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Ozet

Plumbaginaceae ailesinin bir iiyesi olan P. europea, antibakteriyal, antifungal, antikanser ve antimutajenik
ozellik gosteren medikal bir bitkidir. Bu ¢aligma S. cerevisiae kiiltiir ortaminda olusturulan oksidatif strese kars1
P. europea oziitiinlin antioksidan etkilerini belirlemek amaciyla yapildi. Calismada kullanilan S. cerevisiae
besiyerinde ¢ogaltildi ve oksidatif stres olusturmak amaciyla ortama H,0, + FeCl, (bitki grubuna H,O, + FeCl,
ilave olarak P. europea oziitii (PLM)) eklendi. P. europea’nin maya kiiltiir ortaminda olusturulan oksidadtif
strese karsi koruyucu etkisi malondialdehit (MDA) seviyesi, glutatyon, total protein ve siiperoksit dismiitaz
(SOD) diizeylerini olgiilerek belirlendi. Bitki 6ziitlii eklenen grupta MDA ve total protein seviyeleri reaktif
grubuna (FR) kiyasla artt1 ancak glutatyon miktar1 anlamli seviyede azaldi (p<0.05). Sodyum dodesil siilfatli-
poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-Page) analizinde ise SOD ve katalaz (CAT) miktarinin FR grubuna kiyasla
azaldigi tespit edildi. Calisma sonuglarimiz P. europea’nin maya kiiltiirii tizerine oksidan etki gosterdigini ortaya
koymaktadir. Bu etkinin nasil meydana geldigi veya maya {izerine hangi bilesiklerin toksik etki gdsterdigini
belirlemek i¢in kapsamli arastirmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Plumbago europea, Saccharomyces cerevisiae, antioksidan aktivite, toplam protein

The Effect of Plumbago europaea L. on Saccharomyces cerevisiae in
Medium

Abstract
The P. europea is a medical plant having antibacterial, antifungal, anticancer and antimutagen characteristic as a

member of Plumbaginacea family. This study was achieved to determine the antioxidant effects of the P.
europea extract against oxidative stress to be formed in S. cerevisiae media. The S. cerevisiae that was used in
the study, was proliferated in the medium and the media was added H,0, + FeCl, (to the plant group H,0O, +
FeCl, plus P. europea extract (PLM)) to form the oxidative stress. The protective effect of the P. europea against
oxidative stress to be formed in yeast culture media was determined by measuring the levels of malondialdehyde
(MDA), glutathione, total protein and superoxide dismutase (SOD). The levels of MDA and total protein in the
group that was added plant extract, with compare to the reactive group (FR), however the amount of the
glutathione significantly decreased (p<0.05). The sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) analysis indicated that the SOD and catalase (CAT) amounts were seen to be reduced with
compare the FR group. The conclusions of our study indicate that P. europea has oxidant effects on yeast
culture. There are more comprehensive studies to be done to explain how this effect occur or which compounds
have toxic effects on the yeast.
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1. Giris

Diinya niifusunun yaklagik %80’i sagligina kavusmak igin geleneksel tibbi ve tibbi bitkileri
kullanmaktadir [1]. Bitkilerin tedavi edici oOzelliklerini belirlemek tizere bircok ©on ¢alisma
yapilmaktadir. Bu c¢alismalar icerisinde literatiirde en ¢ok karsilagilanlar ise oksidatif stres
calismalaridir [2-4]. Plumbaginaceae familyasinda yer alan P. europaea, ¢ok yillik ¢igekli bir bitkidir.
Yapilan c¢aligmalar P. europaea’da plumbagin, hidroplumbagin ve mirisetin-3-O-glukozid
maddelerinin bulundugunu géstermektedir [3].

Plumbagin maddesinin antibakteriyal, antifungal, antikanser, antimutajenik ve antioksidan,
anti-leishmanial, anti-plasmodial, anti-alerjik ve aymi zamanda da toksik etkilerinin oldugu
bildirilmektedir [5].

Saglikl1 ve kaliteli bir yagam i¢in besinlerin antioksidan etkilerinin bilinmesi 6nemlidir. Son
yillarda gerceklestirilen maya kiiltiirii oksidatif stres ¢aligmalar1 genellikle S. cerevisiae iizerine
yogunlagmakta ve bu mikroorganizma {izerine yapilan ¢alismalar referans olarak kabul edilmektedir
[6]. Bu calismada, P. europaea’nin kiiltiir ortamda ki antioksidan etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi
amaglanmustir.

2. Materyal ve Yontem

Caligmada kullanilan P. europaea Elazig ilinden toplandi. Bitki 6rnegi i¢in 1/5 (g/mL) oraninda
%80’lik metanol 6ziitii hazirlandi.

Kiltir ortaminda antioksidan etkinin belirlenmesi amaglandi ve bu amagla deneyde
kullanilacak olan S. cerevisiae FMC16’nin gelisimi ve ¢ogalmasi i¢cin Malt Ekstrakt Buyyon (MEB)
(17 g/L) besiyeri ortami hazirlandi. Calismada asagidaki gruplar olusturuldu:

Kontrol Grubu: Sadece MEB besiyeri ortamina S. cerevisiae ilave edildi.

FR Grubu: Kontrol grubundan fakli olarak, inkiibasyonun 24. saatinde bu gruba H,O, + FeCl,
¢ozelti karisimui eklendi.

PLM Grubu: FR grubundan farkli olarak baslangi¢cta MEB besiyeri ortami ve bitki eksraktlar
ilave edildi.

Ayrica 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, gruplara %4’likk butilhidroksitoluen (BHT)
eklenerek santrifiij edildi. Pellet, fosfat tamponu (pH: 7.4) ile yikandi ve iizerine 3 mL TAE (0.03 M
Tris, 114 pL asetik asit, 0.5 M EDTA) tamponu ilave edilerek 40 s sonikasyon yapildi. islem
sonrasinda +4°C’de 9000 rpm/10 dk santrifiij edilen 6rneklerin supernatant kisimlari glutatyon ve
protein miktarlarinin belirlenmesi amaciyla tiiplere alindi.

Maya kiiltiirii protein miktar1 Lowry vd.’ne [7] goére belirlendi. Standart olarak sigir serum
albumin (Sigma-Aldrich, ABD) kullanildi. Lipid peroksidasyonu iirinii olan MDA, 2- thiobarbiturik
asit (TBA) reaksiyonunu takiben spektrofotometre ile 6lgiildii. MDA analizi i¢in ImL supernatant
ImL %6’lik TBA ile karistirildi ve tizerine 1mL %20’lik trikloroasetik asit eklenerek karisim 95°C’de
120 dk boyunca inkiibe edildi. Analiz Pegg’in [8] yontemine gore yapildi ve sonuglar nmol/mL maya
olarak verildi.

Maya kiiltiiriiniin glutatyon miktar1 Ellman metoduna gore 412 nm’ye ayarlanmis UV-VIS
spektrofotometrede belirlendi [9]. Bu amagla bilinen glutatyon konsantrasyonlarinda bir standart egri
grafigi hazirland1 ve sonuglar bu grafige gére nmol/mg olarak hesaplandi.

Maya Kkiiltiiriindeki SOD ve CAT diizeyleri SDS-Page analizi yapilarak gosterildi [10]. Bu
magla Oncelikle maya hiicreleri besi ortamindan santrifiij edilerek toplandi ve Wang vd’nin [11]
belirttigi metoda gore protein ekstraksiyonu gergeklestirildi. Jel kuyucuklarina protein markiri
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(Thermo Scientific Unstained Protein Moleculer Weight Marker) ve ornekler (5:1 pg/ulL oraninda)
yiiklendi. Elektroforez islemi jelin 20 mA’de kosturulmasi ile gerceklesti.

Istatistik analizi icin, SPSS 16.0 yazilimi kullamldi. Kontrol grubu ile deneysel gruplar
arasindaki karsilastirma varyans analizi (ANOVA) ve LSD testleri kullanilarak yapildi. Sonuglar
Ortalama+Standart hata (SH) olarak verildi. Gruplar arasindaki farkliliklarda p<0.05 degeri kullanildi.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Gruplarin MDA-TBA Seviyeleri

S. cerevisiae’da ki lipid peroksidasyon (LPO) miktar1 kontrol grubuna kiyasla FR grubunda artis
gosterdi (p<0.05). Kontrol grubu ile PLM grubu LPO miktar1 bakimindan kiyaslandiginda ise PLM
olarak tespit edildi (p<0.05). S. cerevisiae’nin lipit peroksidasyon fiiriinlerinin ¢ok diisiik seviyelerde
oldugu saptandi (Sekil 1). Bunun nedeninin S.cerevisiae’nin kullanilan radikallere karsi oldukc¢a
yiikksek seviyede direng olusturmasindan kaynaklanabilecegi sonucuna varildi. Bu durum aymi
zamanda PLM grubunun yapisinda bulunan bir maddenin maya hiicresi tizerinde toksik etki gostererek
LPO’yu arttirdigim1 da distindiirmektedir. Teshome vd. ¢alismalarinda P. zeylanica’nin toksik etki
gosterdigini bildirilmistir [12]. Folmer vd. ise ¢alismalarinda S. cerevisiae’nin plazma membranlarinin
H,0,’ye maruz kaldiktan birka¢c dakika sonra hizli bir sekilde gecirgenlik ve biyofizyolojik
Ozelliklerini degistirdigini gézlemlemis ve bu degisikliklerin lipit bilesimindeki degismelerden
kaynaklandigini ileri siirmiistiir [13]. Hidrojen peroksite karsi hiicre zarmin potansiyel gecirgenligi
lizerine yag asit sentetaz geni tarafindan kodlanan yag asidi sentezinin rolii incelenmistir [14]. Maya
hiicresinin H,O,’ye karsi yag asidi sentaz aktivitesini arttirdigi, membran yag kompozisyonda ki bu
artis hiicrenin H,O, gecirgenligine direng gdstermesi ve canlilik halinin uzamasina neden oldugu
sonucuna vartlmstir [14].
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Sekil 1. Bitki 6ziitiiniin S. cerevisiae’nin MDA-TBA seviyesi lizerine etkisi (nmol/mL). Deneyler
farkli zamanlarda 5 tekrar olarak gergeklestirildi. *p<0.05, kontrol grubuna kiyasla diger
gruplar, ¥ p<0.05; FR grubuna kiyasla PLM grubu.
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3.2. Gruplarin Toplam Protein Miktarlar:

Bitki oOziitiiniin maya hiicresi iizerindeki total protein miktar1 iizerine olan etkisi incelendiginde
Kontrol grubu ile FR gruplar arasinda herhangi bir fark goriilmedi (p>0.05) (Sekil 2). Kontrol
grubuna gore PLM grubunun &nemli 6lgiide yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05). Vido vd. [15]
yaptiklari ¢aligmada S. cerevisiae’nin oksidatif stres olugturulmak iizere verilen metallere kars1 direng
gosterdigini, bunu da bazi proteinlerin sentezini arttirirken bazi proteinlerin sentezini azaltarak
gerceklestirdigini  bildirmektedir. Bu durumun S. cerevisiae’nin ortamdaki reaktife direng
gostermesine  dayandirilabilir. P. europaea’nin maya  hiicresi proteinlerini  korudugunu
diisindiirmektedir.
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Sekil 2. Bitki oziitiiniin S. cerevisiae’nin toplam protein miktari iizerine etkisi (mg/g). Deneyler farkli
zamanlarda 5 tekrar olarak gerceklestirildi. *p<0.05; kontrol ve FR grubuna kiyasla PLM
grubu

3.3. SOD, CAT ve Glutatyon Diizeyleri

SDS-Page jel goriintiisii degerlendirilecek olursa, jelde yer alan 2. ve 3. bant standart olarak yiiklenen
SOD ve CAT enzimlerinindir. Gruplarda ki SOD miktarim1 gosteren protein bandi kontrol ve FR
gruplarinda kismen belirgindir. CAT miktar1 kontrol grubuna kiyasla FR grubunda goriilen protein
bandinin belirginligi bu enzimin ekspresyonun miktarimin arttigimi gostermektedir (Sekil 3).
FeCl,+H,0,’nin  gruplarda enzimin ekspresyon diizeyini arttifi bantlarin belirgin olmasindan
anlagilmaktadir. PLM grubunda protein batlarinin zayifligi bu grupta ekspresyon diizeyinin diisiik
oldugu anlamina gelmektedir. Maya kiiltiiriinde gerceklestirilen bir ¢alismada H,O, ve parakuat ilavesi
ile olusturulan oksidatif stres sonucu antioksidan enzim diizeyleri ve farkli hava basinglar1 altinda
organizmanin canlilik diizeyleri test edilmistir [16]. Sonug olarak SOD, CAT ve glutatyon rediiktaz
miktarlarinin kimyasal maddelerin eklenmesinden sonra artis gosterdigi belirlenmistir [16].

Glutatyon miktarlar1 kontrol grubuna gore karsilastirlldiginda FR grubunda arttigi (p<0.05),
PLM grubunda ise 6nemli 6l¢iide azaldigi (p<0.05) tespit edildi. PLM grubunda glutatyon diizeyi ise
diger gruplara kiyasla diisiik bulundu (p<0.05) (Sekil 4). 1zawa vd. [17] maya kiiltlir ortamina eklenen
H,0, sonrasi hiicre i¢i gultatyon diizeyinin artis gosterdigini rapor etmislerdir. Arastirmacilar bu
artisin hiicrelerin oksidatif strese karsi direng olusturmak amaciyla gergeklestirdiklerini diistinmektedir
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[17]. Diger bir ¢alismada ise S. cerevisiae’'da oksidatif strese cevap olarak glutatyon biyosentezinin
arttig gosterdigi bildirilmektedir [18].

Oksidatif strese karsi bitki sekonder {irlinleri olan flavonoid ve fitosteroller yararl
molekiillerdir. Yapilan ¢alismalarda bu bilesiklerin oksidatif stresi azaltarak, lipid peroksidasyon
driinlerini baskiladigi gosterilmigtir [19, 20]. Ancak bu c¢alismada, bitki 6ziitii eklenen grupta
glutatyon, SOD ve CAT diizeylerinin diger gruplara kiyasla anlamli diizeyde azaldigini belirledik. P.
europea oOziitii igerisindeki toksik etki gosteren bilesiklerin bulunmasi [12], hiicre antioksidan
sistemini baskilayarak oksidasyon diizeyinde artisa neden olmus olabilir. Bu durum sonucunda lipid
oksidasyon diizeyinin artis gdsterdigini diisiinmekteyiz.
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Sekil 3. S. cerevisiae’nin SDS-Page analizi
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Sekil 4. Bitki o6ziitiiniin S. cerevisiae 'daki glutatyon miktar1 iizerine etkisi (mg/g). Deneyler farkli
zamanlar da 5 tekrar olarak gerceklestirildi. *p<0.05, kontrol grubuna kiyasla diger gruplar, *
p<0.05, FR grubuna kiyasla PLM grubu.
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