak ¢ok sayida patojen bakteri, viriis ve
mantar oldugunu diisiiniirsek bitkinin mikroorganizmalar {izerindeki etkinliginin arastirilmasinin devam

etmesi gerektigi kanaatindeyiz.

Cikar Catismasi Beyani

Makale yazarlari olarak aramizda herhangi bir ¢ikar ¢atigmasi olmadigini beyan ederiz.
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Arastirmacilarin Katki Oram Beyan Ozeti

Y azarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarimi beyan ederler.
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