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OZET

BAZI ZEYTIN KULTIVARLARININ ANTiGENOTOKSIK, ANTiOKSIDATIF VE
SITOTOKSIK OZELLIKLERININ PERIFERAL LENFOSIT HUCRELERINDE
ARASTIRILMASI
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(ES DANISMAN: OGRETIM GOREVLIiSi DR. MEHMET EMIN DIiKEN)
BALIKESIiR, TEMMUZ - 2023

Zeytin yapragi ekstraktt sekeroidler, flavonoidler, basit fenoller, fenolik asitler ve
terpenoidleri icermektedir. Bu calismada Olea europaea tiirline ait Uslu, Domat, Gemlik
ve Kiraz kiiltivarlarinin yaprak kisimlariin farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan ekstraktlarinin
fitokimyasal 6zellikleri, antioksidan kapasiteleri, hidrojen peroksit kaynakli insan lenfosit
hiicreleri  lizerindeki  sitotoksik/antigenotoksik etkileri arastirilmistir.  Ektraktlarin
fitokimyasal 6zellikleri LC-MS/MS cihazi ile belirlenmistir. Ekstraktlarin antioksidan
kapasiteleri in vitro ve in vivo olarak 2,2'-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ve 2,2-Azino-bis-
3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit (ABTS+) yontemleri ile sitotoksik aktivite MTS testi
((5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetil tiyazol)-3-(4-siilfofenil) tetrazolyum)),
antigenotoksik aktivite mikroniikleus, somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)
ile belirlenmistir. LC-MS/MS sonuglar1 gore kiiltivarlar arasinda en yiiksek fenolik
bilesigin oleuropein oldugunu tespit edilmistir. DPPH analizi sonucunda en iyi antioksidan
aktivite distile su ile hazirlanan Kiraz kiiltivarinda (0,14 £+ 0,01 pg/puL); ABTS" analizi
sonucunda en 1iyi antioksidan aktivite etanol ile hazirlanan Domat kiiltivarinda
belirlenmistir (0,023 + 0,002 pg/uL). MTS testi sonuglarina gore tiim ekstraktlarin lenfosit
hiicre canliligin1 olumlu yonde etkiledigini ve belirtilen doz miktarlarinda herhangi bir
sitotoksik etki yaratmadigi belirlenmistir. Bununla birlikte, artan inkiibasyon siiresinin
ekstraktin hiicre yasamliligindaki etkisini diislirdiigii tespit edilmigtir. Mikroniikleiis
sonuglarma bakildiginda ise lenfosit hiicreleri {izerinde zeytin yapraginin hidrojen
peroksitin neden oldugu genotoksik hasari azalttigi bulunmugstur. SMART testi verilerine

gore, tiim kiiltivarlarda kanat basina kii¢iik tek nokta frekanslari, pozitif kontrole gore en az 4.44
kat daha az belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Olea europaea, sitotoksisite, genotoksisite, antioksidan
aktivite, hidrojen peroksit

Bilim Kod / Kodlar1 : 20610, 20606, 20308 Sayfa Sayisi : 84



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIGENOTOXIC, ANTIOXIDATIVE AND CITOTOXIC
PROPERTIES OF SOME OLIVE CULTIVAS IN PERIPHERAL LYMPHOCYTE
CELLS
PH.D THESIS
BERKER KOCATURK
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BiOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. SERAP DOGAN))
(CO-SUPERVISOR: LECTURER DR. MEHMET EMIN DIKEN )
BALIKESIR, JULY - 2023

Olive leaf extract contains seceroids, flavonoids, simple phenols, phenolic acids, and
terpenoids. In this study, the phytochemical properties, antioxidant capacities, in vitro and
in vivo cytotoxic/antigenotoxic effects of Uslu, Domat, Gemlik, and Kiraz cultivars
belonging to the Olea europaea species prepared with different solvents on human
lymphocyte cells were investigated. Phytochemical properties of the extracts were
determined by LC-MS/MS device. Antioxidant capacities of extracts in vitro and in vivo by
DPPH and ABTS+ methods, cytotoxic activity MTS test ((5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-
(4,5-dimethyl thiazol)-3-(4-sulphophenyl) tetrazolium)), antigenotoxic activity was
determined by micronucleus, somatic mutation and recombination test (SMART).
According to the LC-MS/MS results, it was determined that the highest phenolic
compound among the cultivars was oleuropein. As a result of DPPH analysis, the best
antioxidant activity was found in Kiraz cultivar prepared with distilled water (0.14 = 0.01
ng/ul); As a result of ABTS" analysis, the best antioxidant activity was determined in
Domat cultivar prepared with ethanol (0.023 + 0.002 pg/uL). According to the MTS test
results, it was observed that all extracts supported lymphocyte cell viability and did not
show any cytotoxic effect in the specified dose ranges. For all that, it was determined that
increasing incubation time decreased the effect of the extract on cell viability. Looking at
the micronucleus results, it was found that olive leaf inhibited the genotoxic damage
caused by hydrogen peroxide on lymphocyte cells. Based on SMART test data, small
single point frequencies per wing were determined at least 4.44 times less than in the
positive control in all cultivars.

KEYWORDS: Olea europaea, cytotoxicity, genotoxicity, antioxidant activity, hydrogen
peroxide

Science Code / Codes : 20610, 20606, 20308 Page Number : 84
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tetrazolyum

Na;HPOq4 : Disodyum fosfat

NaCl : Sodyum kloriir

NDI : Niikleer boliinme indeksi

Pen/Strep : Penisilin/ Streptomisin

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

viil



ONSOZ

Calismam boyunca beni destekleyem danismanim Saym Prof. Dr. Serap DOGAN
ve es danmigmanim Ogretim Gorevlisi Dr. Mehmet Emin DIKEN hocama ve ¢alismam
sirasinda benden yardimlar1 esirgemeyen Ar. Gor. Dr. Begiimhan Yilmaz Kardas hocama
ve laboratuar arkadaslarima ¢ok tesekkiir ederim.

Tezimi 2021/29 nolu proje ile destekleyen Balikesir Universitesi Rektorliigii
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine tesekkiir ederim.

Calismalarim esnasinda her zaman yanimda olan ve bilimi destekleyen izmir
Kavram Meslek Yiiksekokulu Miidiirii Saymn Prof. Dr. Derman KUCUKALTAN hocama
tesekkiir ederim.

Balikesir, 2023 Berker KOCATURK

X



Hayatini kaybeden 50.783 vatandasimiz anisina...

06/02/2023
04:17



1. GIRIS

Canli hiicreler siirekli olarak hiicre i¢i metabolik faaliyetlerimiz sonrasinda olusan ya da
hiicre dis1 maruz kalinan kimyasal ve fiziksel ajanlar (pestisitler, aromatik hidrokarbonlar,
toksinler, ¢oziicliler vb.) kaynakli potansiyel olarak zararli serbest radikal tiirlerine maruz
kalmaktadir [1]. Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir ya da daha fazla eslenmemis
elektron bulundururlar ve bundan dolay1 ¢ok kararsiz ve reaktif molekiillerdir [2]. Yiiksek
derecede reaktif hidroksil radikali (OH"), siiperoksit radikali (O, ) ve radikal olmayan
hidrojen peroksit (H2O») igeren reaktif oksijen tiirleri (ROS) canli hiicreler i¢in olduk¢a
tehlikeli molekiillerdir [1].

Hidrojen peroksit (H202), mutajenik potansiyeli nedeniyle hayvanlarda iyi bilinen bir
kanser indiikleyicisidir ve hiicrelerde dogal bir oksidatif hasar kaynagidir. Tek ve gift

sarmal kirilmalar1 da dahil olmak iizere bir dizi DNA lezyonuna neden olur [3].

Kalitim materyalimiz olan DNA’nin bu molekiillere maruz kalmasi ciddi derecede énem
tasimaktadir. Eger DNA’da meydana gelen hasarlar onarilmadan kalirsa mutasyonlar
goriilebilmektedir. Olusan bu mutasyonlar gen mutasyonu, kromozom mutasyonu ve
genom mutasyonu gibi degisik dilizeylerde meydana gelmektedir [4]. Bazi diyet
bilesiklerinin antioksidan o6zellikleri DNA hasarinin onlenmesi ile iliskilendirilmistir.
Bir¢ok sifali bitkilerin antioksidan kapasitesi sayesinde periferik kanla ilgili toksisitenin
tedavisinde kullanildig1 belirtilmistir [5]. Bitki dogal {iriinlerinde bulunan antioksidan
aktivite goOsteren molekiillerin DNA oksidatif hasarimi oOnleyerek koruyucu etkiler

saglayabilecegi gosterilmistir [6].

Gegmisten giliniimiize kadar insanoglu hem temel besin kaynagi olarak hem de tedavi edici
Ozelliklerinden dolayr bitkileri kullanmiglardir. Tip alaninda giliniimiizde bitkisel
kaynaklara olan ilginin giderek artmasiyla birlikte sentetik olarak elde edilen ilaglara ek
olarak alternatif tedavi arayiglari, antioksidan, antigenotoksik ve antimikrobiyal etki
gosteren bitki ekstraklarimin destek tedavi olarak kullaniminin yayginlagmasi, bitkilerin
Ooneminin daha da artmasina neden olmustur [7, 8]. Yapilan bir¢cok calisma bitkisel
besinlerle beslenmenin insan saglig1 iizerinde olumlu etkilerini ortaya koymakla birlikte
ROS’larin neden oldugu bir¢ok hastaliga karsit da korudugunu ortaya ¢ikarmistir. Bitkisel
kaynakli besinler flavonoidler ve fenolik asitler gibi olduk¢a Onemli molekiilleri de

icermektedirler. Su ana kadar 8000 civarinda fenolik bilesik tanimlanmis ve bu sayinin da
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giin gectikce artacagi beklenmektedir [9]. Zeytin yapraginin bilesiminde bir¢ok fenolik
bilesen bulunmaktadir. Zeytin yapraginin ekstraktlarinda tanimlanan en bilinen fenolik
bilesikler; oleuropein, hidroksitirozol, verbaskozid, apigenin 7-glukozid ve luteloin 7-
glukoziddir [10]. Giiniimiizde zeytin yapraginin saglik a¢isindan faydalarimi gosteren
birgok bilimsel ¢alisma mevcuttur. Bu fenolik bilesikler, hayvan ve insanlar ile yapilan
calismada saglik yararlar1 bildirmistir ve diinya ¢apindaki bilim insanlarinin ilgisini
cekmektedir. Bu ¢alismalar genellikle antioksidan etki, antimikrobiyal etki , hipoglisemik
etki, hipokolesterolemik etki, kardiyoprotektif etki, hipokolesterolemik etki,

antiinflamatuar etki ve antihipertansif etki tizerine yogunlasmistir [10].

1.1 Oleaceae (Zeytingiller) Familyasinin Genel Ozellikleri

Oleaceae familyasi 25 cins ve yaklasik 600 tiirden olusan orta biiyiikliikte bir familyadir.
Familyaya ait tlirlere Antarktika hari¢ tiim kitalarda, tropik ve 1liman bolgelerde ve hemen
hemen tiim rakimlarda rastlamak miimkiindiir [11]. Familyaya ait iiyeler kigin yaprak
doken ya da her dem yesil cali veya odunsu tirmanici bitkilerdir. Hipogin ve dort parcali
cigekleri olan familya iiyelerinin ovaryumlar iki karpelli ve sinkarptir. Meyve tipleri ise
tiztimst, ¢ekirdekli veya kanatli nus seklindedir. Tiirkiye florasinda Oleaceae familyasina

ait 7 cinsin bulundugu belirtilmistir [11, 12].

1.1.1  Olea europaea L.

Zeytin agact (Olea europaea L.) diinyada yaklasik 8 milyon hektarlik alam1 kaplayan
Akdeniz iilkelerinin en 6nemli meyve agac¢larindan biridir. Zeytin yapragi; zeytinin
meyvesinden sonra besin degeri en yliksek kismidir. Bu nedenle 6zellikle Akdeniz halki
arasinda belirli rahatsizliklarin tedavisi i¢in en fazla tiiketilen bitki ¢aylarindan birisidir.
Bundan dolay1 zeytin yapragi son yillarda bilim insanlarmin da ilgisini oldukca

¢ekmektedir [13].

Zeytin yapragi potansiyel olarak faydali birgok biyoaktif bilesigi icerdiginden antioksidan
ozelliklere sahiptir [14]. Antioksidan 6zelligini kimyasal yapisinda oksidasyonu énlemek
icin hidrojen verebilen hidroksil gruplarinin varligindan kazanmaktadir [15]. Fenolik
maddelerin 5 grubu olan oleuropeositler (oleuropein ve verbaskozid); flavonlar (luteolin-7-
glukozid, apigenin-7-glukozid, diosmetin-7-glukozid, luteolin diosmetin); flavoneller
(rutin); flavon-3-oller (katesin) ve substitue fenoller (tirozol, hidroksitirozol, vanilin,
vanilik asit ve kafeik asit) zeytin yapragi ekstresinde mevcuttur. En fazla miktarda bulunan

diger bilesikler ise hidroksitirozol, luteolin, apigenin ve verbascosiddir [16]. Tarihsel
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olarak, zeytin yapragi ates, hipertansiyon, kardiovaskiiler rahatsizliklar, diyabet ve sitma
gibi diger hastaliklara karsi miicadele icin halk ilact olarak kullanilmistir [17]. Ayrica
zeytin yapraklari saglikli ve giivenilir bir antioksidan kaynagi oldugundan gida iirtinlerinin

duyusal ve besinsel 6zelliklerindeki raf dmriinii de uzatma 6zelligine sahiptir [18].

1.1.1.1 Olea europaea L. cv. Domat

Orijin: Manisa / Akhisar

Yore: Ege Bolgesi

Cesit Ozellikleri: Ulkemizin en 6nemli zeytin gesitlerinden birisidir. Oldukca kuvvetli
gelisim gostermektedirler. Ayrica soguk havalara dayanikliligi oldukga fazladir. Yaprak
sekli uzun ve eliptik yapidadir (Sekil 1.1). Meyvesi orta irilikte olup et miktar1 %89
civarindadir. Yag orani ise %23 olup danesi iri ve etli bir zeytindir. Genel olarak

salamuralik zeytin olarak degerlendirilir [19].

Sekil 1.1: Olea europaea L. cv. Domat [19]



1.1.1.2 Olea europaea L. cv. Uslu

Orijin: Manisa / Akhisar

Yore: Ege Bolgesi

Cesit Ozellikleri: Verimli ve oldukca etli meyvelere sahip olan bu zeytin ¢esidi iilkemizin
en onemli zeytin ¢esitlerinden birisidir. Sulanan bdlgelerde ¢ok kuvvetli sekilde biiyliyen
bu cesit zeytin ¢esitleri arasinda en hassas ¢esit olarak da bilinmektedir. Bundan dolay1
soguk bolgelerde kuvvetli soguklar gelmeden hasadin gergeklestirilmesi gerekir. Yaprak
sekli uzun ve eliptik yapidadir (Sekil 1.2) [19].

Sekil 1.2: Olea europaea L. cv. Uslu [19]

1.1.1.3 Olea europaea L. cv. Gemlik

Orijin: Bursa / Gemlik

Yore: Marmara Bolgesi

Cesit Ozellikleri: Trilye, kaplik, kivircik gibi sinonimleri de bulunmaktadir. Agaci orta
kuvvette gelismekte ve yuvarlak-yaygan bir goriiniime sahiptir. Meyveleri orta iriliktedir.
Yag oram yiiksek (%29) olup sofralik kalite dist kalan iriinler yaglik olarak
degerlendirilmektedir. Yaprak sekli oval ve hafif simetrik yapidadir (Sekil 1.3) [19].



Sekil 1.3: Olea europaea L. cv. Gemlik [19]

1.1.1.4 Olea europaea L. cv. Kiraz

Orijin: Manisa / Akhisar

Yore: Manisa Bolgesi

Cesit Ozellikleri: Biiyiik agac olusturan bu gesidin meyveleri olgunluk doneminde kiraza
benzediginden bu isimle anilmaktadir. Yaglik ve sofralik olarak degerlendirilmektedir.
Kuvvetli periodisite gostermektedir. Verticillium solgunlugu hastaligina duyarli oldugu
belirtilmistir. Yaprak sekli uzun ve uzun eliptik yapidadir(Sekil 1.4) [19].



Sekil 1.4: Olea europaea L. cv. Kiraz [19]

1.2 Zeytin Yapragmm Yapisi ve Ozellikleri

Zeytin yapraklar1 biinyesinde ugucu yaglar, organik asitler, tanen ve rezin ihtiva ederler.
Bununla birlikle bir¢ok fenolik bilesik hem zeytinde hem de zeytin yapraginda ortak olarak
bulunur. Bu bilesiklerden en 6nemlileri hidroksitirozol, tirozol, rutin, verbaskozit, lutein-
7-glikozit ve oleuropeindir [20]. Oleuropein zeytinin biitiin kisimlarinda bulunmasina

ragmen en fazla bulundugu yer zeytin yapragidir.

Long ve arkadaslari Gliney Afrika bolgesine ait zeytin yapraklar ile yaptiklart bir
calismada zeytin yapragindaki antioksidan, antimikrobiyal, hipolipidemik ve ozellikle
hipotansif faaliyetlerden sorumlu ana aktif bilesigin oleuropein adi verilen sekoiridoid
oldugunu belirlemiglerdir [22]. 2022 yilinda yapilan bir baska calismada ise zeytinyagina
zeytin yapragi ilavesinin antioksidan kapasiteyi arttirdigi ve en yiiksek konsantrasyonda
fenolik ve tokoferol bilesikleri ve %10 zeytin yaprag: ile ekstrakte edilen natiirel sizma

zeytinyaginda elde edildigi tespit edilmistir [23].



1.3 Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir ya da daha fazla eslenmemis -elektron
bulundururlar ve bundan dolay1 ¢ok kararsiz ve reaktif molekiillerdir. Kararsiz ve reaktif
olmalar1 nedeniyle ¢evrelerinde bulunan atom ve molekiillere saldirirlar [2]. Bu

molekiillere “oksidan molekiiller” ya da “reaktif oksijen tiirleri (ROT)” denilmektedir [24].

Serbest radikaller kardiyovaskiiler rahatsizliklar, kanser, g6z hastaliklari, bagisiklik sistemi
hastaliklar1 ve yaslanmay1r c¢abuklastirma gibi rahatsizliklara yol agmaktadir [25].
Organizmada bulunan organik bilesiklerle reaksiyona girebilir ve yapisal degisikliklere yol
acabilirler. Bu degisiklikler sonucunda da oksidasyon, kromozom kirilmalari, mutasyonlar
ve Olimler meydana gelebilir [26]. Canli organizmadaki baz1 ROT g¢esitleri Tablo 1.1°te
gosterilmistir [27].

Tablo 1.1: Canli organizmadaki 6nemli ROT c¢esitleri

Radikaller Radikal Olmayanlar Singlet Oksijen
Stiperoksit radikali ( O2 ") Hidrojen peroksit ( H2O2) 10,
Hidroksil radikali ( OH") Lipid hidroperoksit( LOOH)

Alkoksi radikali ( LO") Hipoklorik asit ( HCI)

Peroksil radikali ( LOO")

1.3.1 Hidrojen Peroksit (H203)
Oksijen atomuna iki elektron eklenmesiyle ya da siiperoksite bir elektron eklenmesiyle
olusan hidrojen peroksit, eslenmemis elektron igermediginden gergek bir radikal degildir
[28]. Radikal olmamasina ragmen serbest radikal olusturma agisindan tehlikeli olan
hidrojen peroksit, Ferro demir (Fe*?), hidrojen peroksit ve fenton reaksiyonu ile hidroksil
radikaline dontisiirek bir seri radikal reaksiyonuna yol acgarlar [29]. Hidrojen peroksit
(H203) , siiper oksit (O7) ile reaksiyona girerek ¢ok giiclii bir radikal olan hidroksil (OH")
radikalini olusturabilir ve bu reaksiyona Haber-Weiss ismi verilir. Hidroksil (OH") radikali
asir1 reaktif oldugundan dolay1 hiicresel komponentlerle hizlica reaksiyona girebilir ve bu

yiizden de ¢ok toksik bir etki gosterebilir [30].



H0: + Fe* —» Fe**+ OH + OH-
Fenton reaksiyvonu [31]
0"+ H202 — O+ 0OH+ OH

Haber-Weiss reaksiyonu [31]

1.4 Antioksidanlar

ROT’ larin olusumunu engellemek ve bunlarin olusturduklar1 hasarlarin 6niine gegmek icin
birgok savunma mekanizmasi vardir. Bu mekanizmalara kisaca antioksidanlar adi
verilmektedir [32]. Viicudumuzda serbest radikaller tarafindan meydana gelen oksidatif
strese kars1 etkili olan antioksidanlar viicut tarafindan salgilanirlar ya da disaridan besin
yoluyla takviye olarak alinmaktadirlar. Hem endojen antioksidanlar hem de eksojen
antioksidanlar serbest radikal siipiiriicii olarak ve serbest radikallerin toksik etkilerine karsi

savunma sistemi olarak gdrev yaparlar [33].

Antioksidan ve serbest radikal arasindaki mekanizma Sekil 1.5” de gosterilmistir [34].

Eslesmemis Elektron

ANTIOKSIDAN

QDR/E'!;I;:BEQEI @

SERBEST RADIKAL

Sekil 1.5: Antioksidan ve serbest radikal arasindaki mekanizma

1.4.1 DPPH

DPPH (2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal siipiirme kapasitesi yontemi bitki
ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerini belirlemek icin yaygin olarak kullanilmaktadir
[35]. M. Blois, DPPH kullanarak antioksidan aktivitenin spektroskopik tayininin temelini

sunarken, Brand-Williams ve arkadaglari DPPH ve ¢esitli antioksidanlar i¢in reaksiyon



sitokiyometrisini belirlemislerdir [36]. DPPH, bir biitiin olarak molekiil lizerindeki yedek
elektronun delokalizasyonu sayesinde kararli bir serbest radikal olarak karakterize edilir

(Sekil 1.6). Boylece molekiiller, diger bir¢ok serbest radikal gibi dimerize olmazlar [37].

@gg @g_,,,@

Serbest Radikal ((DPPH) Radikal Olmayan DPPH

Sekil 1.6: DPPH radikali ve kararli formu [37]

1.4.2 ABTS*

2.2 azinobis-(3- etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTSe"), radikal katyon bazli analizler,
Scopus atif oranlarina gore 2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal bazli analizlerle
birlikte en ¢ok kullanilan antioksidan kapasite analizleri arasindadir [38]. Bu yontemde
mavi — yesil renkli olan radikalin giderilmesi sonucunda meydana gelen renk degisiminin
spektrofotometrik olarak 6lciilmesi esastir. 1999 yilinda Re ve arkadaslar tarafindan tekrar
modifiye edilen bu yontemde ABTS’nin potasyum persiilfat ile oksidasyonu sonucu

ABTS" olusmaktadir (Sekil 1.7) [39].

Al

H
05 : 5 ‘\:(: :©/ + Antioksidan H:}_ /"’N:l(\

C, uf
L.:] " 2K,50, C,H,

ABTS" (Amax =734 nm) ABTS™ (renksiz)

Sekil 1.7: ABTS ’nin persiilfat ile oksidasyonu sonucu olusan ABTS radikalinin
antioksidan ile etkilesimi [40]



1.5 Hiicre Kiiltiirii ve Sitotoksisite

Okaryotik organizmalarin hiicrelerinin &zel olarak tasarlanmis kaplarda laboratuvar
ortaminda sicaklik, nem ve besin maddeleri gibi cevre kosullarin1 kontrol ederek
kontaminasyondan korunarak yasatilmasi hiicre kiltiirii olarak tanimlanmaktadir [41].
Hiicreler, kiiltiirden 6nce dogrudan dokudan ¢ikarilabilir, enzimatik veya mekanik yollarla
ayristirilabilir ya da daha once olusturulmus bir hiicre hattindan veya hiicre susundan
tiretilebilir [42]. Hiicre kiiltiirli, hiicrelerin fizyolojisi ve biyokimyasinin incelenmesi,
hiicrelerin ilag, toksin ve biyomalzemeler gibi test edilen maddelere tepkisinin arastirilmasi

gibi ¢esitli arastirmalar i¢in temel bir laboratuvar teknigi haline gelmistir [43].

In vitro hiicre kiiltiirii sistemlerindeki bir madde hiicrelerin morfolojisinde bir degisiklik
meydana getiriyorsa, onlarin biiyiime hizin1 olumsuz yonde etkiliyor ya da &lmelerine
neden oluyorsa sitotoksik olarak nitelendirilmektedir [44]. In vitro sitotoksisite deneyleri
ila¢ taramasinin yani sira etnobotanik olarak kullanilan dogal maddelerin sitotoksisitesinin
belirlenmesi icin sik olarak faydalanilmaktadir. Bu testlerin avantajlar1 hizli, ucuz,

hayvansal deneyleri gerektirmemesi ve ¢ok sayida numunenin test edilebilmesidir [45].

1.5.1 MTS
5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetil-tiyazolil)-3- (4-siilfofenil) tetrazolyum yapisinda
bir tetrazolyum tuzu (MTYS) ile yapilan test, canli hiicre sayisinin uygun, yaygin olarak
kullanilan ve uygun maliyetli dolayli bir Olciisii oldugu kanitlanmistir [46, 47] MTS
testinin prensibi proliferasyona ugrayan hiicreler artan mitokondriyel dehidrojenaz enzim
aktivitesi ile MTS’yi koyu pembe kirmizi formazan kristallerine doniistiirmesine
dayanmaktadir (Sekil 1.8) [47].
MTS testinin avantajlar1 sunlardir;
v" Kolay uygulanabilir.
v" Ucuzdur.

v Dogru, hizli ve kesin sonuglar verir [48].
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Sekil 1.8: MTS'nin etki mekanizmasi. Canli hiicrelerde NADH'den bir ara elektron alicisi
tarafindan elde edilen MTS soliisyonunda Formazan'a elektron gecisini (indirgeme)
gosterir [48]

1.6 Genotoksik Aktivite

DNA’nin yapisinin korunmasi kalitsal bilginin nesiller boyu saglikli bir sekilde
aktarilmasinda son derece onemlidir. Bu yapinin korunmasinda baz gruplar iizerindeki
polar gruplar etkin rol oynamaktadir. DNA’ y1 ise bu gruplar arasinda bulunun hidrojen
baglar1 olusturur. Bu gruplar tizerindeki kimyasal degisiklikler DNA’nin yanlis
eslenmesine, eslenmenin sonlandirilmasina, mutasyonlara ve hiicre Oliimlerine neden
olmaktadir [49]. Olusan bu hasarlarla basa ¢ikmak icin hiicre iki strateji gelistirmistir.
Bunlardan birincisi DNA hasari onarilir ya da tolere edilir. Ikincisi ise DNA hasar1 bulunan
hiicrenin 6liimiiyle sonug¢lanir. Onarilmamis DNA hasar1 ise genellikle kromozom hasari
ve gen mutasyonlari ile sonuglanmaktadir [50].

DNA kirilmalari, gen mutasyonlari, DNA yapisindaki kromozomal anormallikler gibi
hasarlara genel olarak genotoksisite denir. Genotoksik etki ise DNA’ nin eslenmesinde rol
oynayan enzimlerle etkilesime giren ve mutasyona neden olan genotoksik maddelerin

DNA'’da hasara ya da baz1 degisimlere yol agmasi olarak tanimlanmaktadir [51, 52].
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Genotoksinlerin hiicreler iizerindeki etkileri Sekil 1.9'da gosterilmistir.

s —  Mitotik Ig Iplikleri \ — Yaslanma Infertilite

p—

. 5 T DNA Onarim T

Y Hatalan

8 Hasar DNA B Mutasyonlar Kanser

8 T Apoptoz -

8 | Hiicre Déngiisii Kontrol | Genetik Multifaktériyel
Noktalar Hastalik

Sekil 1.9:Hiicreler iizerinde genotoksinlerin etkileri [53]

1.6.1 Genetoksisite Belirlemesinde Kullanilan Testler

Genetik sistemler ile genotoksisitesi test edilmek istenen maddelerin karsinojenik ve
mutajenik potansiyelleri arasinda iliski kurulmasini saglayan ve en yaygm olarak
kullanilan standart in vitro ve in vivo mutajenite testleri; Ames testi, comet testi,
kromozom anormallikleri (KA) testi, kardes kromatit degisimi (KKD) testi, mikroniikleus

(MN) ve somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) testleridir [54].

1.6.1.1 Mikroniikleus Testi (MN)

Mikrontikleus testi ilk olarak kimyasallarin neden oldugu yapisal kromozom hasarinin
tespiti icin gelistirilmistir. Hiicrelerin mitoz boliinmeleri esnasinda ortaya ¢ikan
mikroniikleuslar ¢ekirdege dahil olmayan tam kromozom ya da kromozom pargalarindan
koken alan yapilar olarak tanimlanmaktadirlar. Bu yapilarin olusma nedenleri hiicre
dongiisiinii kontrol eden enzimlerin eksikliginden, mitotik igdeki hasarlardan ya da
kromozomal hasarlardan kaynaklanmaktadir. Anoploidiyi uyaran maddeler, sentromer
boliinme hatalarma ve ig iplik¢iklerinde fonksiyon bozukluklarina yol agtigindan;
klastojenler ise kromozom kiriklart olusturdugundan dolayr mikroniikleus olusumuna
neden olmaktadirlar. (Sekil 1.10 - Sekil 1.11) Bundan dolay1r mikroniikleus miktarinda artig
olmas1 viicut hiicrelerindeki genetik hasarin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir [55,

56, 57].
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Sekil 1.10: Klastojenler ve anojenler tarafindan uyarilan hiicrelerdeki MN’ler [58]

Sitokalasin B ile
sitokinezin bloklanmas
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/@9
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X '\\ \\1//?/ ,f ] \ . [ ) /

interfaz = Mikroniikleus tasiyan
hiniikleat hiicre

Kimyasal veya fiziksel
mutagen

Sekil 1.11: Sitokinezin bloklanmas1 yontemiyle MN igeren bintikleat hiicrenin olusumu
[58]

1.6.1.2 Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)

Drosophila melanogaster lizerinde gelistirilen somatik genotoksisite deneyleri arasinda,
somatik mutasyon rekombinasyon testi (SMART); nokta mutasyonlari, delesyonlar, bazi
kromozomal sapma tiirleri, mitotik rekombinasyonlar ve gen doniistimleri gibi genis bir
genetik degisiklik yelpazesinin saptanmasini saglar [59]. Bu test, yetiskin sinegin
kanatlarinda fenotipik olarak ifade edilen embriyonik gelisim sirasinda heterozigotluk

kaybindan kaynaklanan mutasyonlarin ve rekombinasyonlarin saptanmasina dayanir [60,
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61].Test protokoliiniin esnekligi ve cesitli ajanlarla akut, kronik veya kombine tedavi
olasiligi, bu testi g¢esitli biyolojik olarak aktif mutajenlerin, promutajenlerin ve
antimutajenlerin test edilmesinde paha bigilmez kilmaktadir. Bu test, diinya ¢apinda
kullanilan bitkisel inflizyonlarin ve farkli baharatlarin genotoksik ve antigenotoksik
etkilerini test etmek icin kullanilmigtir [62]. Drosophila, kanserleri kontrol eden insan
genlerinin %68'inin bir ortolojisini sunar bu da Drosophila hakkindaki denemeleri insanlar

tizerinde tahminlerde giivenilir ve kullanilabilir kilmaktadir [63, 64].

1.7 Literatiir Ozeti

Clewell ve arkadaslar1 (2016) tarafindan uluslararas1 kabul gérmiis protokollere uygun
olarak zeytin agacinin (Olea europaea L.) yapraklarindan elde edilen oleuropein igerigi
yiiksek olan 6zellikle kadinlara tavsiye edilen Bonolive 'min genotoksisitesini ve giivenli
doz miktarmi arastirmak i¢in si¢anlarda in vivo mikroniikleus ve in vitro kromozom
aberasyon testleri ile bir dizi genetik toksikoloji c¢aligmasi yapilmistir. 90 giin siiren
calisma sonucunda Bonolive’nin limit doza kadar (2 g/kg (canli agirlik/giin) ) herhangi bir
mutajenik ya da genotoksik etki gostermedigi ayrica zeytin, zeytinyaginin ve zeytin

irlinlerinin insanlarda da giivenle tiiketebilecegi rapor edilmistir [65].

Anter ve arkadaglar1 (2011) tarafindan gergeklestirilen bir calismada zeytin yapragi
ekstraktlarindaki oleuropein ve luteolin'in miktarlar1 belirlenmis ve genotoksik /
antigenotoksik, sitotoksik ve apoptotik etkileri degerlendirilmistir. Drosophila
melanogaster'in kanat imajinal disklerinde somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
(SMART), farkli oleuropein ve luteolin konsatrasyonlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir.
Bu ekstraktlar / fenoller icin tespit edilen H2Ox'ye karsi antigenotoksik aktivite ile birlikte,
DNA korumasi agisindan oleuropein ve luteolin'in giivenligini ortaya ¢ikarmislardir.
Oleuropein ve luteolin, farkli ICso (sirasiyla 10 1/ ml, 170 M ve 40 M) ile doza bagh bir
sitotoksik etki gostermistir. DNA fragmantasyon modelleri ve akridin turuncusu ve
etidyum bromiir ile hiicre boyamasi, oleuropein ve luteolin'in sitotoksik etkisine yonelik
mekanizmanin, sitoplazmik ve niikleer degisikliklerle apoptotik yol oldugunu tespit
etmiglerdir. Bu sonuglar, insan kanserinin énlenmesinde nutrasoétik olarak Onerilen zeytin
yapragi ekstratlarinin faydali etkisinin altinda yatan etki mekanizmasini agiklamaya

yardimci olabilecegini ortaya ¢ikarmistir [66].
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Topalovi¢ ve arkadaglar1 (2019) standartlagtirilmis bir kuru zeytin yapragi ekstresinin,
insan tam kan hiicrelerinde 17B-estradiol ve dietilstilbestrol tarafindan indiiklenen DNA
hasar1 iizerindeki antigenotoksik potansiyelini, comet testini kullanarak arastirmislardir.
Aragtirma sonucunda zeytin yapragi ekstresinin antigenotoksik etki gosterdigini ve kuru
zeytin yapragl ekstraktinin koruyucu potansiyelinin, temizleme aktivitesinin sinerjistik
etkisinden ve hiicrelerin antioksidan kapasitesini artirmasindan kaynaklanabilecegini ifade

etmislerdir [67].

Verschaeve ve arkadaslar1 (2020) Tunus lokasyonuna ait Chetoui (North), Meski (North),
Oueslati (Center), Jarboui (Sahel) isimli dort zeytin kiiltivar1 yaprak ekstraktlarinin comet
testlerini  kullanarak sulu ekstraktlarinin in vitro toksisitesini, genotoksisitesini ve
antigenotoksisitesini arastirmiglardir. Sonug¢ olarak ekstrelerin hi¢ birinin toksik ve
genotoksik olmadigi, ancak Meski'de (Tunus'un Kuzeyi) elde edilen ekstrakt icin bazi
siipheler oldugunu yalnizca Vitotox testine dayanarak, 6ziitlerin hi¢birinin antigenotoksik

(veya kojenotoksik) 6zelliklere sahip olmadigi tespit edilmistir [68].

Turkez ve arkadaglar1 (2012) zeytin yapragi ekstresinin si¢anlarda permetrinin indiikledigi
genotoksik ve oksidatif hasar1 nasil etkiledigini belirlemeyi amaglamislaridir. Kullanilan
hayvanlar genel olarak dort (A, B, C ve D) deneysel gruba ayirmislardir. Grup A sicanlari,
kontrol hayvanlar1 olarak kullanilmistir ve intraperitoneal olarak damitilmis su, Grup B ve
C siganlarina sirastyla intraperitoneal permetrin (60 mg kg™!' canli agirlik) ve zeytin yapragi
ekstresi (500 mg kg-!' canli agirlik) enjeksiyonlari, Grup D sicanlar1 permetrin (60 mg kg-!
canli agirhik) art1 zeytin yaprag: ekstresi (500 mg kg™!' canli agirlik) enjeksiyonlar1 21 giin
boyunca uygulanmistir. Genotoksik hasar, mikroniikleus ve kromozomal aberasyon
deneyleri ile degerlendirilmistir ve sonug olarak zeytin yapragi Oziitiiniin yararh etkilere

sahip oldugu ve permetrin toksisitesini antagonize edebildigi sonucuna varilmistir [69].

Cabarkapa ve arkadaslar1 (2014) kuru zeytin yapragi ekstresinin insan l6kositlerinde
adrenalin kaynakli DNA hasarina karsi etkisini comet testi kullanarak arastirmiglaridir. 6
saglikli denekten alinan periferal kan 16kositleri, iki farkli protokol, 6n tedavi ve tedavi
sonras1 olmak iizere 37 © C'de 30 dakika siireyle {i¢ nihai kuru zeytin yaprag: ekstresinin
konsantrasyonu (0.125, 0.5 ve 1 mg / mL) ile in vitro olarak uygulanmistir ve kuru zeytin
yapragi ekstresinin adrenalin tarafindan indiiklenen DNA lezyonlarinin olusumunu

hafifletme kabiliyetinden degerlendirilmistir. Yalnizca adrenaline maruz kalan hiicrelere
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kiyasla, kuru zeytin yapragi ekstresinin, her ii¢ konsantrasyonda ve her iki deney
protokoliinde DNA hasarinda énemli bir azalma (P <0.001) oldugunu tespit etmislerdir.
Pearson korelasyon analizi, kuru zeytin yapragi ekstresinin konsantrasyonu ile lokosit

DNA hasar1 arasinda anlamli bir pozitif iliski ortaya ¢ikarmistir (P <0.05) [15].

Cabarkapa ve arkadaslar1 (2017) CaNa, EDTA selasyon tedavisinden Once ve sonra,
kursuna (Pb) mesleki olarak maruz kalan 19 iscinin periferik kan lenfositlerinde DNA
hasar1 seviyeleri in vitro olarak arastirmiglardir. Kuru zeytin yapraklarinin 1 mg / mL
konsantrasyonlarda belirgin radikal temizleme aktivitesi gosterdigini ve 0.125 - 1 mg / mL
konsantrasyonlarda kendi basina kullanildiginda higbir genotoksisite gostermegini ortaya
cikarmiglardir. Ancak hasara ugramis kan lenfositlerinde tedavi Oncesi belirlenmis
konsantrasyonlarda kullanildiginda antioksidan yerine prooksidan olarak davrandigi ve

DNA hasarini arttirdig tespit edilmistir [5].

Topalovi¢ ve arkadaglar1 (2015) insan periferik kan lokositlerinde L-tiroksinin
genotoksisitesini degerlendirmek ve standartlastirilmis oleuropein bakimindan zengin kuru
zeytin yapragi ekstresinin hidrojen peroksit ve L-tiroksin kaynakli DNA hasarina karst
antioksidan ve antijenotoksik potansiyelini comet testini kullanarak arasgtirmislardir.
Ekstrenin ¢esitli konsantrasyonlari, iki farkli deney kosullar1 altinda, 6n islem ve son islem
altinda, her iki DNA hasar indiikleyicisi ile test edilmis ve sonuglar, L-tiroksinin
genotoksik etki gosterdigini ve kuru zeytin yapragt ekstresinin tiroksin kaynakli

genotoksisiteye karsi koruyucu etki gosterdigini ortaya ¢ikarmislardir [15].

Justyna Makowska-Wazs ve arkadaslar1 (2016) Portekiz'de hasat edilen yabani zeytin
yapraklarinda bulunan fenolik asitler, flavonoidler, oleuropein, yag asitleri profili ve ugucu
yag bilesikleri gibi se¢ilmis fitokimyasallarin kalitatif ve kantitatif bir degerlendirmesini
saglamay1 ve bunlarin antioksidan ve insan melanomu HTB-140 ve WM793, prostat
kanseri DU-145 ve PC-3, hepatoseliiler karsinom Hep G2 hiicre hatlarinin yan1 sira normal
insan derisi fibroblastlar1 BJ ve prostat epitel hiicreleri PNT2'ye karsi sitotoksik
potansiyelini arastirmiglardir. Zeytin yapraklarinda gallik asit, protokatesik, p-
hidroksibenzoik, vanillik asitler, apigenin 7-O-glukozit, luteolin 7-O-glukozit ve rutin
tespit edilmistir. Ayrica zeytin yapragi metanol ekstraktinin DU-145 ve PC-3 hiicre hatlari

tizerinde 6nemli, se¢ici bir sitotoksik etki uyguladig tespit edilmistir [70].

16



Amira Zairi ve arkadaslar1 (2020) iki ¢esit Olea europaea’dan elde edilen sulu yaprak
ekstraktlarinin fitokimyasal bilesimi, antioksidan aktivitesi, sitotoksik potansiyeli ve
allelopatik potansiyeli arastirilmis ve karsilastirilmistir. Test edilen bitkilerin bilesenlerini
belirlemek ve 6lgmek icin yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve antioksidan
aktivitelerini degerlendirmek icin spektrofotometrik yontemleri kullanmiglardir. Sitotoksik
potansiyel murin oligodendrositleri (158N) kullanilarak arastirilirken, allelopatik aktivite
i¢in ¢imlenme tohumlar testi kullanilmistir. HPLC analizi, her iki ekstrede de 10 fenolik
bilesigin varligin1 géstermis ve Chemlali ¢esidinin en yiiksek antioksidan ve allelopatik
aktiviteyi gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica sitotoksisite etkisi ile ilgili olarak, islenmemis
hiicrelere kiyasla her iki ekstrede de hiicre canliliginda 6nemli bir artis gozlendigi

vurgulanmistir [71].

Jessica Ruzzolini ve arkadaslar1 (2018) Oleuropein'nin melanomu tedavi etmek igin
kullanilan  geleneksel ilaglarin  sitotoksisitesini  giiclendirip  gili¢lendiremeyecegini
dogrulamig ve potansiyel olarak yeni bir terapotik strateji ortaya koymuslardir.
Oleuropeinin sitotoksik etkisini tek basina veya kemoterapotiklerle kombinasyon halinde
A375 insan melanom hiicreleri iizerinde test etmiglerdir. Oleuropeinin 500 M'lik bir dozda
apoptozu uyarabildigini, 250 M'lik toksik olmayan bir dozda ise hiicre proliferasyonunu
etkiledigini ve pAKT/pS6 yolunun asagi regiilasyonunu indiikledigini tespit etmislerdir
[72].

Jose Gustavo De la Ossa (2019) bu in vitro calismada Tuscan Olea europaea
ekstraklarinin endotel hiicreleri ROS’lardan koruyup korumadigi degerlendirilmistir. Bu
calisamada, H>O; uygulanmasindan sonra hiicre canliligi ve ROS ol¢limii yapilmis ve

sonug olarak zeytin yapraklarinin ROS'a kars1 koruyucu rapor edilmistir. [13].

Madalina Borugd ve arkadaglar1 (2020) yaptiklar1 ¢alismada LC-MS ile zeytin yapragi
etanolik ekstraktinin bilesimi belirlenmis, A375 insan melanom hiicreleri tizerindeki in
vitro sitotoksisite, MTT testi (canli hiicre sayisi), Annexin V-FITC vasitasiyla
belirlemislerdir. Ekstrakt, aralarinda luteolin ve rutinin baskin bilesikler ve onemli bir
ursolik asit igerigine sahip triterpenik asitler oldugu bir dizi polifenol icerdigi tespit
edilmistir. Test edilen en yiiksek konsantrasyonda, 100 pg/mL'de, insan melanom hiicreleri

tizerinde 6nemli bir sitotoksik etki oldugu, biiyiliyen kilcal damarlarin gelisimini etkiledigi,
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daralmis kilcal damarlar1 indiikledigi, ancak HET-CAM f{izerinde higbir toksisite belirtisi
kaydedilmedigi belirtilmistir [73].

Gabriella Tamasi ve arkadaslar1 (2019) yaptiklar1 ¢calismada, zeytin meyveleri, yaglar ve
prinalarda segilen biyoaktif bilesenlerin kalitatif ve kantitatif analizleri yapilmistir. Tim
numunelerde toplam polifenol igerigi ve antioksidan aktivite analiz edilmistir, Radikal
(DPPH) siipiirme potansiyeli fotometrik ve EPR yontemleri ile analiz edilmis, Vis/EPR
sinyal oran1 meyveler i¢in sirasiyla 1,05 + 0,45 ve 1,66 £ 0,39 olarak belirtilmistir. En
yiiksek konsantrasyonlarda (%5) segilen ekstraktlar fibroblast hiicreleri {izerinde toksik

etki gostermisglerdir [74].

Majumdera ve arkadaslar1 (2019) yaptiklar1 ¢alismada zeytin yapragi ekstraktlarinin in
vitro sitotoksik aktivitesi, fare metastatik melanom BI16F10 hiicre hatlarina karsi
degerlendirmislerdir. Ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri, sirastyla DPPH radikal
stiplirme aktivitesi ve biyoaktif bilesiklerin varlig1 icin sivi kromatografi-elektrosprey
iyonizasyon-tandem kiitle spektrometrisi ile analiz edilmistir. Sulu zeytin yapragi
ekstraktlarinin, ERK 1/2 ve p53 aracili yol yoluyla B16F10 hiicrelerinin apoptozunu
indiikledigini, zeytin yapragi ekstraktlarinin metabolik profili, 6zellikle oleuropein aglikon,
apigenin, luteolin, tirosol, oleuropein ve hidroksitirosol olmak {izere 23 metabolit
icerdigini gostermistir. Zeytin yapragi ekstraktlarinda bulunan oleuropein, melanom
B16F10 hiicre dizilerinde ERK1/2 reseptoriiniin aktivasyonunun bozulmasindan sorumlu
olabildigini ve sonu¢ olarak bu bulgularin, melanom cilt kanserinde oleuropeinin
antikanser aktivitesini belirlemek icin molekiiler diizeyde yapi1 ve islevin daha fazla

arastiritlmasi i¢in yol actigini tespit etmislerdir [10].

Bouallagui ve arkadaslar1 (2019), Chemlali ¢esidinden elde edilen cevre dostu zeytin
yapragi ekstraktlarimin fitokimyasal profilini ve sitotoksik aktivitelerini arastirmislardir.
Zeytin yapragi ekstrelerinin fenolik bilesimi, antioksidan aktivitesi ve MCF-7 ve HepG2
hiicrelerine kars1 sitotoksik etkileri belirlenmistir. Oleuropeinin 16.9 mg/ml'lik bir
konsantrasyonda bulunup, tespit edilen baglica fenolik bilesik oldugu belirtilmistir.
Incelenen ekstraktlarin antioksidan potansiyeli, DPPH ve ABTS' yontemleriyle ortaya
konmus ve 23.7 ile 46.5 mM Trolox esdegerleri arasinda degistigi tespit edilmistir [75].
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1.8 Cahismanin Amaci

Bu calismada Olea europaea tiirline ait Uslu, Domat, Gemlik ve Kiraz kiiltivarlarinin
yaprak kisimlarinin farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan ekstraktlarinin fitokimyasal 6zellikleri,
antioksidan kapasiteleri, hidrojen peroksit kaynakli insan lenfosit hiicreleri iizerindeki
sitotoksik/antigenotoksik etkiler, in vitro ve in vivo olarak arastirilmistir. Ektraktlarin
fitokimyasal 6zellikleri LC-MS/MS cihazi ile belirlenmistir. Ekstraktlarin antioksidan
kapasiteleri in vitro ve in vivo olarak 2,2'-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ve 2,2-Azino-bis-
3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit (ABTS+) yontemleri ile sitotoksik aktivite MTS testi,
antigenotoksik aktivite mikroniikleus, somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

ile belirlenmistir.

Bu calismada, Olea europaea L. kiiltivarlarinin ekstraklarinin antioksidan kapasitesi ve
periferal lenfositlerde H2O7’in indiiklemis oldugu mutajenik etkiyi ne kadar baskiladigi
belirlenmistir. Bu nedenle, bu arastirma kapsaminda elde edilen bulgularin literatiire
saglayacagl onemli katkilarin yani sira, oksidatif DNA hasarlarina Olea europaea L.
bitkisinden faydalanilarak sentezlenebilecek potansiyel farmokolojik {iriinlerin tasarimi

icin 6nemli bir kaynak olusturacagina diistinmekteyiz.
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2. MATERYAL - METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Zeytin yapraklart dort farkli kiiltivar olacak sekilde (Uslu, Domat, Gemlik ve Kiraz)
Manisa / Akhisar bolgesinden budama mevsiminde 6zenle toplanmistir. Toplanan 6rnekler
karanlik ortamda, hava akiminin oldugu steril bir laboratuvarda kurutularak toz haline

getirilmis ve deneylerde kullanilana kadar uygun kosullarda saklanmistir.

2.2 Metot

2.2.1 Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Kurutulmus ve 6giitiilmiis yapraklar 5 g tartilarak 50 ml su, etanol ve metanol ekstraktlari
ile ayr1 ayn ekstrakte edilerek ve 24 saat galkalayicida tutulmustur. Daha sonra ekstraktlar
siizlildii ve islem 3 kez tekrarlanarak elde edilen ekstraktlar evaporatdrde buharlagtirilarak

miktarlar1 belirlenmistir [6].

2.2.2 LC-MS/MS ile Fenolik Madde Dagilimi Analizi

LC-MS/MS cihazi ile fenolik madde tayini i¢in Sifaoui ve arkadaslar1 ekstraksiyon metodu
modifiye edilerek kullanilmistir. Her 6rnekten ayr1 ayr1 0,25 g alinarak 20 mL ¢o6ziici
eklenmistir (%12,7 su, %14,8 etanol ve %72,5 metanol). Daha sonra 55°C'de 1 saat
boyunca sabit bir karistirma hizinda (300 rpm) calkalayicida birakilmistir. Tiiplerin etrafi
ekstraksiyon sirasinda hafif bozulmay1 6nlemek icin aliiminyum folyoya sarilarak +4°C’
de bir gece bekletilmistir. Elde edilen ekstraktlar evaporatorde buharlastirilarak kullanima
hazir hale getirilmistir [76].

Fenolik bilesiklerin analizinde LC (Agilent 1260 Infinity)-MS/MS (Agilent 6420 Triple
Quadrupole LC-MS/MS), kolon olarak ise C18 ODS kolon (25 X 4.6 mm x 5 pm)
kullamismistir. Enjeksiyon hacmi: 2 pL ve akis hizi 0.4 mL/dk olarak ayarlandi. LC-
MS/MS sart1 olarak da mobil faz %0.1 formik asit iceren su (¢ozelti A); metanol (¢cozelti

B) olarak hazirlanmistir.
2.2.3 Bitki Ekstraktlarinin Antioksidan Kapasitelerinin Arastirilmasi

Olea europaea kiiltivarlarinin antioksidan kapasiteleri, in vitro radikal siiplirme aktivitesi

yontemine dayali olarak DPPH ve ABTS" testleri ile belirlenmistir.
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2.2.3.1 DPPH

Zeytin kiiltivarlarinin antioksidan kapasitesi, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikal
yakalama aktivitesi kullanilarak belirlendi. 0.024 g DPPH tartildi ve bir balon joje
igerisinde MeOH ile ¢oziildii. 0,05 mL bitki ekstresi (0,1-100 mg/L) [77], 2,5 mL DPPH
ve 2,5 mL MeOH bir test tiipline eklendi ve 1 saat karanlikta bekletilmistir.
Spektrofotometrik dl¢timler 517 nm'de yapilmis ve numunelerin radikal siiplirme aktivitesi

belirlenmistir. [78].

2.2.3.2 ABTS*

Zeytin kiiltivarlarinin ABTS radikal temizleme aktivitesi, Re ve arkadaglarinin yontemi ile
yapilmistir. ABTS" radikal ¢ozeltisi, esit hacimlerde ABTS" tuzu ve amonyum persiilfat
kullanilarak hazirlanmis ve gece boyunca karanlikta tutulmustur. Numune analizi igin,
2,95 mL ABTS" ¢ozeltisi ve 0,05 mL bitki ekstrakt: ( 0,1- 100 mg/L) [77] 3 mL'lik bir
kiivete eklenmis ve odl¢iimler 734 nm'de UV-Goriiniir bir spektrofotometre (Perkin Elmer
lambda-35 UV-Gériiniir bir spektrofotometre) ile yapilmistir. Olgiimler her ekstrakt icin iig
kopya halinde gergeklestirilmistir [78]..

2.2.3.3 In vivo Antioksidan Etkilerin Belirlenmesi

Bu test icin standart Drosophila melanogaster kiiltiir sartlar1 ve besiyeri ortami
saglanmistir. Besiyeri; 500 mL distile su igerisinde 43 g seker, 9 g agar, 90 g irmik, 20 g
maya, 4 damla mikostatin ve 5 mL propiyonik asit karistirilarak hazirlanmistir. Onceden
sterilizasyonu saglanmis siselere besiyeri 20’ser gram olacak sekilde esit miktarda
dagitilmistir [79].

Bitki ekstraktlarinin in vivo antioksidan aktivitesini degerlendirmek i¢in 50 yetiskin
Oregon R (yabanil tip) D. melanogaster susu, bitki ekstraktlar1 (50 mg/L), H2O, (6.5 ug
/mL) ve su, metanol ve etanol ¢oziicii kontrolleri (%5, v/v) iceren besiyerleri ile muamele
edilmistir. Negatif kontrol grubuna hicbir eklenti yapilmamistir. Daha sonra kiiltiirler 22
°C'de 5 giin inkiibe edilmistir. Her bir sinek grubu, 100 pl buz soguklugunda 0.1 M fosfat
tamponunda (pH: 7.0) homojenlestirilmis ve 4000 g'de 10 dakika santrifiijlenerek

stipernatant kisimlar1 kullanilmak tizere ayrilmistir [80].
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2.2.4 Hiicre Kiiltiirii Islemleri
2.2.4.1 Malzemelerin Sterilizasyonu
Pipetler, pipet uglari, beherler ve falcon tiipler 121 °C'de 15 dakika otoklavlanirken, hiicre

kiiltlir kabini ve ¢alisma ortami %70 etanol ve UV lambasi ile sterilize edilmistir.

2.2.4.2 Besiyerinin Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilmak tizere 500 mL RPMI 1640 besiyerine lenfosit hiicre
proliferasyonu igin biiylime faktorleri iceren 50 ml fetal sigir serumu (FBS) eklendi. Olas1
kontaminasyonu Onlemek ic¢in besiyerine 2,5 ml penisilin/streptomisin soliisyonu),
lenfosit hiicre boliinmesini desteklemek i¢in ortama 5 ml fitohemaglutinin soliisyonu (1
mg/ml) ilave edildi ve kopiiklenmeyi onlemek i¢in sise hafif¢e calkalandi. Hazirlanan

besiyeri kullanilincaya kadar +4°C'de saklanmustir.

2.2.4.3 Kandan Lenfosit izalasyonu

Bireylerden toplanan kan EDTA'll tliplereaktarilmistir. Calisma kapsaminda ii¢ erkekten
kan alinmistir. 7 ml Ficoll-Paque'a 3 ml EDTA'lh kan karistirmayr 6nlemek i¢in falcon
tiipiiniin kenarindan yavasea ilave edilmistir. Daha sonra oda sicakliginda 1500 rpm hizla
30 dakika santrifiij edildi ve santrifiijleme sonucu olusan tabakalarin 2. tabakasinda
toplanan lenfositler pipet ile temiz bir test tlipiine aktarilmistir. (Sekil 2.1) Daha sonra 10
ml izotonik fizyolojik ¢6zelti ilave edilerek tekrar 1500 rpm'de 10 dakika oda sicaklifinda
santrifiij edilmigtir. Santrifiijlemenin ardindan siipernatan atildi ve pelet daha once
hazirlanmis olan RPMI 1640 ortaminda ¢ozdiiriilmiistiir [81]. Hazirlanan besiyerine 5 ml
besiyeri eklendi ve her besiyerine 100 pl taze izole edilmis insan lenfositleri ilave edilerek

inkiibasyona birakilmustir.

Plazma, Trombositler

Lenfositler
Ficoll-Paque Reaktfi

Granulositler, Entrositler

Sekil 2.1: Santrifiijlemeden sonra Ficoll-Paque ile islenmis bir kanin katmanlari.
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2.2.5 Sitotoksisite Testi

2.2.5.1 MTS Testi

Olea europaea kiiltivarlarinin toksik etkisi MTS yontemi ile aragtirilmistir. MTS testi 4
giinliik bir prosediirdiir. Bu test yonteminin prensibi, tetrazolyum halkasini iceren sari
MTS reaktifinin canli hiicrelerde bozunma sonucu mor renge doniismesidir. Hiicre belirli
dozlarda (0.1, 0.25, 0.5, 1, 10, 25, 50, 100 mg/L) bitki 6zleri ilave edildi. Negatif kontrol
olan lenfosit soliisyonuna test numunesi eklenmedi. Tiim numuneler ve kontroller gruplari,
2 giin boyunca 37°C'de %5 CO2 ortaminda inkiibe edildi. 24. ve 48. saatin ardindan
lenfosit hiicreleri 96-Well Plate igerisine her bir kuyucuga 100 pL eklenmis ve iizerlerine
20 pL MTS reagent ilave edilip 4 saat boyunca inkiibasyon siirecine baslatilmistir.
Olgiimler daha sonra mikroplaka okuyuculu bir spektrofotometre kullanilarak 490 nm

dalga boyunda yapilmistir [82, 83].

2.2.6 Genotoksisite Testleri

2.2.6.1 Mikroniikleus Testi

Mikroniikleus testinin ilk adiminda 5 ml besiyerine 500 ul kan eklendi. Biniikleus hiicreler
elde etmek ic¢in inkiibasyonun 44. saatinde hiicre bdliinmesi sitokinez asamasinda
durdurmak amaciyla 3 pg/mL olan sitokalazin B (cytB) eklenmistir. 48. Saatte ise bitki
ekstraktlar1 ve H>O» kiiltiir ortamlarina eklenmistir. 72 saat sonunda kiiltiirler 800 RPM' de
8 dakika santrifiij edildi. Santrifiijlemeden sonra siipernatan atildi ve pelet, 7-8 mL 0.075
M KCI ilave edilerek oda sicakliginda 7 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda
kiiltiirler, lenfositleri c¢okertmek icin 800 rpm'de 8 dakika santrifiij edildi. Coken
lenfositleri fikse etmek amaciyla her kiiltiire 7-8 mL olacak sekilde yavasca 3:1 oraninda
metanol: asetik asit eklenmistir. Birinci fiksasyon sonunda kiiltiirlere 1-2 damla
formaldehit ilave edilerek 800 rpm'de 15 dakika santrifiij edildi ve bu fiksasyon adimi 3
Nihai fiksasyondan sonra, pelet az miktarda fiksatif icinde ¢oziildii ve -20 °C'de etanol
icinde lamlar tlizerine damlatildi ve havayla kurutulmaya birakildi. Kuruyan lamlar %5
Giemsa solusyonu ile 15 dakika boyandi ve siire sonunda steril su ile yikanarak serin yerde
kurutulmustur [6, 77, 84]. Niikleer boliinme indeksi 2.2°de gosterilen formiile gore
hesaplanmustir;

NDI= [(1xN1a)+(2x N2b)+ (3xN3c)+(4xN4d)] / (N1+ N2+ N3+ N4) (2.2)

a mononiikleuslu hiicre sayisi, b biniikleuslu hiicre sayisi, c triniikleuslu hiicre sayisi,

d tetraniikleuslu hiicre sayisi.
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2.2.6.2 In vivo Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)

Bu test i¢in standart Drosophila melanogaster Kkiiltiir sartlar1 ve besiyeri ortami
saglanmistir. Besiyeri; 500 mL distile su igerisinde 43 g seker, 9 g agar, 90 g irmik, 20 g
maya, 4 damla mikostatin ve 5 mL propiyonik asit karistirilarak hazirlanmistir. Onceden
sterilizasyonu saglanmis siselere besiyeri 20’ser gram olacak sekilde esit miktarda
dagitilmistir [79]. 7 adet erkek mwh/mwh ve 7 adet disi flr3/ TM3, Bds genetopindeki
D.melanogaster ¢aprazlanmig ve 22 °C sicaklikta 72+4 saatlik inkiibasyon sonrasinda
ticlincii instar evresindeki larvalardan 70’er tanesi deney ve kontrol grubu olarak belirlenen
besiyerlerine eklenmistir. Negatif kontrol grubu besiyerine higbir bitki ekstrakti
eklenmemis, deney grubuna ise bitki ekstrakti (50 mg/L) uygulanmistir. Olusan ergin
bireylerden kanat preperatlar1 hazirlanmis ve 151k mikroskobu (400x) altinda incelenmistir.
Her bir Drosophila'nin kanatlarinda gozlenen noktalar, tek noktalar (mwh veya flr3
fenotipi) veya ikiz noktalar (her iki mutasyona da ugramis klonlar) olarak siiflandirilarak
kanat basina nokta siklig1 (Fr) hesaplanmistir. Tek noktalarin 3’ten az olmast durumunda
“kiiciik tek noktalar”, 3’ten fazla olmasi1 durumunda ise “biiyiik tek noktalar” olarak
siniflandirma yapilmistir. Fr degeri deney gruplari iginde nokta sayisinin (n) kanat sayisina

(N) boliinmesiyle elde edilmistir [59].

2.2.6.3 In vivo Toksisite Testi

Bu test belirlenen dozda 4 farkli zeytin kiiltivarina ait ekstraktlara tabii tutulan D.
melanogaster’ 1 gelisme siirecleri izlenerek tespit edilmistir. Calismada D. melanogaster
Oregon R sineginin yabanil tip suslar1 kullanilmigtir. Ayn1 sisede 48 saatlik inkiibasyonun
ardindan 10 yetiskin erkek ve disi sinek larvasi toplandi ve ayn1 sayida larva, bitki ekstresi
(50 mg/L), H202 (6.5 pg/mL) ve normal besiyeri (Negatif Kontrol) iceren kiiltiir siselerine
aktarildi. Ortaya cikan kiiltiirler, larvalar olgunluga ulasana kadar 22°C'de inkiibe edildi.
Puparasyon orani, hayatta kalma oran1 ve eklosyon orami, 2.5, 2.6 ve 2.7’ de verilen

islemler ile pupa ve yetiskin sinekler sayilarak belirlenmistir [85, 86]

% Puparasyon = (Pupa sayis1/ Larva sayis1) x 100 (2.5)
% Hayatta kalma = (Yetiskin sinek sayis1 / Larva sayisi) x 100 (2.6)
% Eklosyon = (Yetiskin sinek sayis1 / Pupa sayis1) x 100 2.7)
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2.2.7 Istatistiksel Analizler

Deneyler sonucunda elde edilen bulgularin istatistiksel yonden degerlendirilmesinde IBM
S.P.S.S statistic 21 programi kullanilmistir. Antioksidan aktivite, sitotoksite ve
genotoksite test sonuglart kontrol ve deney gruplarn arasindaki farkliligin
degerlendirilmesinde paired sample t testi kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen

sonuglar 0,05 anlam seviyesi goz Onilinde bulundurularak yorumlanmustir.
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3. BULGULAR
3.1 LC-MS/MS Sonuglari

Uslu, Domat, Gemlik ve Kiraz kiiltivarlarinin yaprak kisimlarindan hazirlanan ekstraktlarinda LC-MS/MS analizi ile 36 fenolik bileseni

arastiralarak Tablo 3.1’de verilmistir. 36 bilesenden 6 tanesi hi¢ bir kiiltivarda tespit edilememistir. Bu bilesenlerin konsantrasyonlar1 0,62 -

9819,17 ng/g arasinda degiskenlik gdstermistir.

Tablo 3.1: Olea europaea kiiltivarlarinin LC-MS/MS sonuglari.

Uslu (ng/g) Domat (ng/g) Gemlik (ng/g) Kiraz (ng/g)
(-)-Epikatesin TE* TE* TE* TE*
(+)-Katesin TE* TE* TE* TE*
2.5-Dihidroksibenzoik asit 5.69+0.27 2.62+0.08 25.20+0.03 3.70+0.12
2-Hidroksisinamik asit TE* TE* TE* TE*
3.4-Dihidroksifenilasetik acid TE* TE* TE* TE*
3-Hidroksibenzoik asit TE* TE* TE* TE*
3-Hidroksitirozol 889.51+5.51 611.11+1.62 776.36+0.78 603.01+0.66
4- Hidroksibenzoik asit 32.11+0.04 20.08+0.15 444.40+0.44 24.91+0.34
Apigenin 7-glukozid 234.35+3.53 71.40+0.31 85.85+0.09 168.45+0.10
Apigenin 40.02+0.38 51.11+0.38 435.86+0.44 12.95+0.10
Kafeik asit 65.87+£0.68 26.18+0.08 34.46+0.03 37.38+0.35
Klorojenik asit 8.66+0.06 3.81+0.35 58.70+0.06 20.80+0.46
Eriyodiktiol 7.71£0.04 9.97+0.05 153.68+0.15 5.214+0.08
Ferulik asit 101.85+2.19 66.67+0.55 162.12+0.16 37.83+0.32
Gallik Asit 7.17+0.17 2.87+0.14 65.97+0.07 7.514+0.08
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Tablo 3.1° in devam

Hesperidin

Homovanilik asit

Hiperosit
Kaemferol

Luteolin 7-glukozid

Luteolin
Oleuropein

p-Koumarik asit

Pinoresinol

Protokatekuik asit

Pirokatekol
Kuersetin

Rosmarinik asit

Rutin hidrat
Sinapik asit
Siringik asit
Taksifolin
Tirosol
Vanilik Asit
Vanillin
Verbaskozid

250.04+2.30
TE*
66.20+0.41
48.47+0.74
465.27+1.68
178.81+£0.57
3763.15+52.13
97.53+0.15
8.32+0.23
26.93+0.18
TE*
6.38+0.39
1.07+0.05
104.53+£26.63
10.28+0.77
3.38+0.30
11.38+0.20
112.13£17.40
0.84+0.12
5.54+0.08
2580.79+64.28

126.74+2.32
TE*
11.24+0.56
89.48+1.38
309.57£2.35
385.90+0.13
2726.91+33.61
109.85+0.44
18.25+0.96
19.93+0.38
TE*
9.41+0.92
1.54+0.37
274.8+6.87
3.06+0.08
3.32+0.08
10.85+0.10
288.75+£20.74
1.06+£0.14
10.75+0.33
2008.80+1.93

48.81+0.05
TE*
319.91+0.32
52.214+0.05
2857.90+2.86
203.22+0.20
9819.17+9.82
372.86+0.37
698.35+0.70
418.21+0.42
TE*
15.36+0.02
22.01+0.02
141.68+£29.33
232.22+0.23
12.39+0.01
47.30+0.05
372.54+22 .46
0.62+0.18
5.66£0.01
8762.36+8.76

435.57+1.07
TE*
73.724+0.70
33.40+0.19
574.85+£10.97
109.66+0.14
5622.79+113.48
51.89+0.48
9.11£1.29
28.06+0.63
TE*
15.99+0.43
1.01+£0.02
95.21+1.91
8.03+0.07
3.70+0.25
18.53+0.48
203.56+18.02
2.70+£0.02
5.70+0.02
4693.83+4.60

*Tespit Edilememistir
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3.2 Antioksidan Sonuclar
3.2.1 DPPH ve ABTS" Testi Sonug¢lari
DPPH ve ABTS" radikal siiptirme testi ile gergeklestirilen antioksidan aktivite verileri %

50 inhibisyon oranlar1 seklinde hesaplanarak Tablo 3.2’ de sunulmustur.

Tablo 3.2: Olea europaea Kiiltivarlarinin yaprak kisimlarindan hazirlanan su, etanol ve
metanol ekstraktlarinin ICso degerleri

Ornekler DPPH (ICs0) ABTS" (ICs0)
Gallik Asit (Pozitif Kontrol) 1.600 + 0.000 0.970 £ 0.001
(hg/mL) (ng/mL)
Olea europaea L. cv. Uslu (ng/nL)
Su 0.16 £ 0.01 0.063 £0.002
Etanol 0.20+0.01 0.029 £ 0.003
Metanol 0.21+0.20 0.042 +0.001
Olea europaea L. cv. Domat (ng/nL)
Su 0.21 £0.01 0.079 £ 0.004
Etanol 0.16 £0.02 0.023 £0.002
Metanol 0.20 £0.02 0.035+0.003
Olea europaea L. cv. Gemlik (ng/pL)
Su 0.21 £0.02 0.073 £0.002
Etanol 0.24 £ 0.06 0.048 + 0.002
Metanol 0.19 +0.01 0.039 + 0.002
Olea europaea L. cv. Kiraz (ng/nL.)
Su 0.14 £ 0.01 0.040 £ 0.004
Etanol 0.17 £0.02 0.028 £ 0.004
Metanol 0.20 £ 0.01 0.036 +£0.002
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3.2.2 In vivo Antioksidan Test Sonuclarn

In vivo ortamda gergeklestirilen antioksidan aktivite test sonuclari Sekil 3.1-3.4’te
verilmistir. DPPH reaktifi siipliriicii aktiviteleri % Antioksidan kapasite olarak
sunulmustur. DPPH reaktifi siipiiriicii aktiviteleri zeytin kiiltivarlar1 arasinda Gemlik ve
Kiraz, ekstraktlar arasinda ise etanollii ekstraktlarin daha yiiksek aktiviteye sahip olduklari

tespit edilmistir. Ancak istatistiksel analiz sonucunda anlamli bir sonu¢ bulunmamastir.

(p>0,05)

3.2.2.1 Olea europaea L. cv. Uslu Kiiltivarima Ait In Vivo Antioksidan Test Sonuglari
35 .
30
25
20
15
10

5

% Antioksidan Kapasite

0 = =
Negatif Kontrol Pozitif Kontrol Su Etanol Metanol

Sekil 3.1: Uslu kiiltivarinin yiizde antioksidan sonuglari
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3.2.2.2 Olea europaea L. cv. Domat Kiiltivarina Ait In Vivo Antioksidan Test

Sonugclari
35 .
30
25
20
15
10

5

% Antioksidan Kapasite

0 — FE—— ——— —— ——
Negatif Kontrol Pozitif Kontrol Su Etanol Metanol

Sekil 3.2: Domat kiiltivarinin yiizde antioksidan sonuglari

3.2.2.3 : Olea europaea L. cv. Gemlik Kiiltivarina Ait In Vivo Antioksidan Test

Sonuclan

35 .
30
25
20
15

10

% Antioksidan Kapasite

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol Su Etanol Metanol

Sekil 3.3: Gemlik kiiltivarinin yiizde antioksidan sonuglari
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3.2.2.4 Olea europaea L. cv. Kiraz Kiiltivarina Ait In Vivo Antioksidan Test Sonuclari
35 .
30

25

20 -
15
10

5

% Antioksidan Kapasite

0

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol Su Etanol Metanol

Sekil 3.4 : Kiraz kiiltivarinin yiizde antioksidan sonuglari

3.3 Sitotoksisite Sonuc¢lari

3.3.1 MTS Testi Sonuclar

Olea europaea Kiiltivarlarinin yaprak kisimlarindan hazirlanan etanol, metanol ve su
ekstraktlar1 lenfosit kiiltiirleri ile 24 ve 48 saat inkiibe edilmis ve lenfosit kiltiiri
numunelerinin sitotoksik aktivitesi, hiicre yagamliligini belirlemek ic¢in kullanilan ve bir

kalorimetrik yontem olan MTS deneyi ile 490 nm'de incelenmistir.
3.3.1.1 Olea europaea Uslu Kiiltivarina Ait MTS Sonuclari

Olea europaea Uslu Kiiltivarina ait yapraklarin etanol, metanol ve su ile hazirlanan

ekstraktlarinin MTS testi sonuglar1 Sekil 3.5°te verilmistir.
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Sekil 3.5: Uslu kiiltivarinin MTS sonuglar1 (a) etanol ekstrakti (b) metanol ekstrakti (c) su
ekstrakt1 * istatistiksel anlamda 6nemi gostermektedir (p<0.05).

3.3.1.2 Olea europaea Domat Kiiltivarina Ait MTS Sonuclari
Olea europaea Domat kiiltivarina ait yapraklarin etanol, metanol ve su ile hazirlanan

ekstraktlarinin MTS testi sonuglar1 Sekil 3.6°da verilmistir.
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Sekil 3.6: Domat Kiiltivarinin MTS sonuglari (a) etanol ekstrakti (b) metanol ekstrakti (c)
su ekstrakt1 * istatistiksel anlamda 6nemi gdostermektedir (p<<0.05).

3.3.1.3 Olea europaea Gemlik Kiiltivarina Ait MTS Sonuclan
Olea europaea Gemlik kiiltivarina ait yapraklarin etanol, metanol ve su ile hazirlanan

ekstraktlarinin MTS testi sonuglar1 Sekil 3.7°de verilmistir.
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Sekil 3.7: Gemlik kiiltivarinin MTS sonuglari (a) etanol ekstrakti (b) metanol ekstrakti (c)
su ekstrakti * istatistiksel anlamda 6nemi gostermektedir (p<<0.05).

3.3.1.4 Olea europaea Kiraz Kiiltivarina Ait MTS Sonuclari
Olea europaea Kiraz kiiltivarina ait yapraklarin etanol, metanol ve su ile hazirlanan

ekstraktlarinin MTS testi sonuglar1 Sekil 3.8’de verilmistir.

0,7

0,6

g 05

%0,4 7 %, | f{, iy

g //’ Z Z 7 7 : 7 f 7

2 07 07 W Z 2 VIl 1
VBV VIV VIV VI Y
Negatif 0,1mg/L. 025mg/L 0Smg/L. 1mgL 10mg/L 25mg/L. 5S50mg/L 100mgL
Kontrol W24i #48h

(a)

36



0,7
0,6
.
7z
H E: é z Bz B B~
N E B
o 07 B2 B U7 B2 B B~ .
VL U K R R
o B2 2 02 0B R 0 R W
Irgsfzt:]fl 0lmgL 025mgL 05mgL 1mgL 10mg/L 25mg/lL S50mg/L 100 mgL
B24h ~48h
(b)
0,5
% ‘o .
0.4 N X N
. IR NI NS
T NI NI sRh R R B
“RNRRKRRRRRR K
by N N N N N N N N
e N R R R RBRERBREEBREB
ERRERERRKRRKRRKRRKR
2R IR K IR KR KR KK KR
Negatif 0,1 mg/L. 025mg/L. 0,5mg/L. 1mgL 10mgL 25mg/L. 50mgL 100 mgL
Konfrol m2{h ~48h
©

Sekil 3.8: Kiraz kiiltivarinin MTS sonuglari (a) etanol ekstrakti (b) metanol ekstrakti (c) su
ekstrakt1 * istatistiksel anlamda 6nemi gostermektedir (p<0.05).

34 Genotoksisite Sonuclari

3.4.1 Mikroniikleus Testi Sonuclar:

Olea europaea kiiltivarlarinin yaprak kisimlarindan hazirlanan su, etanol ve metanol

ekstraktlarinin mikroniikleus test sonuglar1 Tablo 3.3’ te verilmistir.
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Tablo 3.3: Olea europaea kiiltivarlarinin mikrontikleus sonuglari.

Ornekler MN +SH NDI + SH % Inhibisyon
Negatif Kontrol 10.37 +£0.21° 1.35 +0.05
H:0: (6.5 pg/mL) 25.39 +0.34* 1.31 +£0.03
Su (Cozgen Kontrolii) 4,86+1,47 *° 1,31+0,01
Etanol (Cozgen Kontrolii) 14,00+1,50 &b 1,35+0,00
Metanol (Cozgen Kontrolii) 15,47+1,192P 1,31+0,00
Olea europaea L. cv. Uslu
Su (50 mg/L) 11.6 £0.47° 1.38 £0.03
Su (50 mg/L + H202) 13.26 +0.06 1.38 £0.02 83.25
Etanol (50 mg/L) 13.68 +0.50 2 1.22 £0.02
Etanol (50 mg/L + H20:) 16.92 £0.53 2 1.24 +0.02 55.90
Metanol (50 mg/L) 12.82 +0.93 1.34 £0.02
Metanol (50 mg/L + H203) 18.05 +0.67 *° 1.49 +0.05 55.06
Olea europaea L. cv. Domat
Su (50 mg/L) 12.44 +0.30 1.36 +0.03
Su (50 mg/L + H202) 14.83 +0.11 1.37 £0.01 72.21
Etanol (50 mg/L) 13.79 £0.53 ® 1.33 +£0.01
Etanol (50 mg/L + H H202) 16.31 £0.203° 1.42 +£0.06 61.68
Metanol (50 mg/L) 14.73 £0.52 2 1.35+0.01
Metanol (50 mg/L + H20:) 17.56 +0.34 1.51 £0.04 54.78
Olea europaea L. cv. Gemlik
Su (50 mg/L) 12.17 +£0.24 2 1.41 +£0.02
Su (50 mg/L + H H20) 13.65 +0.43 1.42 +0.03 80.71
Etanol (50 mg/L) 11.67 £0.363° 1.31 +£0.02
Etanol (50 mg/L + H202) 13.21 +£0.722b 1.33 +0.01 76.40
Metanol (50 mg/L) 13.38 £0.30 % 1.38 £0.05
Metanol (50 mg/L + H202) 14.21 +£0.41 1.49 +0.05 72.24
Olea europaea L. cv. Kiraz
Su (50 mg/L) 11.21 £0.393P 1.36 +£0.01
Su (50 mg/L + H202) 12.97 +0.49 * 1.32 £0.02 86.29
Etanol (50 mg/L) 12.08 £1.30° 1.34 £0.01
Etanol (50 mg/L + H202) 11.95+0.21 2 1.31 £0.02 92.34
Metanol (50 mg/L) 11.72£0.49 ® 1.43 £0.01
Metanol (50 mg/L + H20») 11.75 £0.82 &b 1.40 +£0.02 85.97

a: Negatif kontrol ile karsilastirildiginda anlamli olanlar (p<0.05).
b: Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda anlamli olanlar (p<0.05).
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3.4.2 Invivo Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) Sonuclari
Olea europaea Uslu kiiltivarina ait su, etanol ve metanol ekstraktlarinin SMART testi

sonuclar1 Tablo 3.4’ te verilmistir.

Tablo 3.4 :Uslu kiiltivarina ait smart testi sonuglari

Kiiciik Tek Biiyiik Tek

Noktalar Noktalar Tkiz Noktalar

Kanat Nokta Nokta Nokta

Sayisi Sayisi Fr Sayisi Fr Sayisi
Negatif Kontrol 50 2 0.04° 0 0.00° 0 0°
H>0; (6.5 pg/mL) 50 20 0.40* 4 0.08* 12 0.242
Su Ekstrakti 45 4 0.09b 1 0.02 0 ob
Etanol Ekstrakti 44 3 0.07° 0 0 0 ob
Metanol Ekstrakti 50 5 0.12° 0 0 0 0°

a: Negatif kontrol ile karsilastirildiginda anlamli olanlar (p<0.05).
b: Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda anlamli olanlar (p<0.05).

Olea europaea Domat kiiltivarina ait su, etanol ve metanol ekstraktlarinin SMART testi

sonuclar1 Tablo 3.5 te verilmistir.

Tablo 3.5: Domat kiiltivarina ait smart testi sonuglari

Kiiciik Tek Biiyiik Tek

Noktalar Noktalar Ikiz Noktalar

Kanat Nokta Nokta Nokta

Sayisi Sayisi d Sayisi d Sayisi
Negatif Kontrol 50 2 0.04° 0 0.00° 0 0°
H>0; (6.5 ng/mL) 50 20 0.40% 4 0.082 12 0.24%
Su Ekstrakti 43 4 0.09° 1 0.022 0 ob
Etanol Ekstrakti 50 2 0.04° 1 0.02° 0 0°
Metanol Ekstrakti 40 1 0.03° 0 ob 0 ob

a: Negatif kontrol ile karsilastirildiginda anlamli olanlar (p<0.05).
b: Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda anlamli olanlar (p<0.05).

Olea europaea Gemlik kiiltivarina ait su, metanol ve etanol ekstraktlarinin SMART testi

sonuclar1 Tablo 3.6’ te verilmistir.
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Tablo 3.6: Gemlik kiiltivarina ait smart testi sonuglari

Kiiciik Tek Bityiik Tek

Noktalar Noktalar Ikiz Noktalar
Kanat Nokta Nokta Nokta
Sayisi Sayisi Fr Sayisi r Sayisi
Negatif Kontrol 50 2 0.04° 0 0.00° 0 ob
H>0; (6.5 ng/mL) 50 20 0.40? 4 0.082 12 0.24%
Su Ekstrakti 50 3 0.06 0 o° 0 o°
Etanol Ekstrakt1 50 3 0.06° 1 0.022° 0 o°
Metanol Ekstrakti 30 3 0.1° 0 ob 0 ob

a: Negatif kontrol ile karsilastirildiginda anlamli olanlar (p<0.05).
b: Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda anlamli olanlar (p<0.05).

Olea europaea Kiraz kiiltivarina ait su, etanol ve metanol ekstraktlarinin SMART testi

sonuglar1 Tablo 3.7’ te verilmistir.

Tablo 3.7: Kiraz kiiltivarina ait smart testi sonuclari

Kiiciik Tek Biiyiik Tek .
Noktalar Noktalar Ikiz Noktalar
Kanat Nokta Nokta Nokta
r r Fr
Sayisi Sayisi Sayisi Sayisi
Negatif Kontrol 50 2 0.04° 0 0.00° 0 ob
H>0; (6.5 ng/mL) 50 20 0.40% 4 0.08* 12 0.24%
Su Ekstrakti 50 4 0.08° 0 ob 0 ob
Etanol Ekstrakti 35 3 0.09° 0 0P 0 0P
Metanol Ekstrakti 50 3 0.06° 0 ob 0 ob

a: Negatif kontrol ile karsilastirildiginda anlamli olanlar (p<0.05).
b: Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda anlamli olanlar (p<0.05).

3.4.3 In vivo Toksisite Sonuclari
Olea europaea Uslu kiiltivarina ait su, etanol ve metanol ekstraktlarinin (50 mg/L) negatif
kontrole gore istatistiksel anlamda onemi gostermektedir Sekil 3.9, 3.10 ve 3.11°de

verilmistir.
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Sekil 3.9: Uslu kiiltivarinin su, etanol ve metanol ekstraktlari ile muamele edilmis
Drosphila melanogaster sineklerinin % puparasyon sonuglart *negatif kontrole gore
istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05).
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Sekil 3.10 Uslu kiiltivarinin su, etanol ve metanol ekstraktlart ile muamele edilmis
Drosphila melanogaster sineklerinin % hayatta kalma sonuglar1 sonuglar1 *negatif kontrole
gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05).
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Sekil 3.11: Uslu kiiltivarinin su, etanol ve metanol ekstraktlari ile muamele edilmis
Drosphila melanogaster sineklerinin % eklosyon sonuglari sonuglart *negatif kontrole
gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<<0.05).

Olea europaea Domat kiiltivarina ait su, etanol ve metanol ekstraktlarinin (50 mg/L)
negatif kontrole gore istatistiksel anlamda Onemi gostermektedir Sekil 3.12, 3.13 ve

3.14’de verilmistir.
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Sekil 3.12: Domat kiiltivarinin su, etanol ve metanol ekstraktlar1 ile muamele edilmis
Drosphila melanogaster sineklerinin % puparasyon sonuglart sonuglari *negatif kontrole
gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<<0.05).
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Sekil 3.13: Domat kiiltivarinin su, etanol ve metanol ekstraktlari ile muamele edilmis
Drosphila melanogaster sineklerinin % hayatta kalma sonuglar1 sonuglar1 *negatif kontrole
gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05).
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Sekil 3.14: Domat kiiltivarinin su, etanol ve metanol ekstraktlari ile muamele edilmis
Drosphila melanogaster sineklerinin % eklosyon sonuglari sonuglar1 *negatif kontrole
gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05).

Olea europaea Gemlik kiiltivarina ait su, etanol ve metanol ekstraktlarinin (50 mg/L)
negatif kontrole gore istatistiksel anlamda onemi gostermektedir Sekil 3.15, 3.16 ve

3.17’de verilmistir.
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Sekil 3.15: Gemlik kiiltivarinin su su, etanol ve metanol ekstraktlari ile muamele edilmis
Drosphila melanogaster sineklerinin % puparasyon sonuglar1 sonuglar1 *negatif kontrole
gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05).
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Sekil 3.16: Gemlik kiiltivarinin su, etanol ve metanol ekstraktlari ile muamele edilmis
Drosphila melanogaster sineklerinin % hayatta kalma sonuglar1 sonuglar1 *negatif kontrole
gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05).
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Sekil 3.17: Gemlik kiiltivarinin su, etanol ve metanol ekstraktlari ile muamele edilmis
Drosphila melanogaster sineklerinin % eklosyon sonuglari sonuglart *negatif kontrole
gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<<0.05).

Olea europaea Kiraz kiiltivarina ait su, etanol ve metanol ekstraktlarinin (50 mg/L) negatif
kontrole gore istatistiksel anlamda Onemi gostermektedir Sekil 3.18, 3.19 ve 3.20°de

verilmistir.
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Sekil 3.18: Kiraz kiiltivarinin su, etanol ve metanol ekstraktlar1 ile muamele edilmis
Drosphila melanogaster sineklerinin % puparasyon sonuglari sonuglar1 *negatif kontrole
gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<<0.05).
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Sekil 3.19: Kiraz kiiltivarinin su, etanol ve metanol ekstraktlar1 ile muamele edilmis
Drosphila melanogaster sineklerinin % hayatta kalma sonuglar1 sonuglar1 *negatif kontrole
gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05).
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Sekil 3.20: Kiraz kiiltivarinin su, metanol ve etanol ekstraktlar1 ile muamele edilmis
Drosphila melanogaster sineklerinin % eklosyon sonuglari sonuglart *negatif kontrole
gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<<0.05).
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4. SONUC VE TARTISMA

Bu tez kapsaminda Uslu, Domat, Gemlik ve Kiraz kiiltivarlarina ait zeytin agaglarindan
toplanan ve ii¢ farkli ¢oziiciide hazirlanan yaprak ekstrelerinin fitokimyasal ozellikleri,
antioksidan kapasiteleri, hidrojen peroksitle indiiklenmis insan lenfosit hiicreleri iizerindeki
in vitro ve in vivo sitotoksik/antigenotoksik etkileri arastirilmigtir. Analizler sonucu ortaya
cikan veriler kontrol gruplar1 ve birbirleri ile kiyaslanmistir. Ayrica, elde edilen veriler

literatiir ile karsilastirmali olarak incelenmistir.

4.1 LC-MS/MS Sonugclan

Bu calismada yapilan LC-MS/MS cihaz1 dort farkli zeytin kiiltivarinda 36 farkli fenolik
bilesigin ((-)-epikatesin, (+)-katesin, 2,5-dihidroksibenzoik asit, 2-hidroksisinamik asit,
3,4-dihidroksifenilasetik asit, 3-hidroksibenzoik asit,3-hidroksitirozol, 4- hidroksibenzoik
asit, apigenin 7-glukozid, apigenin, kafeik asit, klorojenik asit, eriyodiktiol, ferulik asit,
gallik asit, hesperidin, homovanilik asit, hiperosit, kaemferol, luteolin 7-glukozid, luteolin,
oleuropein, p koumarik asit, pinoresinol, protokatekuik asit, pirokatekol, kuersetin,
rosmarinik asit, rutin hidrat, sinapik asit, siringik asit, taksifolin, tirosol, vanilik asit,
vanillin, verbaskozid) konsantrasyonlari arastirllmistir. Olea europaea tiiriine ait
kiiltivarlarin LC-MS/MS sonuglar1 Tablo 3.1’ de verilmistir. Tablo incelendiginde 4
kiiltivarda da (-)-Epikatesin, (+)-katesin, 2-hidroksisinamik asit, 3,4-dihidroksifenilasetik
acid, 3-hidroksibenzoik asit homovanilik asit ve pirokatekol miktarlar1 tespit
edilememistir. Olea europaea cv. Uslu kiiltivarinda en fazla bulunan fenolik bilesikler
sirasytyla oleuropein, verbaskozid, 3-hidroksitirozol, luteolin 7-glukozid, hesperidin,
apigenin 7-glukozid ve luteolin olarak tespit edilmistir. Olea europaea L. cv. Domat
kiiltivarinin - sonuglar1 incelendiginde ise en fazla bulunan fenolik bilesiklerin 3-
hidroksitirozol, oleuropein, luteolin, luteolin 7-glukozid, verbaskozid, hesperidin, p-
kumarik asit oldugu tespit edilmistir. Diger kiiltivarlarda oldugu gibi Gemlik kiiltivarinin
sonuglarina baktigimizda oleuropein, verbaskozid, luteolin 7-glukozid, 3-hidroksitirozol,
pinoresinol, 4-hidroksibenzoik asit ve apigeninin en fazla bulunan fenolik bilesikler oldugu
goriilmektedir. Kiraz kiiltivarinin fenolik bilesik degerleri incelendiginde ise oleuropein,
verbaskozid, 3-hidroksitirozol, luteolin 7-glukozid, hesperidin, apigenin 7-glukozid ve
luteolinin baskin fenolik bilesikler oldugu bulunmustur. Bu dort kiiltivarin verileri kendi
icerisinde karsilastirildiginda ise Gemlik kiiltivarina ait oleuropein miktarmin en yiiksek

konsantrasyonda tespit edilen fenolik bilesik oldugu goriilmektedir (9819,171 + 9,82 pg/g).

47



Oleuropeinin antioksidan, antikanser, antiinflamatuar, kardiyoprotektif, ndroprotektif ve
hepatoprotektif etkileri oldugu bildirilmistir [87]. Viicutta ¢esitli rahatsizliklara neden olan
serbest radikalleri nétralize ettigi de arastirmalarda bulunmustur. Ayrica oleuropeinin,
Alzheimer hastaliginda etiyolojik bir faktér olan amiloid peptit A-B ile kovalent olmayan
bir kompleks olusturdugu 6ne siiriilmiistiir [88]. Verbaskozid'nin analjezik, antikanser,
noroprotektif, iyilestirici ve antihipertansif etkileri oldugu tespit edilmistir [89].
Calismamiz sonucunda en yiikksek miktarda tespit edilen bilesiklerden biri olan
hidroksitirozol yesil ¢aydan on kat, koenzim Q10’ dan ise iki kat daha fazla antioksidan
ozellige sahip oldugu ayrica oleuropein kadar da antioksidan kapasiteye sahip oldugu
bildirilmistir [90]. Hidroksitirozol hakkinda yapilan ¢alismalarda bu bilesigin antioksidan,
antienflamatuar, antiaterojenik veya antiplatelet Ozellikleri tespit edilmistir [91].
Flavonoidlerin 6nemli bilesenlerinden biri olan luteolin'in gii¢lii bir serbest radikal
temizleyici oldugundan antiinflamatuar ve antialerjik etkiler de dahil olmak iizere bir¢ok
farmakolojik 06zellige sahiptir. Anti-mutajenik, antitlimor, antikoagiilan ve antioksidan
ozelliklerinin yani sira antibakteriyel etkilere sahiptir [92]. Apigenin bir¢ok hastaliga karsi
tedavi edici Ozellige sahiptir. Antioksidan, antiinflamatuar, antitiimor, antialerjik,
noroprotektif, antimikrobiyal gibi bircok biyolojik faydasi oldugu bilinmektedir.
Apigenin'in  antitimdr  etkileri, antiinflamatuar ve antioksidan aktivitelerinden
kaynaklanmaktadir. Apoptozu inhibe ederek kanser olusumunu 6nlemede de etkilidir [93].
Diger bir bilesik olan tirozoliin ise, LDL oksidasyonunu onleyici, serbest nitrojen ve
oksijen radikallerini temizleme gibi 6zelliklere sahip oldugu literatiirde belirtilmistir [94].
Bir diger bilesik olan rutin hidratin ise antioksidan, antikanserojenik, sitoprotektif,
antiplatelet, antitrombik, vazoprotektif ve kardiyoprotektif aktiviteler dahil olmak {izere
cesitli farmakolojik 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica rutinin néroprotektif bir
ajan oldugu ve kalp, beyin ve iskelet kasinda iskemik reperfiizyon hasarini iyilestirdigi
bulunmustur [89, 12].Ferulik asit kanserlerin ve metabolik bozukluklarin tedavisi ve
onlenmesine yonelik terapdtiklerin gelistirilmesi i¢in aktif bilesenlerdendir [90]. Ayrica
ferulik asit, ROS (reaktif oksijen tiirleri) ile miicadelede ¢ok etkili bir bilesiktir [91]. Ayni1
zamanda in vitro etkili bir antioksidan da olan kuersetinin, fizyolojik aralikta olan 0.25
mmol/LL  konsantrasyonlarinin LDL peroksidasyonunu inhibe ettigi belirtilmistir. Bu
nedenle kuersetin, kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesine katkida bulunabilir [92, 93].
Yapilan ¢aligmalar kuersetinin kanseri 6nleme ve tedavisindeki etkisini ortaya koymaktadir
[94]. P-koumarik asit ile ilgili ¢alismalar incelendiginde antioksidan 6zellikte oldugu, lipid

peroksidasyonunu yliksek ordanda inhibe ettigi, sicanlarda LDL oksidasyon seviyesini
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diistirdiigii ve akut enflamasyona neden olan, endotoksin lipopolisakkarit ile uyarilmig
aktiviteyi inhibe ettigi ortaya konmustur [95]. Kafeik asit, immiinomodiilator, sitostatik,
antibakteriyel, antifungal, antiproliferatif, antiviral, antiinflamatuar, antioksidan ve serbest
radikal bloke edici oOzelliklere sahiptir [96]. Vanilik asit, yilan zehiri aktivitesinin
engellenmesi, karsinojenez, apoptoz ve enflamasyon gibi ¢esitli farmakolojik aktivitelerle
iligkilendirilmistir. Cesitli caligmalar, vanilik asidin bagisiklik veya enflamatuar yanitlarin

yonetiminde etkinligine dair kanitlar saglamistir [97, 98].

2018 yilinda Giineydogu Tunus bolgesine ait 21 farkli zeytin kiiltivar1 ile yapilan bir
calismada %80’lik metanol ekstrelerinde kantitatif ve kalitatif fenolik bilesik analizi
sonucunda oleuropein (110,38-4741,62 mg/kg), hidroksitirosol (5,40-290,19 mg/kg),
apigenin 7 glukozit (9,44-2475,53 mg/kg), tirozol (2,10-174,62 mg/kg) dahil olmak iizere
12 ana fenolik bilesigin varlig1 tespit edilmistir. Oleuropein en yiiksek konsantrasyonu
Fougi cesidinde (4741,62 mg/kg) gosterirken, en diisiikk seviye ise Zarrazi g¢esidinde
(110,38 mg/kg) kaydedilmistir. Bununla birlikte, Zalmati Zarzis yiiksek
konsantrasyonlarda tirozol, vanilik ve kafeik asit ve vanilin icerirken, genel olarak rutin ve
luteolin 7- glukozid tespit edilen iki ana flavonoid olarak bildirilmistir [95]. 2021 yilinda
Domat kiiltivarinin fenolik bilesikleri LC-MS/MS ile arastirilmis; flavonol kuersetin,
izorhamnetin, luteolin, bes fenolik asit (klorojenik, protokatekuik, 2,5-dihidroksibenzoik,
kafeik ve gallik asit) ve ayrica glikozitler oleuropein, verbaskozid ve rutin zeytin yapragi
ekstraktinda daha yiiksek miktarda belirlenmistir [96]. 2021 yilinda yapilan baska
caligmada zeytin yapragi etanolik ekstraktinin bilesimi LC-MS ile belirlenmis ve aralarinda
luteolin ve rutinin baskin bilesikler oldugu ve 6nemli bir ursolik asit icerigine sahip
triterpenik asitlerin bulundugu ortaya c¢ikarilmistir [73]. Kiritsakis ve arkadaslar1 2010
yilinda yaptiklar1 ¢aligmada Yunanistan bdlgesine ait olan koroneiki, megaritiki ve
kalamon kiiltivarlarininun zeytin yapragi fenolik bilesimini LC/MS  kullanilarak
belirlemislerdir. Koroneiki ve kalamon ¢esitleri i¢in zeytin yapraginin % 60 metanol igeren
ekstraktlarinda belirlenen on ana bileseni sekologanosid, dimetiloleuropein, oleuropein
diglukozid, luteolin 7-glukozid, rutin, oleuropein, oleuroside, kuersetin, ligstrosid ve
verbaskozid olarak belirlemislerdir. Megaritiki kiiltivar1 i¢in ise 1ilgili bilesikler
sekologanosid, dimetiloleuropein, oleuropein diglukozid, luteolin 7-glukozid, oleuropein,
oleuroside, kuersetin ve ligstrosiddir. Her ii¢ kiiltivarda da oleuropeinin ana fenolik
bileseni temsil ettigi rapor edilmistir [97]. Tunus bolgesinde yetisen Chemlali kiiltivariyla

yapilan c¢alismada zeytin yapragi Ozii bilesimini incelemek i¢in LC-MS/MS analizi
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kullanilmigtir. Analiz sonucunda oleuropeinin, zeytin yapraklarindaki ana fenolik bilesik
oldugu, igeriginin yapraklarin hasat zamanma bagli olarak %17 ile %23 arasinda
degistigini belirlenmislerdir. Ayrica kloroformik zeytin yaprag: ekstraktinda bulunan diger
maddeler arasinda gallik asit, hidroksitirosol, kafeik asit, rutin, verbaskozid, luteolin 7-
glukozid, oleuropein heksosid I, isoverbaskozid, apigenin 7-glukozid, 60-O-[(2E)-2,6-
dimetil-8-hidroksi-2-oktenoiloksi]-sekologanosid ve jaspolyoside III de bulundugu
belirtilmistir [98]. Kuzeybati Yunanistan bolgesinde toplanan ve metanol ile hazirlanan
zeytin yapragi esktrelerinin fenolik bilesik dagilimi LC-MS ile belirlenmis ve diger
caligmalarda oldugu gibi ana bilesigin oleuropein oldugu ayrica analiz sonucunda diger
bilesiklerin hidroksitirosol, hidroksitirosol asetat ve flavonoidler luteolin, luteolin-7-
glukozid ve luteolin-4-glukozid oldugu rapor edilmistir [99]. Sifaoui ve arkadaslar1 Tunus
bolgesine ait Swebea Elgia kiiltivar ile yaptiklar ¢alismada, fenolik bilesiklerin tayini i¢in
en iyi ekstraksiyon metodunun %12,7 su, %14,8 etanol ve %72,5 metanol oldugunu
belirtmislerdir. LC-MS analizi sonucunda oleuropein ve luteolin-7-glukozid, gallik asit

rutinin ana bilesik oldugunu ortaya ¢ikarmislardir [76].

4.2 Antioksidan Kapasite Sonuclar:

Calismamizda kullanilan Olea europaea L. cv. Uslu, O europaea L. cv. Domat, O.
europaea L. cv. Gemlik ve O. europaea L. cv. Kiraz kiiltivarlarina ait zeytin yapraklarinin
su, metanol ve etanol ile hazirlanan ekstraktlarinin antioksidan kapasiteleri DPPH ve
ABTS ile arastirllmigtir. Her numunenin ICso degerleri Tablo 3.2'de gosterilmistir ve
numuneler pozitif kontrol olarak kullanilan gallik asit (0,1 mg/mL) ile karsilagtirilmistir.
Tablo 3.2'deki DPPH ve ABTS verilerine bakildiginda, gallik asit i¢in DPPH ICso sonucu
1,60 £ 0,00 pg/mL ve ABTS ICso sonucu 0,970 + 0,001 pg/mL olarak tespit edilmistir. O.
europaea L. cv. Uslu kiiltivarina ait 6rneklerin DPPH verileri 0.16 — 0.21 pg/pL arasinda
tespit edilmistir. En yiiksek antioksidan kapasite ise su ile hazirlanan zeytin yapragi
ekstraktinda saptanmistir (0.16 = 0.01 pg/ul). O. europaea L. cv. Uslu kiiltivarina ait
orneklerin ABTS verileri 0.029 — 0.063 pg/uL arasinda tespit edilmistir. En yliksek
antioksidan kapasite ise etanol ile hazirlanan zeytin yapragi ekstraktinda saptanmigtir
(0.029 £ 0.003 pg/ul). O. europaea L. cv. Domat kiiltivarina ait 6rneklerin DPPH verileri
0.16 — 0.21 pg/uL arasinda tespit edilmistir. En yiiksek antioksidan kapasite ise etanol ile
hazirlanan zeytin yapragi ekstraktinda saptanmistir (0.16 = 0.02 pg/uL). O. europaea L.
cv. Domat kiiltivara ait 6rneklerin ABTS verileri 0.023 — 0.079 pg/uL arasinda tespit

edilmistir. En yiiksek antioksidan kapasite ise etanol ile hazirlanan zeytin yaprag
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ekstraktinda saptanmistir (0.029 + 0.002 pg/uL). O. europaea L. cv. Gemlik kiiltivarina ait
orneklerin DPPH verileri 0.19 — 0.24 pg/uL arasinda tespit edilmistir. En yiiksek
antioksidan kapasite ise metanol ile hazirlanan zeytin yapragi ekstraktinda saptanmistir
(0.19 £ 0.01 pg/uL). O. europaea L. cv. Gemlik kiiltivarina ait 6rneklerin ABTS verileri
0.039 — 0.073 pg/uL arasinda tespit edilmistir. En yiliksek antioksidan kapasite ise metanol
ile hazirlanan zeytin yaprag: ekstraktinda saptanmistir (0.039 + 0.002 pg/uL). O. europaea
L. cv. Kiraz kiiltivarina ait 6rneklerin DPPH verileri 0.14 — 0.20 pg/uL arasinda tespit
edilmistir. En yliksek antioksidan kapasite ise su ile hazirlanan zeytin yapragi ekstraktinda
saptanmistir (0.14 £ 0.01 pg/uL). O. europaea L. cv. Kiraz kiiltivarina ait 6rneklerin
ABTS verileri 0.028 — 0.040 pg/pL arasinda tespit edilmistir. En yiiksek antioksidan

kapasite ise etanol ile hazirlanan zeytin yapragi ekstraktinda saptanmistir (0.028 £+ 0.002

ng/pL).

Literatiire bakildiginda 2019 yilinda Effasi ve arkadaslarinin dort farkli zeytin kiiltivarinin
(Chemlali, Sayali, Neb jmel, Meski) %80’lik metanol ile hazirlanan ekstraklarinin
antioksidan kapasitesini DPPH yOnetimi kullanarak aragtirmislar ve ICso degerlerini
belirlemislerdir. Arastirma sonuglarina gore en diisiik antioksidan kapasiteyi Sayali (63.52
+ 0,47 pl) kiiltivarinda, en yiiksek antioksidan kapasite ise Meski kiiltivarinda tespit
edilmistir (41.56 + 0.41 puL) [100]. Rafiee ve arkadaslar1 Iran bolgesine ait Cronaiky ve
Roghani cinsi zeytin yapraklarinin %80 metanol, aseton ve su ile hazirladiklar1 ekstaktlarin
antioksidan kapasitelerini DPPH yontemi ile arastirmiglardir. Her iki kiiltivarda da en iyi
sonuglart metanol ile hazirlanan ekstraktlardan elde etmislerdir. (Cronaiky: 86.81 + 043 puL
Roghani 90.05 + 0.28 puL) En diisiik sonuglar ise yine her iki tiirde de aseton ile hazirlanan
ekstraktlardan elde edilmistir (Cronaiky: 168 + 0.11 pL. Roghani 165 + 0.5 pL) [101].
Suudi Arabistan bolgesine ait Koroneiki kiiltivarina ait zeytin yapraklarmin %80’ lik
metanol ile hazirlanan ekstraktlarinin DPPH ile arastirilan antioksidan kapasitesinin ICso
degeri 36,88 mg/ml olarak tespit edilmistir [102]. 2015 yilinda DoleceAgogia, Mission,
Moriolo, Maurino, Carotina, Leccino, Gemlik ve Uslu kiiltivarlarinin DPPH yontemi ile
yapilan antioksidan kapasite sonuglarinin ICso degerleri, 22.46 pug/mL (Leccino), 23.5
pug/mL (Gemlik), 29.64 ng/ mL (DolecaAgogia), 46.34 pug/ mL (Moriolo), 82.1 pg/mL
(Mission), 115.5 pg/mL (Uslu), 196 pg/mL (Frantio) ve 198 pg/mL (Carotina) olarak tespit
edilmigtir [103]. Brezilya bolgesine ait olan Arbequina, Koroneiki ve Arbosana
kiiltivarlarinin etanol ile hazirlanan ekstraktlarinin antioksidan kapasiteleri ABTS metodu

ile arastinlmis ve 0.12 kg TEAC kg' olarak tespit etmislerdir [104]. Abaza ve
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arkadaglarinin yaptiklar1 c¢aligma da ise farkli c¢oziiciiler kullanarak hazirladiklar
ekstraktlarin antioksidan kapasitelerini ABTS yontemi ile aragtirmis ve 0,014 — 0,025 kg
TEAC kg! olarak tespit etmislerdir [105]. 2021 yilinda yapilan baska bir ¢alismada ise ii¢
farkl1 ¢oziicli kullanarak hazirlanan zeytin yapragi ekstraktlarinin antioksidan kapasiteleri
ABTS ve DPPH yontemleri ile arastirilmis ve sonug olarak su ile hazirlanan ekstraktlarin
ABTS ICso degerleri 0.557 £ 0.005 mg/ml, metanol ile hazirlanan ekstraktlarin 0.820 +
0.006 mg/ml olarak tespit edilmistir. Fakat etil asetat ile hazirlanan ekstraktlarin ABTS
degeri tespit edilememistir. Su ile hazirlanan ekstraktlarin DPPH ICso degerleri 1.082 +
0.004 mg/ml, metanol ile hazirlanan ekstraktlarin 0.723 + 0.002 mg/ml, etil asetat ile
hazirlanan ekstraktlarin 1.420 + 0.007 mg/ml olarak tespit edilmistir [106].

Calismamizdaki antioksidan aktivite sonuglari birbirleri ile kiyaslandiginda DPPH testinde
Olea europaea L. cv. Uslu ve O. europaea L. cv. Kiraz kiiltivarlarinda en 1yi sonuglar su
ile hazirlanan ekstraktlarda; O. europaea L. cv. Domat kiiltivarinda en iyi sonug etanol ile
hazirlanan ekstraktta; son olarak O. europaea L. cv. Gemlik kiiltivarinda ise metanol ile
hazirlanan ekstraktta tespit edilmistir. ABTS testinde en iyi sonuglar ise O. europaea L. cv.
Uslu, O. europaea L. cv. Domat ve O. europaea L. cv. Kiraz kiiltivarlarinda etanol ile
hazirlanan ekstraktlarda, O. europaea L. cv. Gemlik kiiltivarinda ise metanol ile hazirlanan
ekstraktta tespit edilmistir. Genel olarak kiyaslandiginda ise en yiiksek DPPH degeri su ile
hazirlanan O. europaea L. cv. Kiraz kiiltivarinda (0,14 = 0,01 pg/uL), ABTS testinde ise
etanol ile hazirlanan O. europaea L. cv. Domat kiiltivar1 (0,023 £+ 0,002 pg/ul)
ekstraktinda belirlenmistir. Genel olarak antioksidan aktivite sonuglarina bakildiginda
degerlerin birbirlerine olduk¢a yakin olduklar1 goriilmektedir. Yani calistigimiz
kiiltivarlarda antioksidan kapasitenin oldukc¢a gii¢lii oldugu soylenilebilinir. Sonuglar
literatiir ile kiyaslandiginda c¢alismamizda kullandigimiz O. europaea tiiriine ait
kiiltivarlarin antioksidan kapasite degerlerinin oldukca yiiksek oldugu goriilmektedir.
Diger karsilastirilan kiiltivarlarla arasindaki farkin cografi sartlar, ¢oziicii farki, edafik

faktorler ve yapraklarin toplanma zamanindan kaynaklanabilecegi diigiiniilmiistiir.

Bu yiiksek antioksidan aktiviteler, yliksek miktarda toplam fenolik igerikleri ve
flavonoidler gibi bazi1 biyoaktif bilesiklerin varligi ve 6zellikle iyi bilinen bir antioksidan
tiirevi olan oleuropein nedeniyle olabilir. Ilging bir sekilde, son zamanlarda yapilan bazi
caligmalar, diger fenolik bilesiklerin de zeytin yapraklarinin antioksidan aktivitesine dahil

olabilecegini gostermistir. Ornegin, daha énce O. europaea'da tanimlanan rutinin yiiksek

52



kolesterol diyetiyle beslenen farelerde oksidatif stresin neden oldugu zayiflatilmis
hepatotoksisiteyi azalttigini tespit edilmistir. Ayrica, daha once yapilan bir ¢aligma,
luteolin'in oksidatif stresi azaltarak diyabetin neden oldugu kardiyak disfonksiyonun
ilerlemesine kars1 koruyucu etkiler saglayabilecegini 6ne siiriilmiistiir. Hidroksitirosol ve
oleuropeinin in vivo antioksidan 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir [107]. Bu nedenle,
antioksidan aktivitenin ekstraksiyon kurutma yontemlerine ve ¢esitlere bagli oldugu ve test
edilen bitkilerde kimyasal bilesimden etkilendigi sonucuna varabiliriz [108]. Fenoller,
oleuroepsitler ve flavonoidlerin, fenolik hidroksil gruplarinin redoks ozellikleri ve
kimyasal yapilarindaki yapisal iligkiler nedeniyle serbest radikallere karsi Onemli
antioksidan aktivite gosterdikleri kanitlanmistir. Diger arastirmalar, polifenollerin,
noétrofillerin oksidatif patlama aktivitesini azaltmanin yani sira artan diizenleyici T hiicresi
ve splenosit iiretimiyle sonuglanan insan bagisiklik sistemini modiile etme yetenegini

gostermistir [109].

4.3 Sitotoksisite Testi Sonuclar

Bitki ekstraktlar glintimiizde bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak giivenli
bir sekilde kullanilabilecekleri toksik olmayan konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in
sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesine ihtiya¢ vardir [110]. Bu sebeple ¢alismamizda O.
europaea L. cv. Uslu, O. europaea L. cv. Domat, O. europaea L. cv. Gemlik ve O.
europaea L. cv. Kiraz kiiltivarlarinin su, metanol ve etanol ekstraktlarinin konsantrasyona
ve siireye bagl olarak saglikli insan lenfosit hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisi MTS

testi ile belirlenmistir.

4.3.1 MTS Testi Sonuclar

O. europaea L. cv. Uslu kiiltivarina ait MTS testi sonuglart Sekil 3.1° de verilmistir. Elde
edilen verilere gore Sekil 3.1 (a)’ da O. europaea L. cv. Uslu kiiltivarina ait yapraklarin
etanol ile hazirlanan ekstraktlariin 0.1lmg/L ve 0.25 mg/L dozlart 24 saatlik
inkiibasyondan sonra negatif kontrole kiyasla absorbansta istatistiksel olarak anlamli bir
artisla sonuclandi. (p<0.05). 48 Saatlik inkiibasyon sonrasinda ise 0.1 mg/L doz negatif
kontrole gore anlamli bir absorbans yiiksekligine sebep olurken 50 ve 100 mg/L dozlarda
negatif kontrole kiyasla absorbansta dnemli bir diislis gozlendi (p<0.05). Sekil 3.1 (b)
sonuclarina gore Uslu kiiltivarinin metanol ile hazirlanan ekstraktlarinda 0.1, 0.25, 0.5, ve
1 mg/L 24 saatlik inkiibasyondan sonra negatif kontrole kiyasla absorbansta 6nemli bir

artis gozlenmistir(p<0.05). 48 Saatlik inkiibasyon sonrasinda ise 50 ve 100 mg/L dozlarda
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negatif kontrole kiyasla anlamli bir absorbans diistikliigli saptanmistir (p<<0.05). Sekil 3.1
(c) sonuglarina gére O. europaea L. cv. Uslu kiiltivarina ait yapraklarin su ile hazirlanan
ekstraktlarinin 0.25 mg/L dozu 24 saatlik inkiibasyondan sonra negatif kontrole kiyasla
absorbansta istatistiksel olarak anlamli bir artisla sonug¢lanmistir. 50 mg/L dozda ise negatif
kontrole kiyasla anlamli bir absorbans diisiikliigli saptanmistir (p<0.05). 48 Saatlik
inkiibasyon sonugclar1 incelendiginde neredeyse tiim dozlar birbirlerine yakin absorbans
degerleri gosterirken sadece 50 mg/L dozda negatif kontrole kiyasla anlamli bir absorbans

disiikliigii saptanmustir (p<0.05).

O. europaea L. cv. Domat kiiltivarina ait MTS testi sonuglar1 Sekil 3.2° de verilmistir. Elde
edilen verilere gore Sekil 3.1 (a)’ da O. europaea L. cv. Domat kiiltivarina ait yapraklarin
etanol ile hazirlanan ekstraktlarmin 0.1mg/L ve 0.25 mg/L dozlar1 24 saatlik
inkiibasyondan sonra negatif kontrole kiyasla absorbansta istatistiksel olarak anlamli bir
artisla sonuglanmistir. (p<0.05). 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise 100 mg/L dozda
negatif kontrole kiyasla anlamli bir absorbans diisiikligii saptanmistir (p<<0.05). Sekil 3.2
(b) incelendiginde 0.1, 0.25, 0.5 mg/L dozlar1 24 saat inkiibasyon sonrasinda negatif
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir absorbans artisina sebep olmustur (p<0.05).
100 mg/L dozu ise 48 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda negatif kontrole kiyasla anlaml
bir absorbans diislisiine sebep oldugu belirlenmistir (p<0.05). Sekil 3.2 (¢) sonuglarina gore
O. europaea L. cv. Domat kiiltivarina ait yapraklarin su ile hazirlanan ekstraktlarinin 0.25
mg/L dozu 24 saatlik inkiibasyondan sonra negatif kontrole kiyasla absorbansta istatistiksel
olarak anlamli bir artigla sonug¢landigi belirlenmistir (p<<0.05).

100 mg/L dozu ise 48 saat inkiibasyon siiresi sonrasinda negatif kontrole kiyasla anlamli
bir absorbans diisiisiine sebep oldugu belirlenmistir (p<0.05) ve diger dozlarda birbirlerine

yakin absorbans degerleri tespit edilmistir.

O. europaea L. cv. Gemlik kiiltivarina ait MTS testi sonuglar1 Sekil 3.3° de verilmistir.
Elde edilen verilere gore Sekil 3.3 (a)’ da O. europaea L. cv. Gemlik kiiltivarina ait
yapraklarin etanol ile hazirlanan ekstraktlarinin 1 mg/L dozlar1 24 saatlik inkiibasyondan
sonra negatif kontrole kiyasla absorbansta istatistiksel olarak anlamli bir artigla
sonuclanmistir (p<0.05). 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda negatif kontrole kiyasla anlamli
bir absorbans artis1 gdzlenmemesine ragmen negatif kontrol ile yaklasik ayni absorbans
degerleri elde edilmistir. Sekil 3.3 (b) sonuglarina gére Gemlik kiiltivarinin metanol ile

hazirlanan ekstraktlarinda 1 mg/L dozda 24 saat inkiibasyon sonrasinda negatif kontrole
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gore istatistiksel olarak anlamli bir absorbans artisina sebep olmustur (p<0.05). 48 saatlik
inkiibasyon sonrasinda ise 25, 50 ve 100 mg/L dozlarda negatif kontrole kiyasla anlaml1 bir
absorbans diisiikliigii saptanmistir (p<0.05). Sekil 3.3 (¢) sonuglarina gore O. europaea L.
cv. Gemlik kiiltivarina ait yapraklarin su ile hazirlanan ekstraktlarinin 0.1, 0.25 ve 1 mg/L
dozu 24 saatlik inkiibasyondan sonra negatif kontrole kiyasla absorbansta istatistiksel
olarak anlamli bir artigla sonuglandig: tespit edilmistir. (p<0.05). 48 saatlik inkiibasyon
sonuglart incelendiginde neredeyse tiim dozlar birbirlerine yakin absorbans degerleri

gosterdigi saptanmistir.

O. europaea L. cv. Kiraz kiiltivarina ait MTS testi sonuglar1 Sekil 3.4’ de verilmistir. Elde
edilen verilere gore Sekil 3.4 (a)’ da O. europaea L. cv. Kiraz kiiltivarina ait yapraklarin
etanol ile hazirlanan ekstraktlarinin 24 saat inkiibasyon sonrasinda negatif kontrole kiyasla
anlamli bir absorbans artis1 gozlenmemesine ragmen negatif kontrol ile yaklasik ayni
absorbans degerleri elde edilmistir. 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda ise 1 mg/L doz
negatif kontrole gore anlamli bir absorbans yiiksekligine sebep olmustur (p<0.05). Sekil
3.4 (b) sonuglarima gore Kiraz kiiltivarinin metanol ile hazirlanan ekstraktlarinda 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan negatif kontrole gore absorbansta anlamli bir artis goriilmese de
negatif kontrol ile yaklasik olarak ayni absorbans degerleri elde edilmistir. 48 saatlik
inkiibasyon sonrasinda ise 50 ve 100 mg/L dozlarda negatif kontrole kiyasla anlamli bir
absorbans diisiikliigii saptanmistir (p<0.05). Sekil 3.4 (¢) sonuglarina gore O. europaea L.
cv. Kiraz kiiltivarina ait yapraklarin su ile hazirlanan ekstraktlarinin 1 mg/L dozu 24 saat
inkiibasyon sonrasinda negatif kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir absorbans
yiiksekligine sebep olurken 48 saatlik inkiibasyon sonuglari incelendiginde neredeyse tiim

dozlar birbirlerine yakin absorbans degerleri gostermistir (p<0.05).

O. europaea XKiiltivarlarinin yaprak kisimlarindan hazirlanan su, etanol ve metanol
ekstraktlarinin 0-100 mg/L doz araliginda lenfosit hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi
MTS testi kullanilarak arastirilmstir. Deneysel veriler incelendiginde tiim ekstraktlarin
ozellikle (0.1-25 mg/L) konsantrasyonlarinin lenfosit hiicrelerinin canliligin1 destekledigi
ve tanmimlanan doz aralifinda sitotoksik etki gostermedigi goriilmistiir. Diger taraftan
inkiibasyon siiresinin ve konsantrasyonlarin (50-100 mg/L) arttirtlmasinin ekstraktin hiicre
canlilig1 iizerindeki etkisini azalttigit da bulunmustur. Bu sistotoksik etkinin ise

ekstraktlardaki verbaskozid konsantrasyonlarimin yiiksek olmasia atfedilebilir. Yiiksek
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konsantrasyonlardaki verbazkozidin saglikli hiicrelerin mebran yapisini bozarak hiicre

canliligini azalttig1 literatiirde de belirtilmigtir [111].

Literatiirdeki ilgili ¢alismalar incelendiginde; 2016 yilinda yapilan bir ¢calismada zeytin
yapragi ekstresi ve epirubisin ile kombinasyonunun sitotoksik etkileri arastirilmistir. Hiicre
canliligt ATP testi kullanilarak MDA-MB- 231 ve MCF-7 hiicre hatlarinda 6l¢tilmiistiir.
Apoptozis, poli-(ADP-riboz) polimeraz (PARP) kirilmasi ve apoptozis iliskili genlerin
ifadeleri kullanilarak saptanmistir. Sonu¢ olarak hem zeytin yapragir ekstresi hem
epirubisin doza bagli olarak her iki hiicre hattinda da sitotoksik etkiye neden olmstur.
Ekstre, MDA-MB-231 hiicre hattinda epirubisinin sitotoksik etkisini daha da arttirmistir.
Ancak buna karsin, MCF-7 hiicre hattinda epirubisinin sitotoksik etkisini bozmustur.
Dogrulayici bir sonug olarak, MCF-7 hiicrelerinde epirubisin uygulamasiyla artan FASLG
ve HRK ifadeleri, epirubisin ekstre ile kombinasyon halinde kullanildiginda diigmiistiir
[112]. 2021 yilinda yapilan bir baska calismada ise zeytin yapraginin etanolik yaprak
ekstraktlarinin kardiyotoksisite ve Wistar sicanlarinda doksorubisin (DOX) tarafindan
indiiklenen oksidatif stres tlizerindeki etkileri aragtirilmigtir. Deneyler sonucunda zeytin
yaprag ekstraktinin karaciger kanseri hiicre hattinda DOX'un sitotoksisitesini giiclendirdi
ve kardiyotoksisitesine karsi korumada rol oynayabilicegi, bu nedenle, doksorubisinin
karaciger kanserini tedavi eden yardimci bir faktor olabilecegi ortaya konmustur [113].

Madalina Borugd ve arkadaslar1 (2020) yaptiklar1 ¢aligmada LC-MS ile zeytin yapragi
etanolik ekstraktinin bilesimi belirlenmis, A375 insan melanom hiicreleri lizerindeki in
vitro sitotoksisite, MTT testi (canli hiicre sayisi), Annexin V-FITC vasitasiyla
belirlemislerdir. Ekstrakt, aralarinda luteolin ve rutinin baskin bilesikler ve onemli bir
ursolik asit igerigine sahip triterpenik asitler oldugu bir dizi polifenol igerdigi tespit
edilmistir. Test edilen en yiiksek konsantrasyonda, 100 pg/mL'de, insan melanom hiicreleri
tizerinde 6nemli bir sitotoksik etki oldugu, biiyiiyen kilcal damarlarin gelisimini etkiledigi,
daralmis kilcal damarlar1 indiikledigi, ancak HET-CAM f{izerinde higbir toksisite belirtisi
kaydedilmedigi belirtilmistir [73]. 2011 yilinda yapilan ¢alismada zeytin yapragi 6zlerinin
A549 ve HUVEC hiicreleri iizerindeki sitotoksik etki MTT testi ile arastirilmistir. Test
sonucunda zeytin yapragi Ozleri belirli dozlarda sitotoksik etkiye sahip oldugu rapor
edilmistir. A549 hiicreleri iizerinde uygulanan dozlarin 24 saatlik muameleleri sonucunda
750pg/ml’lik doz diisiik miktarda sitotoksik gosterirken aymi miktarda dozun 48 saatlik
uygulamasi hiicre canliligim1 % 50’den daha fazla azalttigi, 1000 pg/ml’lik dozda ise 24

saatten itibaren hiicre canliliginin belirgin bicimde azalmaya bagladig1 tespit edilmistir
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[114]. Madalina Borugd ve arkadaslart (2020) yaptiklar1 ¢alismada LC-MS ile zeytin
yapragi etanolik ekstraktinin bilesimi belirlenmis, A375 insan melanom hiicreleri
tizerindeki in vitro sitotoksisite, MTT testi (canli hiicre sayisi), Annexin V-FITC
vasitasiyla belirlemislerdir. Ekstrakt, aralarinda luteolin ve rutinin baskin bilesikler ve
onemli bir ursolik asit igerigine sahip triterpenik asitler oldugu bir dizi polifenol igerdigi
tespit edilmistir. Test edilen en yiiksek konsantrasyonda, 100 pg/mL'de, insan melanom
hiicreleri iizerinde 6nemli bir sitotoksik etki oldugu, biiyiiyen kilcal damarlarin gelisimini
etkiledigi, daralmis kilcal damarlari indiikledigi, ancak HET-CAM f{izerinde higbir toksisite
belirtisi kaydedilmedigi belirtilmistir [73].

4.4 Genotoksisite Test Sonuclan

Gilinlimiizde sifali bitkiler etnobotanik olarak yaygin kullanildigindan ve yeni ilaglarin
gelistirilmesi i¢in bir kaynak oldugu icin, hem giivenlik hem de ekonomik kaygilar
acisindan mutajenik potansiyellerini dogrulamak amaciyla bitki 6zlerinin/maddelerinin
klinik Oncesi degerlendirmesi sirasinda genotoksisitenin degerlendirilmesi son derece
onemlidir [115]. Bu sebeple ¢alismamizda O. europaea cv. Uslu, O. europaea cv. Domat,
O. europaea cv. Gemlik ve O: europaea cv. Kiraz kiiltivarlarinin su, metanol ve etanol

ekstraktlarinin genotoksik potansiyelleri in vitro genotoksisite testi ile aragtirilmistir.

4.4.1 Mikroniikleus Testi Sonuclari

Calismamizda elde edilen mikroniikleus test sonuclarina bakildiginda negatif kontroliin
%MN oram1 10,37 + 0,21, H2O2nin (6,5 pg/ml) %MN oram1 25,39 + 0,34 olarak
bulunmustur. H>O» icin %MN'deki artis, negatif kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli belirlenmistir. (p<0.05) Uslu, Domat, Gemlik ve Kiraz kiiltivarlarinin H>O»
dozu ile birlestirilen 50 mg/L metanol, su, ve etanol 6zleri ile elde edilen % MN'deki
azalma, pozitif kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olarak
bulunmugtur. (p<0.05). Uslu, Domat, Gemlik ve. Kiraz kiiltivarlarinin yaprak
kisimlarindan hazirlanan metanol, su ve etanol ekstraktlarinin mikroniikleus sonuglari
Tablo 3.3’de gosterilmistir. Bu ¢alismada, 50 mg/L'lik bir dozun H>Ox'nin (6,5 pg/mL)
genotoksik etkilerini gidermesindeki potansiyeli arastirilmistir. Olea europaea cv. Uslu
kiiltivarinin yaprak kisimlariin su ekstraktinin 50 mg/L. dozunun % MN oranmi 11.6+0.47
olarak tespit edilmistir. Bu dozdaki artis, negatif kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli degildir (p>0.05). 50 mg/L dozunun H202 dozuyla kombinasyonunun %
MN orani 13.26+0.06 olarak bulunmustur ve negatif kontrol ile karsilastirildiginda % MN
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oranlarindaki artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). 50 mg/L dozu %
83.25 inhibisyon degerini vermistir. Olea europaea cv. Uslu Kkiiltivarmin yaprak
kisimlarmin etanol ekstraktinin 50 mg/L dozunun % MN oranm1 13.68+0.50 olarak tespit
edilmistir. Bu dozdaki artis, negatif kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli olarak
belirlenmistir (p<0.05). 50 mg/L dozunun H202 dozuyla kombinasyonunun % MN orani
16.92+0.53 olarak bulunmustur ve negatif kontrol ile karsilastirldiginda % MN
oranlarindaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). 50 mg/L dozu % 55.9
inhibisyon degerini vermistir. Olea europaea cv. Uslu Kkiiltivarinin yaprak kisimlarmin
metanol ekstraktinin 50 mg/LL dozunun % MN oran1 12.82+0.93 olarak tespit edilmistir.
Negatif kontrol ile karsilagtirildiginda bu dozdaki artig istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0.05). 50 mg/L dozunun H202 dozuyla kombinasyonunun % MN orani
18.05+£0.67 olarak bulunmustur ve negatif kontrol ile karsilastirlldiginda % MN
oranlarindaki artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). 50 mg/L dozu %
55.06 inhibisyon degerini vermistir. Sonuglara gore en iyi % inhibisyon degeri Olea
europaea cv. Uslu kiiltivarinin yaprak kisimlarinin su ekstraktinda elde edilmistir.

(%83.25)

Olea europaea cv. Domat kiiltivarinin yaprak kisimlarinin su ekstraktinin 50 mg/L
dozunun % MN oram1 12.444+0.30 olarak tespit edilmistir. Negatif kontrol ile
karsilagtirildiginda bu dozdaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). 50
mg/L dozunun H202 dozuyla kombinasyonunun % MN oran1 14.83+0.11 olarak
bulunmustur ve negatif kontrol ile karsilastirildiginda % MN oranlarindaki artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). 50 mg/L dozu % 72.21 inhibisyon
degerini vermistir. Olea europaea cv. Domat kiiltivarinin yaprak kisimlarmin etanol
ekstraktinin 50 mg/LL dozunun % MN oran1 13.79+0.53 olarak tespit edilmistir. Negatif
kontrol ile karsilastirildiginda bu dozdaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). 50 mg/L dozunun H202 dozuyla kombinasyonunun % MN oran1 16.31+0.20
olarak bulunmustur ve negatif kontrol ile karsilastirildiginda % MN oranlarindaki artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). 50 mg/L dozu % 61,68 inhibisyon
degerini vermistir. Olea europaea cv. Domat kiiltivarinin yaprak kisimlarinin metanol
ekstraktinin 50 mg/L dozunun % MN oranm1 14.73+0.52 olarak tespit edilmistir. Negatif
kontrol ile karsilastirildiginda bu dozdaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). 50 mg/L dozunun H>O> dozuyla kombinasyonunun % MN oran1 17.56+0.34

olarak bulunmustur ve negatif kontrol ile karsilastirildiginda % MN oranlarindaki artis
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istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). 50 mg/L dozu % 54.78 inhibisyon
degerini vermistir. Sonuglara gore en iyi % inhibisyon degeri Olea europaea L. cv. Domat

kiiltivarinin yaprak kisimlariin su ekstraktinda elde edilmistir. (%72.21)

Olea europaea cv. Gemlik kiiltivarinin yaprak kisimlarinin su ekstraktinin 50 mg/L
dozunun % MN oram1 12.17+0.24 olarak tespit edilmistir. Negatif kontrol ile
karsilagtirildiginda bu dozdaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). 50
mg/L dozunun H202 dozuyla kombinasyonunun % MN oran1 13.65+0.43 olarak
bulunmustur ve negatif kontrol ile karsilastirildiginda % MN oranlarindaki artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). 50 mg/L dozu % 80.71 inhibisyon
degerini vermistir. Olea europaea L. cv. Gemlik kiiltivarinin yaprak kisimlarmin etanol
ekstraktinin 50 mg/L. dozunun % MN oran1 11.67+0.36 olarak tespit edilmistir. Negatif
kontrol ile karsilastirildiginda bu dozdaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). 50 mg/L dozunun H202 dozuyla kombinasyonunun % MN orant 13.21+0.72
olarak bulunmustur ve negatif kontrol ile karsilastirildiginda % MN oranlarindaki artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). 50 mg/L dozu % 76.4 inhibisyon
degerini vermistir. Olea europaea cv. Gemlik kiiltivarinin yaprak kisimlarinin metanol
ekstraktinin 50 mg/L dozunun % MN orami 13.38+0.30 olarak tespit edilmistir. Negatif
kontrol ile karsilastirildiginda bu dozdaki artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). 50 mg/L dozunun H202 dozuyla kombinasyonunun % MN oran1 14.214+0.41
olarak bulunmustur ve negatif kontrol ile karsilastirildiginda % MN oranlarindaki artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). 50 mg/L dozu % 72.24 inhibisyon
degerini vermistir. Sonuglara gore en iyi % inhibisyon degeri Olea europaea L. cv. Gemlik

kiiltivarinin yaprak kisimlarinin su ekstraktinda elde edilmistir. (%80.71)

Olea europaea cv. Kiraz kiiltivarinin yaprak kisimlarinin su ekstraktinin 50 mg/L dozunun
% MN oran1 11.21+0.39 olarak tespit edilmistir. Negatif kontrol ile karsilastirildiginda bu
dozdaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). 50 mg/L dozunun H20:2
dozuyla kombinasyonunun % MN oran1 12.97+0.49 olarak bulunmustur ve negatif kontrol
ile karsilagtirildiginda % MN oranlarindaki artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). 50 mg/L dozu % 86.29 inhibisyon degerini vermistir. Olea europaea cv. Kiraz
kiiltivarinin yaprak kisimlarinin etanol ekstraktinin 50 mg/L dozunun % MN orant
12.08+1.30 olarak tespit edilmistir. Negatif kontrol ile karsilastirildiginda bu dozdaki artis

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). 50 mg/L dozunun H202 dozuyla
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kombinasyonunun % MN orant 11.95+£0.21 olarak bulunmustur ve negatif kontrol ile
karsilastirildiginda % MN oranlarindaki artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). 50 mg/L dozu % 92.34 inhibisyon degerini vermistir. Olea europaea L. cv. Kiraz
kiiltivarinin yaprak kisimlarinin metanol ekstraktinin 50 mg/L. dozunun % MN oram
11.72+0.49 olarak tespit edilmistir. Negatif kontrol ile karsilastirildiginda bu dozdaki artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). 50 mg/L dozunun H202 dozuyla
kombinasyonunun % MN oran1 11.75+0.82 olarak bulunmustur ve negatif kontrol ile
karsilagtirildiginda % MN oranlarindaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). 50 mg/L. dozu % 85.97 inhibisyon degerini vermistir. Sonuglara gore en iyi %
inhibisyon degeri Olea europaea L. cv. Kiraz kiiltivarinin yaprak kisimlarmin etanol

ekstraktinda elde edilmistir. (%92.34)

i

X
i

Sekil 4.1: a- Bir MN, b- ki MN igeren biniikleat hiicreler [54]
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Sekil 4.2: Mononiikleat, biniikleat, triniikleat ve tetraniikleat hiicreler [54]

LC-MS/MS sonuglarma bakildiginda kiiltivarlarin 6nemli oranda yiiksek oleuropein
konsantrasyonuna sahip oldugu goriilmektedir. Oleuropeinin, immiin diizenleyici eylemleri
desteklemenin yani sira kansere ve kalp hastaliina karsi koruyucu 6zellikler gosterdigi
kanitlanmigtir. Oleuropein, kiiltlirde insan tiimor hiicrelerinin gogiinii ve ¢ogalmasini
inhibe eder. oleuropeinin kanser hiicrelerini geri doniisiimsiiz bir sekilde motiliteyi,
replikasyonu ve invazivligi inhibe ettigini ve bu etkilerin normal hiicrelerde tedavi

kaldirildiginda geri doniisiimlii oldugunu gostermistir [109].

Literatiire bakildiginda 2014 yilinda yapilan bir ¢alismada kuru zeytin yapragi ekstresinin
insan l6kositlerinde adrenalin kaynakli DNA hasarina kars1 etkisini comet testi kullanarak
arastirmiglaridir. 6 saglikli denekten alinan periferal kan 16kositleri, iki farkli protokol, 6n
tedavi ve tedavi sonrasi olmak iizere 37 °© C'de 30 dakika siireyle ii¢ nihai kuru zeytin
yapragl ekstresinin konsantrasyonu (0.125, 0.5 ve 1 mg / mL) ile in vitro olarak
uygulanmistir ve kuru zeytin yapragi ekstresinin adrenalin tarafindan indiiklenen DNA
lezyonlarinin olusumunu hafifletme kabiliyeti degerlendirilmistir. Yalnizca adrenaline
maruz kalan hiicrelere kiyasla, kuru zeytin yaprag: ekstresinin, her {i¢ konsantrasyonda ve

her iki deney protokoliinde DNA hasarinda 6nemli bir azalma (p <0.001) gosterdigi
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belirlenmistir. Pearson korelasyon analizi, kuru zeytin yaprag: ekstresinin konsantrasyonu
ile 10kosit DNA hasar1 arasinda anlamli bir pozitif iliski ortaya ¢ikarmistir (p <0.05) [116].
Topalovic ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir bagka ¢alismada ise standartlagtirilmis bir kuru
zeytin yapragi ekstraktinin insan tam kan hiicrelerinde 17-estradiol ve dietilstilbestrol
tarafindan indiiklenen DNA hasar1 iizerindeki antigenotoksik potansiyeli in vitro olarak
comet testi kullanarak arastirilmistir. Sonug olarak kuru zeytin yaprag: ekstrakti, test edilen
konsantrasyonlarda (0.125, 0.5 ve 1 mg/mL) tedavi oncesi ve sonrasi olmak iizere iki
deneysel protokol altinda Ostrojen kaynakli DNA hasar1 olan hiicre sayisin1 azaltmada
etkili oldugu ortaya konmustur. Sonug¢ olarak kuru zeytin yapragi ekstraktinin koruyucu
potansiyelinin, radikal siipirme etkisinden ve hiicrelerin antioksidan kapasitesini
artirmasindan kaynaklanabilecegi 6ne siirtilmiistiir [67]. 2020 yi1linda yapilan bir ¢alismada
iki romatoid artrit hastas1 grubunda periferik kan lenfositlerindeki sitogenetik degisiklikleri
kromozom aberasyon ve mikroniikleus testi ile degerlendirmislerdir. Kuru zeytin yapragi
ile tedaviden Once her iki grupta da yiiksek frekansta kromozom aberasyon ve
mikroniikleus tespit edilmistir. Tedaviden sonra her iki frekansta da azalma olmasina
ragmen baslangica gore anlamli bir azalma olmadigi tespit edilmistir. Sonug¢ olarak
romatoid artrit hastalifinda sadece zeytin yapragi ekstresinin yeterli olamayacagi rapor
edilmistir [117]. Zeytin yaprag: ekstrakt1 kullanilarak sentezlenen giimiis nanopartikiillerin
(Ag-NP'") genotoksik etki lizerindeki olas1 etkilerini incelemek amaciyla iki aylik toplam
otuz albino fare iizerinde (bes tedavi grubu) yapilan bir ¢alisma da ise kromozom
aberasyon testi kullanilmistir. Arastirma sonucunda kontrol ve ham zeytin yapragi ekstrakti
gruplart ile karsilastirildiginda tim Ag-NP gruplarinda kromozomal aberasyonlar igin
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar (p<0.05) gézlendigi ayrica Ag-NP'lerin oral yoldan
verilmesi farelerde genotoksik hasara neden olabilecegi; hem ¢evre hem de insan sagligi
icin bir risk tegkil ihtimalini ortaya ¢ikarmistir [118]. Turkez ve arkadaslar1 (2012) zeytin
yapragi ekstresinin si¢anlarda permetrinin indiikledigi genotoksik ve oksidatif hasari
modiile etmeyi amac¢lamislardir. Kullanilan hayvanlar1 genel olarak dort (A, B, C ve D)
deneysel gruba ayirmiglardir. Grup A sigcanlari, kontrol hayvanlar1 olarak gérev yapmis ve
intraperitoneal olarak damitilmis su, Grup B ve C siganlarina sirasiyla intraperitoneal
permetrin (60 mg kg'!' canli agirlik) ve zeytin yapragi ekstresi (500 mg kg-! canli agirlik)
enjeksiyonlari, Grup D sicanlar1 permetrin (60 mg kg-! canli agirlik) art1 zeytin yaprag
ekstresi (500 mg kg' canli agirlik) enjeksiyonlar1 21 giin boyunca uygulanmistir.
Genotoksik  hasar, mikroniikleus ve kromozomal aberasyon deneyleri ile

degerlendirilmistir ve sonug olarak zeytin yaprag: oziitiiniin yararl: etkilere sahip oldugu ve
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permetrin toksisitesini antagonize edebildigi sonucuna varilmistir [69]. Soni ve
arkadaslarinin 2006 yilinda yaptiklari bir ¢alismada ise sulu zeytin 6zlerinin kullaniminin
giivenligini ve oOzellikle de hidroksitirozoliin toksisitesini belirlemeyi amaglamislardir.
Fareler tizerinde in vivo mikroniikleus test sonuglarina gore farelerin 29 giin boyunca 5000
mg/kg/glin'e kadar doz seviyelerinde hidroksitrozole oral maruziyeti, kemik iliginde
polikromatik eritrositlerde artisina neden olmadigi tespit edilmistir [119]. Polikromatik
eritrosit sayisindaki artis kromozomal hasarin veya anafaz gecikmesi sonucu meydana

gelen sitogenetik hasarin bir gostergesidir [54].

4.4.2 In vivo Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) Sonuglari
Somatik hiicrelerdeki mutasyonlar kanserin baslamasinda ve karsinejonik siirecin diger
asamalarinda koklii rol oynarlar. Bu anormal hiicresel siirecin indiiksiyonunu belirlemek
i¢cin en sik kullanilan tekniklerden birisi SMART testidir. Sineklerin somatik hiicrelerinde
indiiklenmis genetik degisikliklerin ve heterozigotluk kaybinin tespitine dayanan bu
prosediir Okaryotik hiicrelerde basit ve karmasik maddelerin genotoksisitesini ve
antigenotoksisitesini degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir prosediirdiir [120]
[59]. Calismamizda Olea europaea Uslu, Domat, Gemlik ve Kiraz kiiltivarlarina ait su,
metanol ve etanol ekstraktlarinin SMART testi sonuglart Tablo 3.4-Tablo 3.7 de
verilmigstir. Elde edilen verilere gore kanat basina en yiiksek tek ve ¢ift nokta frekanslarin
biitiin kiiltivarlarda H>O uygulamalarinda gozlendigi ayrica bu artiglarin istatistiksel
anlamda anlamli oldugu tespit edilmistir. (p < 0.05). Biiyiik tek noktalar ¢ok nadir goriilse
de burada da en yliksek frekans degeri yine tiim kiiltivarlarda H>O; uygulamalarinda
gozlenmistir. Uslu kiiltivarinin su, etanol ve metanol ekstraklar1 incelendiginde kanat
basina kiiclik tek nokta frekanslari, H>O; uygulanan 6rneklere gore sirasiyla 4.44, 5.71 ve
4.00 kat daha diisiik oldugu belirlenmistir. (p < 0,05). Domat kiiltivarina ait su, etanol ve
metanol ekstraktlarinin kiiciik tek nokta frekanslarina bakildiginda H>O; uygulanan
orneklere kiyasla sirasiyla 4.44, 10.00 ve 13.30 kat daha diisiik oldugu belirlenmistir. (p <
0,05). Calismada kullanilan Gemlik kiiltivarinin su, etanol ve metanol ekstraktlarinin
kii¢iik tek nokta frekanslari incelendiginde H>O> uygulanan orneklere kiyasla sirasiyla
6.66, 6.66 ve 10.00 kat, kiraz kiiltivarinda ise bu oranin 5.00, 4.44 ve 6.66 kat daha diisiik
oldugu belirlenmistir. (p < 0,05) Tiim verilere bakildiginda Olea europaea Uslu, Domat,
Gemlik ve Kiraz kiiltivarlarina ait su, metanol ve etanol ekstraktlarinin Drosophila
melanogaster kanadinda somatik mutasyonlar1 anlamli bir sekilde Onledigi tespit

edilmistir.
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Calismamizda oksijen-radikal ~mekanizmalarina, gen mutasyonuna, kromozomal
aberasyona ve DNA tek sarmal kirilmalar1 yoluyla DNA’ da hasari olusturdugu bildirildigi
icin H»0,, SMART testinde pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Calistigimiz
kiiltivarlardaki 6zellikle Domatta oleuropein, 3-hidroksitirozol, luteolin, luteolin 7-
glukozid ve verbazkozid fenolik bilesenlerinin yogunlugu géze carpmaktadir. Oleuropein,
diisiik konsantrasyonlardaki H>O» tarafindan {iretilen DNA hasarlarini azaltmaktadir.
Oleuropein gibi antioksidan kapasitesi yiiksek olan molekiillerin, kanserojenlerin etkilerini
bloke etmek, kanserojenlerin detoksifikasyonunda gorevli olan bazi enzimlerin seviyesini
arttirmak (glutatson s transferaz), DNA onariminin uyarilmasi gibi mekanizmalarla
fonksiyonlar1  aciklanabilir  [66].  Hidroksitrozoliin,  ozellikle  disik  H»O»
konsantrasyonlarinin indiiklemis oldugu zarari 6nemli o6l¢iide azalttigi literatiirde de
bildirilmistir. Hidroksitrozoliin farkli hiicre tiplerinde DNA oksidatif hasar1 6nledigini,
hidroksil radikallerini etkili bir sekilde temizledigi de bilinmektedir. Bir polifenolik
birlesik olan verbezkozidin lipit peroksidasyonunu onledigi, hidroksil radikallerini etkisiz
hale getirdigi ve bunlara bagli olarak da H>O, tarafindan indiiklenen genomik DNA
hasarlarinin giderilmesinde rol aldig1 literatiirde bildirilmektedir [111]. Luteolinin
kromozom degisikliklerini inhibe ettigi, antitomorojenik, antioksidan ve antiinflamatuar
etkilerinin oldugu rapor edilmistir. Ayni zamanda luteolin antiproliferatif etkilerinin
oldugu da bildirilmektedir. Ayrica oleuropein ve luteolin in vitro kaspas aktivasyonunu
indiikledigi bildirilmistir. Bu siirecin genellikle hiicre programli bir 6liime yol agmak i¢in
gerekli oldugu disiiniiliir. Bu sisteinproteaz ailesi apoptoz gegiren hiicrelerde gozlenen
tipik morfolojik degisikliklere yol agan hiicre iskeleti gibi anahtar hiicresel proteinlerin

boliinmesinden sorumludur [66].

Literatiire bakildiginda Anter ve arkadaslar1 (2011) tarafindan gergeklestirilen bir
caligmada zeytin yapragi ekstraktlarindaki temel biyoaktif fenoller ve miktarlari
belirlenmis ve bunlarin genotoksik / antijenotoksik, sitotoksik ve apoptotik etkileri
degerlendirilmistir. Drosophila melanogasterin kanat imajinal disklerinde somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART), genel zeytin yapragi ekstratlarinin ve farkl
konsantrasyonlarda oleuropein ve luteolin'in ayr1 bilesenlerinin olas1 genotoksisitesini test
etmek icin gergeklestirilmistir. Bu ekstraktlar H>O> ye karsi antigenotoksik aktivite ile
birlikte, DNA korumasi agisindan oleuropein ve luteolin'in giivenligini ortaya ¢ikarmistir
[66]. 2009 yilinda ticari olarak satilan Yunanistan bolgesine ait zeytinyaginda yapilan

caligmada ise yenilebilir zeytinyaginin D. melanogaster in herhangi bir mutant leke artist
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gozlemlenmediginin ve bu sonuglarin giinliik diyetin bir pargasi olarak zeytinyaginin dogal
ozelliklerine olan ilginin devam etmesi beklediklerini rapor etmislerdir [121]. Literatiirdeki
baska tiirlerle yapilan caligmalara bakildiginda Patenkovic ve arkadaslari Lamiaceae
familyasina ait olan, Salvia officinalis (adagay1) lizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada metil
metansiilfonatin neden oldugu mutasyonlarin sikligin1 azaltmada agik bir antimutajenik
etkiye sahip oldugunu tespit etmiglerdir [63]. Asteraceae familyasi lizerinde yapilan baska
bir calismada ise Artemisia herba-alba bitkisinin etanolik ekstraktlarinin metil
metansiilfonatin ile birlikte uygulanmasinin 6nemli bir antimutajenik bir etki gdsterdigini
ve %84 oraninda inhisyon gergeklestirdigi belirtilmistir [122]. Batista ve arkadaslar1 2021
yilinda yaptiklart calismada ise Chrysobalanaceae familyasindan olan Licania rijida
bitkisinin yaprak kisimlarindan hazirlanan sulu ekstraktlarinin 5, 10 ve 20 mg/mL
dozlarinda negatif (saf su ile islenmis) ve pozitif (doksorubisin ile islenmis) kontrolleri ile
karsilagtirildiginda neden oldugu hicbir  genotoksik/mutajenik  etki olmadigini
gostermistirlerdir [123].

4.4.3 In vivo Toksisite Sonuglari

4.4.3.1 Olea europaea Uslu Kiiltivarina Ait In vivo Toksisite Sonug¢lari

Olea europaea Uslu kiiltivarinin metanol, su ve etanol ekstraktlarinin (50 mg/L) D.
melanogaster’ a karst toksisitesi hayatta kalma, puparasyon ve eklosyon oranlari
hesaplanarak bulunmustur. Sonucglar Sekil 3.9, 3.10 ve 3.11°de verilmistir. Elde edilen
sonuclara gore H>O» yasama ve eklosyon oranini (%) onemli Ol¢lide azaltmistir. Su ve
etanol ekstraktlart % puparasyon degerini degistirmezken metanol ekstrakti larva
asamasina zarar vererek % puparasyon degerini diisiirmiistiir. % hayatta kalma verilerine
bakildiginda hem etanol hem de metanol ekstarktlari anlamli bir diisiise sebep olurken
(p<0.05) su ekstraktinda anlamli bir diisiis gézlemlenmemistir. Ayrica su ve metanol
ekstaktlart pupanin sinege donlisme asamasinda zarar verip % eklosyon degerini

diigtirmstir.

4.4.3.2 Olea europaea Domat Kiiltivarina Ait In vivo Toksisite Sonuclari

Olea europaea Domat kiiltivarinin metanol, su ve etanol ekstraktlarinin (50 mg/L) D.
melanogaster’ a karst toksisitesi hayatta kalma, puparasyon ve eklosyon oranlari
hesaplanarak bulunmustur. Sonuclar Sekil 3.12, 3.13ve 3.14’de verilmistir. Etanol ve
metanol ekstraktlari negatif kontrole kiyasla % puparasyon degerinde anlamli bir artisi

saglamistir. (p<0.05) % hayatta kalma verileri incelendiginde her 3 ekstrakt anlamli bir
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degisiklige yol agmazken H»O; anlamli bir diisiise neden olmustur. Ayrica su, etanol ve
metanol ekstaktlar1 ile H2O pupanin sinege donlisme asamasinda zarar verip % eklosyon

degerini 6nemli derecede diisiirmiistiir. (p<<0.05)

4.4.3.3 Olea europaea Gemlik Kiiltivaria Ait In vivo Toksisite Sonuglari

Olea europaea Gemlik kiiltivarinin kiiltivarinin metanol, su ve etanol ekstraktlarinin (50
mg/L) D. melanogaster' a kars toksisitesi hayatta kalma, puparasyon ve eklosyon oranlari
hesaplanarak bulunmustur. Sonuglar Sekil 3.15, 3.16ve 3.17°de verilmistir. Elde edilen
sonuglara gore H>O» hayatta kalma ve eklosyon oranini 6nemli 6lgiide azaltmistir. (p<0.05)
Puparasyon degerleri incelendiginde su ekstrakti larva asamasina zarar vererek degeri
diisiiriirken etanol ve metanol ekstraktlarinda negatif kontrole gore anlamli bir artis oldugu
tespit edilmistir. Hayatta kalma verileri incelendiginde su ekstarktr larvalarin sinege
doniismesine zarar vererek hayatta kalma oranini1 anlamli bir sekilde diigtirmiistiir. (p<0.05)
Ayrica etanol ve metanol ekstaktlar1 pupanin sinege doniisme asamasinda zarar verip %

eklosyon oraninda anlamli bir diisiise neden olmustur. (p<0.05)

4.4.3.4 Olea europaea Kiraz Kiiltivarina Ait In vivo Toksisite Sonug¢lari

Olea europaea Kiraz kiiltivarinin kiiltivarinin metanol, su ve etanol ekstraktlarinin (50
mg/L) D. melanogaster' a karsi toksisitesi hayatta kalma, puparasyon ve eklosyon oranlari
hesaplanarak bulunmustur. Sonuglar Sekil 3.18, 3.19 ve 3.20°de verilmistir. Elde edilen
sonuclara gére H»0O,, hayatta kalma ve eklosyon oranlarinda onemli bir diisiise sebep
olmustur. (p<0.05) Puparasyon degerleri incelendiginde metanol ekstrakti larva agamasina
zarar vererek degeri diisiirlirken su ve metanol ekstraktlarinda negatif kontrole gore
anlamli bir artig oldugu tespit edilmistir. Her 3 ekstrakt hayatta kalma oraninda anlamli bir
degisiklige yol agmamistir. Ayrica su ve etanol ekstaktlari pupanin sinege doniigme

asamasinda zarar verip % eklosyon oraninda anlamli bir diisiise neden olmustur. (p<0.05)

Tim kiiltivarlarin sonuglar1 karsilastirildiginda birbirinden farkli sonuglarin ortaya ¢iktigt
bunun nedeninin farkli ekstraktlar ve kiiltivarlar besiyerinin kokusunu ya da tadii
etkilemis olabilecegi disiiniilmektedir. Ciinkii Drosophila’nin toksik maddeleri tespit
etmek icin koku ve tat alma duyusunu hassas bir sekilde kullanabildigi bilinmektedir [124].
Uslu kiiltivarinin etanol, Gemlik kiiltivarinin su ve Kiraz kiiltivarun metanol ekstraktlari
eklosyon siirecini etkilemedigi ve dolayisiyla Drosophila iizerinde toksik bir etkisinin

olmadig1 gorilmistiir.
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Literatiire bakildiginda 2020 yilinda yapilan bir ¢alismda su ise hazirlanan Hibiscus
sabdariffa ekstraktlarinin belirli doz araliklarinda negatif kontrole gore D. Melanogaster ¢
in mortalite ve eklosyon oranlarinda anlamli bir degisiklik olmadigini tespit etmislerdir
[125]. Benil ve arkadaslar1 Yaptiklar1 bir baska ¢alismada ise Boerhavia diffusa biktisinin
su ile hazirlanan ekstraktlarinin Drosophila'da toliienden dolay1 olusan gelisimsel ve lireme

toksisitesini engelledigini belirtmislerdir [126].

67



5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada Oleaceae familyasindan olan Olea europaea’ nin 6zellikle Ege ve Marmara
bolgesinde yayilis gosteren Uslu, Domat, Gemlik ve Kiraz kiiltivarlarinin yaprak
kisimlarindan hazirlanan etanol, su ve metanol ekstraktlarinin biyolojik, sitotoksik ve
genotoksik aktiviteleri degerlendirilmistir.

Calisma sonucunda elde edilen sonuglara gore;

» O europaea kiiltivarlarinin yaprak kisimlarindan hazirlanan ekstraktlarinin fenolik
madde icerikleri LC-MS/MS ile incelenmis; biitiin kiiltivarlarda oleuropein,
verbaskozid, 3-hidroksitirozol, luteolin 7-glukozid bilesiklerinin ana bilesik
olduklar1 bulunmustur.

» O.europaea kiiltivarlarinin yaprak kisimlarindan hazirlanan su, etanol ve metanol
ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri DPPH ve ABTS testleri ile arastirilmistir.
DPPH analizi sonucunda en iyi antioksidan aktivite su ile hazirlanan Kiraz
kiiltivarinda (0,14 £+ 0,01); ABTS analizi sonucunda en iyi antioksidan aktivite
etanol ile hazirlanan Domat kiiltivarinda tespit edilmistir (0,023 £ 0,002).

» O.europaea kiiltivarlarinin yaprak kisimlarindan hazirlanan su, etanol ve metanol
ekstraktlarinin in vivo antioksidan aktiviteleri arastirilmis ve sonug¢ olarak biitiin
kiiltivarlarda negatif kontrole gore anlamli bir degisiklik bulunamamistir. Bu da
bitki Orneklerinin saglikli  Drosophila melanogaster’in normal antioksidan
mekanizmalarina zarar vermedigini gostermektedir.

» O europaea Kiiltivarlarinin yaprak kisimlarindan hazirlanan su, etanol ve metanol
ekstraktlarinin 0-100 mg/L doz araliginda lenfosit hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkisi MTS testi kullanilarak arastirilmstir. Deneysel veriler incelendiginde tiim
ekstraktlarin ozellikle (0.1-25 mg/L) konsantrasyonlarinin lenfosit hiicrelerinin
canliligimi destekledigi ve tanimlanan doz araliginda sitotoksik etki gdstermedigi
goriilmiistiir. Diger taraftan inkiibasyon siiresinin ve konsantrasyonlari (50-100
mg/L) arttirilmasinin ekstraktin hiicre canliligi iizerindeki etkisini azalttigi da
bulunmustur.

» O.europaea kiiltivarlarinin yaprak kisimlarindan hazirlanan su, etanol ve metanol
ekstraktlarinin 50 mg/L dozlarmin genotoksik aktiviteleri mikroniikleus, /n vivo
somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ve in vivo toksisite testleri ile

arastirilmistir. Mikrontiikleus verileri incelendiginde negatif kontrole kiyasla bitki +
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hidrojen peroksit 6rneklerinin olusturdugu en diisiik mikroniiklues degerlerini Uslu
kiiltivarinda Metanol (50 mg/L + H>O»), Domat kiiltivarinda Su (50 mg/L + H>0,),
Gemlik kiiltivarinda Etanol-(50 mg/L + H>0,) ve Kiraz kiiltivarinda Metanol (50
mg/LL + H»0») olarak tespit edilmistir. Lenfosit hiicreleri iizerinde hidrojen
peroksitin olusturdugu genotoksik hasar1 inhibe oranlar1 ise Uslu kiiltivarinda Su
(%83,25), Domat kiiltivarinda Su (%72,21), Gemlik kiiltivarinda Su (%80,71) ve
Kiraz Kiiltivarinda ise etanol ile hazirlanan ekstraktta (%92,34) olarak tespit
edilmistir. SMART testi verileri incelendiginde tiim kiiltivarlarda kanat basina
kiigtik tek nokta frekanslari, H2O2 uygulanan 6rneklere gore en az 4.44 kat daha az
belirlenmistir. Tiim sonuglara bakildiginda O.europaea Uslu, Domat, Gemlik ve
Kiraz kiiltivarlarina ait su, metanol ve etanol ekstraktlarinin Drosophila
melanogaster kanadinda somatik mutasyonlar1 anlamli bir sekilde onledigi tespit
edilmistir.

» In vivo toksisite sonuglari incelendiginde farkl kiiltivarlarin ve farkli ¢oziiciilerin %
puparayon, % hayatta kalma ve % eklosyon degerlerinin birbirinden farkli oldugu
tespit edilmistir. Fakat Uslu kiiltivarinin etanol, Gemlik kiiltivarinin su ve Kiraz
kiiltivarinin metanol ekstraktlar1 eklosyon siirecini etkilemedigi ve dolayisiyla

Drosophila izerinde toksik bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Sonug olarak, O.europaea kiiltivarlarinin yaprak kisimlar1 belirlenen doz ve ¢dziiciilerde
genotoksik etki gdstermemis ve hidrojen peroksitin neden oldugu genotoksik zarar1 6nemli
Olciide engellemistir. Elde edilen sonuglara dayanarak, O.europaea’ nin ikincil
metabolitlerinin, oksidatif stresin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde tibbi olarak
faydalanilmasimni ayrica aktif bilesiklerin ¢alisilmasi ve izole edilmesiyle In vivo

caligmalara genisletilebilecegine inanilmaktadir.
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e-Posta:info(@ beykent edu tr Web:www beykent.edu tr
Kep Adresi-beykentunv@hs01 kep tr

ektronik imza ile imzalanmigtir.\n Evrak dogrulamasi {VALURL} adresinden yapilabilir

Sekil A.0.1Etik Kurul Karari
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