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Bu ¢alismada, biberiye ve siyah iiziim ¢ekirdegi etanolik ekstraktlarinin
toplam fenolik madde ve toplam flavonoid madde igerikleri belirlenmis;
antioksidan ve antibakteriyel aktiviteleri degerlendirilmis ve T24 ile
HUVEC hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkileri incelenmisgtir.
Ayrica, sitotoksik ve antibakteriyel aktivitelerin degerlendirilmesinde
ekstraktlarin kombinasyonlarinin olasi sinerjik etkileri de arastirtlmustir.
En yiiksek toplam fenolik madde miktart biberiye ekstraktinda 5,69 +
0,03 mg GAE/mL, en yiiksek toplam flavonoid madde miktari ise yine
biberiye ekstraktinda 3,09 + 0,12 mg CE/mL olarak belirlenmistir. En
yiiksek antioksidan aktivite ise siyah iiziim cekirdegi ekstraktinda
%93,90 + 2,32 olarak elde edilmistir. Ekstraktlarin farkli oranlarda
kombinasyonu  sonucunda  antibakteriyel  aktivitenin  arttig
gozlenmistir. Bu ekstraktlarda Staphylococcus aureus’a karsi en yiiksek
antibakteriyel aktivite biberiye:siyah iiziim ¢ekirdegi (3:1)’de,
Escherichia coli’ye karst ise biberiye:siyah iiziim cekirdegi (1:3)
oraninda elde edilmistir. Sitotoksisite analizinde, biberiye ekstraktinin
72. saatteki ICso degerleri HUVEC hiicrelerinde 309,96 + 4,56 pug/mL
ve T24 hiicrelerinde 290,00 + 17,49 pg/mL olarak hesaplanmistir. Siyah
iiziim ¢ekirdegi ekstraktinin ICso degerleri ise HUVEC hiicrelerinde
915,23 + 17,90 pg/mL ve T24 hiicrelerinde 827,30 + 48,85 pg/mL
olarak bulunmustur.
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In this study, the total phenolic content and total flavonoid content of
ethanolic extracts of rosemary and black grape seeds were determined,
their antioxidant and antibacterial activities were evaluated, and their
cytotoxic effects on T24 and HUVEC cell lines were investigated. In
addition, the potential synergistic effects of different extract
combinations were evaluated in terms of their cytotoxic and
antibacterial activities. The highest total phenolic content was
determined in the rosemary extract, at 5.69 = 0.03 mg GAE/mL, while
the highest total flavonoid content was also obtained for the rosemary
extract, at 3.09 + 0.12 mg CE/mL. The highest antioxidant activity was
observed for the black grape seed extract, with an inhibition rate of
93.90 + 2.32%. An increase in antibacterial activity was observed
following the combination of the extracts at different ratios. The highest
antibacterial activity against Staphylococcus aureus was obtained with
the rosemary:black grape seed combination at a ratio of 3:1, whereas the
highest activity against Escherichia coli was observed at a ratio of 1:3.
In the cytotoxicity assay, the ICso values of the rosemary extract at 72 h
were calculated as 309.96 + 4.56 pg/mL in HUVEC cells and 290.00 +
17.49 pg/mL in T24 cells. For the black grape seed extract, the ICso
values were determined as 915.23 + 17.90 pg/mL in HUVEC cells and
827.30 + 48.85 pg/mL in T24 cells.
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1. GIRIS

Bitkisel kaynakli iiriinler, antik ¢aglardan giiniimiize kadar birgok hastaligin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Modern farmasdtiklere kiyasla daha diisiik toksisite ve sinirli yan etki gostermeleri, bu
iiriinlerin 6zellikle halk hekimliginde ve tamamlayici tipta tercih edilmesine yol agmustir. Bitkisel ilaglar
tek basina veya standart ilaglarla birlikte, farkli hastaliklarin tedavisi igin ¢esitli tibbi tedavilerde
kullanilmaktadir [1,2]. Son yillarda dogal ve ekolojik iirlinlere olan ilginin artmasi, aromatik ve tibbi
bitkilerin biyolojik aktivitelerinin daha kapsamli bir sekilde aragtirilmasina zemin hazirlamistir [3]. Bunun
en onemli nedenlerinden biri, kronik hastaliklarin patogenezinde oksidatif stres ve serbest radikallerin
roliiniin acik¢a ortaya konmus olmasidir. Serbest radikallerin dengesizligi, lipit peroksidasyonu,
deoksiriboniikleik asit ve protein oksidasyonuna yol agarak kanser, kardiyovaskiiler iletim bozukluklari,
diyabet ve norodejeneratif bozukluklar: tetiklemektedir. Sentetik antioksidanlarin (6rnegin Biitillenmis
Hidroksianisol: BHA, Biitillenmis Hidroksitoluen: BHT) uzun siireli kullaniminin toksik ve karsinojenik
etkileri artirabilecegine dair bulgular, arastirmacilart dogal antioksidan kaynaklarina yonlendirmistir [3,4].
Bu kapsamda, fenolik bilesikler, flavonoidler, tokoferoller ve resveratrol gibi saglik iizerinde olumlu
etkileri bulunan bitkisel ekstraktlar 6nem kazanmaktadir. Bitkisel kaynakli ekstraktlarin biyolojik
aktivitelerinin ortaya konmasi hem gidalarda fonksiyonel iiriinlerin kullanilmast hem de saglik alaninda
alternatif tedavi seceneklerinin saglanmasi acisindan onemlidir [4]. Ozellikle bitkilerin fenolik ve
flavonoidler gibi farkli fitokimyasallar igermesi bu kaynaklarin hem geleneksel hem de modern yollarla
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmasina yol agmis olup; son yillarda bitki kaynakli ticari {irinlere
olan talep artmustir [5].

Rosmarinus officinalis L. (Salvia rosmarinus Spenn.) tibbi ve aromatik bitkiler arasinda énemli bir yere
sahiptir. Yaygin olarak biberiye ismiyle kullanilan Salvia rosmarinus, igne benzeri yapraklari olan
Lamiaceae familyasinin hos kokulu bir iiyesidir. Biberiye, i¢erdigi karnosik asit, ursolik asit, rosmarinik
asit ve flavonoidler sayesinde giiglii bir dogal antioksidan, anti-inflamatuar ve antimikrobiyal ajandir.
Geleneksel kullaniminin yani sira gida, ilag ve kozmetik endiistrisinde de degerlendirilmektedir [6]. Bu
bilesiklerin ayn1 zamanda antikanser etkileri gosterdigi, hiicre proliferasyonunu baskiladig1 ve apoptoz
mekanizmalarini aktive ettigi farkli ¢alismalarda ortaya konmustur [7,8]. Tiirkiye’de kalp damar
rahatsizliklarindan sonra Oliim nedeni olarak ikinci sirada yer alan kanserin tedavisine yonelik
metabolitlerin tespiti, bu noktada olduk¢a Onemli hale gelmistir [9]. Farkli biberiye ekstraktlarinin
antibakteriyel ve ndroprotektif dzellikler gosterdigi de rapor edilmistir. Ozellikle gida endiistrisinde dogal
koruyucu olarak kullanimi yayginlagmaktadir [3]. Biberiyenin terapotik uygulamasina iligkin aragtirmalar,
inflamatuar bozukluklarin yani sira Ozellikle yara, cilt kanseri ve mikozlar1 tedavi etmek igin de
kullanilabilecegini ortaya koymustur [6]. Ayrica biberiye, Akdeniz diyetinde besin olarak genis dlgiide
kullanilmaktadir [10]. Aromatik bir bitki olan biberiyenin sahip oldugu antiviral, antifungal, antibakteriyel,
antikanser, antidepresan, antitrombotik ve antinosiseptif 6zellikleri saglik alaninda popiiler hale gelmesini
saglamistir. Bu bitki, cilt ve solunum rahatsizliklarinin yani sira dolagim, ndérolojik, mide-bagirsak,
genitoiiriner, karaciger ve iUreme sistemi hastaliklarinin tedavisi gibi bir dizi tibbi kullanimla
iliskilendirilmektedir [11]. Ekstraksiyon yontemine bagli olarak ekstraktlar arasinda farklilik gosterebilen
polifenoller, flavonoidler ve diterpenler gibi cesitli bilesikleri icermektedir [12]. Biberiyenin igerdigi
flavonoidler genellikle yapraklarda, ¢igeklerde ve koklerde bulunmaktadir ve bu bilesikler eriocitrin,
luteolin 3'-O-B-D-glukuronid, hesperidin, diosmin, izoscutellarein 7-O-glukozit, hispidulin 7-O-glukozit ve
genkwanin olarak belirlenmistir [13]. Fenolik bilesikler arasinda kafeik, ferulik, p-kumarik, gallik, kinik ve
sirinjik asitler bulunmaktadir [14]. Ozellikle diterpen karnosol ve karnosik asit gibi bilesikler bitkinin
antioksidan potansiyelinin %90’ma kadar katkida bulunmaktadir [12]. Biberiyenin anti-inflamatuar
aktivitesi ise, sinerjik olarak etki eden karnosol ve karnosik, ursolik, rosmarinik, oleanolik ve mikromerik
gibi bilesiklerle iligkilendirilmistir [15]. Literatiirde, biberiye ekstraktlarinin hem Gram-pozitif hem de
Gram-negatif bakterilere karsi etkili oldugu, kanser hiicre hatlarinda antiproliferatif ve sitotoksik 6zellikler
gosterdigi bildirilmektedir [16,17].

Siyah iliziim olarak bilinen Vitis vinifera, diinyanin bircok yerinde yetistirilmektedir ve farkli tibbi
kullanimlara sahiptir. Antioksidan, anti-inflamatuar, antibakteriyel aktiviteler ve yara iyilestirici etkileri
kanitlanan biyolojik aktiviteleri arasindadir [18]. Siyah iiziim ¢ekirdegi ekstrakt: ise resveratrol, katesin,
epikatesin ve proantosiyanidinler agisindan zengindir. Bu bilesikler, tiziim ¢ekirdegini giiglii bir antioksidan
ve antikanser ajan haline getirmektedir. Fenolik bilesikler bakimindan zengin olan {iziim, yaslanma
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geciktirici etkilere sahip oldugu bildirilen ve Alzheimer hastaliina karsi potansiyel koruyucu etki
gosterebilecek aktif bilesenler icermektedir [19]. Farkli kullanim amaglarina yonelik farkli {iziim tiirleri
yetistirilmektedir. I¢eriginde siyanidin, malvidin ve peonidin iceren antosiyaninler; kersetin, katesin ve
epikatesin igeren flavonoller; polifenoller; resveratrol igeren stilbenler; karbonhidratlar; kalsiyum,
magnezyum, potasyum ve demir igeren tuzlar; ve A, D, C ve E vitaminleri; ayrica doymus veya doymamis
yaglar bulunmaktadir [18]. Besin degeri yiiksek olan bu bitkinin, yapraklari, saplart ve meyveleri gibi
pargalarmin ve tohumlarmin sayisiz farmakolojik etkisi kanitlanmistir [20]. Uziim sap1 ekstraktlarinin
antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir. Meyve ve g¢ekirdeginde bulunan
resveratrol ve proantosiyanidin sayesinde farkli kanser hiicre hatlar1 tizerinde sitotoksik aktiviteler tespit
edilmistir [21]. Siyah tiziim ¢ekirdegi de fenolik bilesikler, flavonoidler, resveratrol ve tokoferoller
acisindan zengin bir kaynaktir. Antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri yaninda sitotoksik etkileri de
bircok calismada gosterilmistir. Uziim cekirdegi ekstraktlarinin kanser hiicre hatlar1 {izerinde secici
toksisite olusturdugu, ayni zamanda bakterilere ve mantarlara karst da inhibitdr etki gosterdigi
bilinmektedir [22,23]. Yapilan ¢aligma, tiziim ¢ekirdegi proantosiyanidinlerinin kolon kanseri hiicrelerinde
PI3K/Akt yolunu devre dis1 birakarak apoptozu indiikledigini gostermistir [22]. Benzer sekilde baska bir
arastirma, iiziim kabugu ve cekirdek ekstraktlarinin epidermoid karsinom hiicrelerinde apoptotik etki
olusturdugunu rapor etmistir [24]. Uziim ¢ekirdegi ekstraktinin antimikrobiyal potansiyeli bulunmaktadir;
ozellikle Gram-pozitif bakterilere karsi yiiksek etki gosterdigi bilinmektedir [19]. Bu bilgiler 15181nda,
bitkisel ekstraktlarin biyolojik aktivitelerinin arastirilmasi hem saglik hem de endiistriyel uygulamalar
acisindan biiyiikk 6nem tasimaktadir. Ozellikle fenolik ve flavonoid bilesiklerin antioksidan ve
antimikrobiyal potansiyeli, dogal iiriinlere dayali yeni tedavi ve koruyucu yaklasimlarin gelistirilmesinde
yol gosterici olmaktadir.

Tiim bu veriler, farkli bitkisel kaynaklardan elde edilen ekstraktlarin fenolik icerikleri, antioksidan etkileri,
sitotoksisite ve antibakteriyel Ozelliklerinin belirlenmesinin hem biyomedikal hem de farmasétik
uygulamalara yonelik yeni potansiyel biyoaktif ajanlarin gelistirilmesi agisindan 6nemli oldugunu
gostermektedir. Bu calismanin amaci, biberiye ve siyah iiziim ¢ekirdegi etanolik ekstraktlarinin toplam
fenolik ve toplam flavonoid madde miktarlarinin belirlenmesi ve biyolojik aktivitelerinin (antioksidan,
sitotoksik ve antibakteriyel) degerlendirilmesidir. Bu kapsamda ekstraktlarin hem bireysel hem de kombine
olarak etkilerinin test edilmesi planlanmis, Ozellikle sinerjik etki potansiyelinin ortaya konmasi
hedeflenmistir. Bu ekstraktlarin farkli kanser hiicre hatlar1 ve bakteri tiirleri izerindeki etkileri sistematik
bir sekilde incelenmistir. Literatiirde biberiye ve siyah iiziim ¢ekirdeginin tek basina biyolojik aktiviteleri
iizerine cesitli ¢alismalar bulunmasina ragmen [25,26], birlikte kullaniminin potansiyel sinerjik etkilerini
degerlendiren caligmalar siirlidir. Dolayistyla s6z konusu ekstraktlarin toplam fenolik ve toplam flavonoid
madde miktarlarinin belirlenmesi ve antioksidan, antibakteriyel ve sitotoksik aktivitelerinin kargilagtirmali
olarak degerlendirilmesi hem literatiirdeki bosluklarin doldurulmasina hem de biyolojik ajanlarin yeni
uygulama alanlarinin tanimlanmasina katki saglamistir.

2. MATERYAL YONTEM
2.1. Ekstraksiyon islemi

Biberiye ve siyah iiziim c¢ekirdekleri Arpas Arifoglu Pazarlama Dagitim ve Ticaret A.S. (Tirkiye)
firmasindan temin edilmistir. Siyah Giziim ¢ekirdekleri hazir toz formunda bulunurken, biberiye bitkisi
ogiitiiciide ogiitiillerek toz hale getirilerek kullanilmistir. Her iki bitkinin ekstraksiyonu yapilan 6n
calismalara bagli olarak farkli polaritedeki bilesiklerin ekstrakte edilmesi amaciyla etanol:su (70:30)
¢ozeltisi kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda, 10 gram toz drnegin iizerine 100 mL ¢dzelti
eklenmis, karisim homojen hale getirildikten sonra ultrasonik destekli ekstraksiyon 1 saat boyunca
uygulanmistir. Bu islem i¢in oda sicakliginda sonikasyon saglayan su banyosu kullanilmstir. Sicaklik
kontrolii ise termometre ile saglanmis, gerektiginde kavitasyonel sicaklik artisina soguk su destegi
yapilmustir. Ekstraksiyonun ardindan, ¢oktiirme islemi 50 mL hacmindeki falkon tiiplerde 20 °C’de 4000
rpm’de 15 dakika siireyle santrifiij edilerek yapilmistir. Elde edilen siipernatant, dnce 40 °C’de
evaporasyonla etanolden arindirilmis, daha sonra -56 °C kondenser sicakliginda; 1,1 mbar basing altinda
liyofilizasyon (Christ 1-2 LDplus) yapilarak sudan tamamen uzaklastirtlmistir. Kurutulmus ekstraktlar,
analizler gerceklestirilinceye kadar -20 °C’de, agz1 kapakli 250 mL silifli balonlarda yaklagik 1 ay siireyle
muhafaza edilmistir. Son agamada, kurutulmus ekstraktlar testlerde kullanilmak {izere 1:10 (agirlik/hacim)
oraninda etanol:su (70:30) igerisinde ¢6ziilerek hazirlanmustir.
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2.2. Ekstraktlarin Antioksidan AKktivitelerinin Belirlenmesi

Antioksidan aktivite, Seyrekoglu ve Temiz (2020) caligmasinda agiklanan DPPH (2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl) yontemi baz alinarak modifiye edilmis bir protokolle belirlenmistir. Ekstrakt 6rneklerinden
50 pL almarak cam tiiplere aktarilmig ve hacim, metanol eklenerek 200 pL’ye tamamlanmistir. Ardindan,
her bir tiipe 3,8 mL 0,1 mM metanol ile hazirlanmis DPPH ¢6zeltisi ilave edilmistir. Karigimlar vorteks
yardimiyla homojenize edilmis ve literatiirde belirtildigi iizere tiipler inkiibasyon siiresi olarak 60 dakika
boyunca karanlik ortamda bekletilmistir. Siire sonunda absorbans degerleri spektrofotometrede 515 nm
dalga boyunda oOl¢iilmiistiir. Kontrol grubunda ise 200 pL etanol:su (70:30) ¢ozeltisi, ayni islem
basamaklar1 izlenerek degerlendirilmistir [27]. Elde edilen sonuglar, asagidaki Esitlik (1) kullanilarak %
inhibisyon olarak hesaplanmustir:

% inhibiSyOIl = (Abspozitifkontrolf Absémek) /Abspozitifkontml x 100 (1)
2.3. Ekstraktlarin Toplam Fenolik Madde Miktar: Tayini

Toplam fenolik madde miktari, Folin-Ciocalteu yontemi ile 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanilarak
belirlenmistir. Ekstrakt 6rneklerinden 20 pL almarak kuyucuklara aktarilmis, ardindan tizerine 100 pL 0,2
N Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmis ve karisim 2,5 dakika boyunca karanlikta inkiibe edilmistir. Daha sonra
her kuyucuga %7’lik NaCOs ¢ozeltisinden 80 pL ilave edilerek pipetleme ile homojenizasyon saglanmistir.
Hazirlanan karigimlar, oda sicakliginda ve karanlik kosullarda literatiirde belirtildigi iizere inkiibasyon
stiresi olarak 60 dakika boyunca bekletilmistir. Siire sonunda absorbans 6l¢iimleri spektrofotometrede 775
nm dalga boyunda gerceklestirilmistir. Gallik asit standard: i¢in hazirlanan ¢ozeltiler de ayni prosediire
gore isleme tabi tutulmus ve kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Sonuclar, gallik asit esdegeri (GAE) olarak
mg GAE/mL biriminden ifade edilmistir [28].

2.4. Ekstraktlarin Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini

Toplam flavonoid miktari, Molan ve Mahdy (2014) tarafindan rapor edilen aliiminyum kloriir kolorimetrik
yontemi ile 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanilarak belirlenmistir. Mikroplakanin her bir kuyucuguna
sirastyla 25 pL ekstrakt, 100 pL distile su ve %5 NaNO: ¢ozeltisinden 7 pL eklenmistir. Oda sicakliginda
5 dakika inkiibasyon siiresinin tamamlanmasinin ardindan, karisima %10 AlCLs ¢ozeltisinden 7 pL ilave
edilmis ve karisim 5 dakika daha bekletilmistir. Sonrasinda reaksiyonu tamamlamak iizere 50 pL 1 M
NaOH ve 60 pL distile su eklenmistir. Absorbans 0Ol¢iimleri, mikroplaka okuyucusunda 490 nm dalga
boyunda gerceklestirilmis olup sonuclar katesin esdegeri (CE) olarak mg CE/mL biriminden ifade
edilmistir [29].

2.5. Ekstraktlarin Sitotoksik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Bu c¢alismada, ekstraktlarin sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde en yaygin kullanilan yontemlerden
biri olan MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide] testi uygulanmustir.
Analiz kapsaminda, biberiye ve siyah {iziim ¢ekirdegi etanolik ekstraktlarinin T24 insan mesane kanseri
hiicre hatt1 ile saglikli kontrol olarak kullanilan HUVEC (insan gobek kordonu ven endotel) hiicre hatti
iizerindeki sitotoksik etkileri incelenmistir. Tim hiicreler, %10 FBS (fetal bovine serum), %1 L-glutamin,
%1 sodyum piruvat, %] penisilin/streptomisin ve %1 esansiyel olmayan aminoasit igeren DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) besiyerinde kiiltiire edilmistir. Hiicreler T75 flasklara ekildikten
sonra 37 °C sicaklikta, %5 CO: ve %95 nem kosullarinda inkiibe edilmistir. Hiicreler yaklasik %80
konfluent seviyesine ulastiginda, tripsin-EDTA kullanilarak flask yilizeyinden kaldirilmis ve Neubauer lami
ile trypan blue boyama yontemi kullanilarak hiicre sayimi gergeklestirilmistir. Daha sonra 96 kuyucuklu
mikroplakalara her kuyucuga 100 pL hacimde 10* hiicre ekilmistir. Plakalar 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi hiicreler, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstraktlarla muamele
edilmistir. Biberiye ve siyah {iziim ¢ekirdegi etanolik ekstraktlari ig¢in 50, 100, 250, 500, 1000, 2000 ve
4000 pg/mL konsantrasyonlari uygulanmistir. Kontrol gruplarinda ise yalnizca ¢oziicii etkisini
degerlendirmek amaciyla etanol:su (70:30) kullanilmistir. Ekstrakt uygulamasinin ardindan hiicreler 24, 48
ve 72 saat boyunca ayni inkiibasyon kosullarinda bekletilmistir. Belirtilen siirelerin sonunda her kuyucuga
10 pL 5 mg/mL MTT/PBS (Fosfat tamponlu salin) ¢6zeltisi eklenmis ve plakalar 3,5 saat boyunca
inkiibatdrde tutulmustur. Bu siire i¢inde canli hiicrelerde bulunan mitokondriyal enzimlerin indirgeme
aktivitesi sonucu formazan kristalleri olusmustur. Inkiibasyon tamamlandiginda kiiltiir ortanm
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uzaklastirilmis ve olusan kristallerin ¢6ziinmesi i¢in her kuyucuga 100 pL dimetil siilfoksit (DMSO)
eklenerek homojenizasyon saglanmistir. Ardindan absorbans degerleri mikroplaka okuyucu cihazda 570
nm dalga boyunda OoOlgiilmiistir [30]. Sitotoksisite diizeyleri asagidaki Esitlik (2) kullanilarak
hesaplanmistir:

% Hiicre canlilig1 = (AbSiest kuyucugu / AbSkontrol kuyucugu) % 100 2)

Kontrole kiyasla %50 oraninda sitotoksik etki olusturan konsantrasyon, sitotoksik doz (ICs¢) olarak
tanimlanmigtir. Biberiye ve siyah iliziim c¢ekirdegi etanolik ekstraktlarmim bireysel ICso degerleri
belirlenmis; ayrica bu iki ekstraktin farkli konsantrasyonlar1 karistirilarak deneyler tekrarlanmis ve
bdylelikle sitotoksik aktivite tizerinde olasi sinerjik etkileri degerlendirilmistir.

2.6. Ekstraktlarin Antibakteriyel Aktivitelerinin Belirlenmesi

Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi amaciyla mikrodiliisyon yontemi kullanilarak minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIC) degerleri tayin edilmis ve agar plakalarda disk difiizyon testi gerceklestirilmistir.
Calismada Gram-pozitif Staphylococcus aureus ve Gram-negatif Escherichia coli bakteri tiirleri
kullanilmustir. Her iki bakteri tiirii, Nutrient Broth besiyerinde 37 °C’de, ¢alkalamali inkiibatorde 24 saat
siireyle kiiltiire edilmistir. Elde edilen kiiltiirlerin bulanikligi, 600 nm dalga boyunda absorbans degeri 0,6
olacak sekilde seyreltilerek standartlagtiriimistir. MIC belirlenmesi i¢in ekstraktlar stok ¢ozeltiden (100 pL)
baslayarak seri seyreltme yontemi ile hazirlanmis ve 96 kuyucuklu mikroplakalara 5x10° CFU/mL
yogunlukta bakteri siispansiyonu (100 pL) eklenmistir. Plakalar 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra
600 nm’de absorbans dl¢limleri yapilarak MIC degerleri hesaplanmuistir [31,32].

Disk diflizyon yonteminde ise 24 saatlik inkiibasyonun ardindan bakteri kiiltiirlerinin tiirbiditesi yine 600
nm’de absorbans 0,6 degerine ayarlanmistir. Hesaplamalar dogrultusunda 1x10° CFU/mL olacak sekilde
hazirlanan bakteri siispansiyonlari, Mueller Hinton Agar (MHA) plakalarina yayma plaka yontemiyle
inokiile edilmistir. Steril 6 mm c¢apindaki Oxoid diskler, ekstraktlardan 30 pL emdirilerek agar yiizeyine
yerlestirilmistir. Plakalar 37 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplari
(mm) 6l¢iilmiistiir. Ayrica biberiye ve siyah {liziim ¢ekirdegi etanolik ekstraktlarinin 1:1, 1:2, 1:3, 2:1 ve
3:1 oranlarinda karigimlar1 hazirlanarak olasi sinerjik etkileri degerlendirilmistir [31,32].

2.7. istatistiksel Analiz

Sitotoksisite ve antibakteriyel aktivite testlerinde verilerin istatistiksel analizleri GraphPad Prism, (Siirlim
8.4.2) kullanilarak gerceklestirilmistir. Her konsantrasyon ti¢ bagimsiz tekrar halinde yiritilmistir. Elde
edilen sonuglar ortalama + standart sapma olarak ifade edilmis ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. Verilerin normal dagilimi Shapiro-Wilk testi ile degerlendirilmistir. Gruplar arasindaki
kargilastirmalarda One-way ANOVA ve Tukey post-hoc testi kullanilmistir. Normal dagilim géstermeyen
veriler i¢in Mann—Whitney veya Kruskal-Wallis testi uygulanmistir [30].

3. ARASTIRMA BULGULARI
3.1. Ekstraktlarin Antioksidan Aktivitelerinin Tespit Edilmesi

Biberiye ve siyah {iziim c¢ekirdegi etanolik ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri DPPH y&ntemine gore
belirlenmigtir. Ekstraktlarin serbest radikalleri yok etme aktivitesi %inhibisyon olarak ifade edilmigtir
(Cizelge 1). Bu sonuglara gore en yiiksek antioksidan aktivite siyah iiziim ¢ekirdeginin etanolik ekstraktinda
elde edilmistir. Inhibisyon degeri siyah iiziim ¢ekirdegi ekstraktinda %93,90 + 2,32, biberiye ekstraktinda
%92,84 + 2,53 olarak hesaplanmistir. Bunun yaninda standart olarak kullanilan Biitillenmis Hidroksi
Anisol (BHA) de bu konsantrasyondaki antioksidan aktivite degeri %97,09 olarak tespit edilmistir. Siyah
iiziim ¢ekirdegi ve biberiye ekstraktlarinda BHAya yakin aktivite degerleri bulunmustur.

Cizelge 1. Ekstraktlarin antioksidan aktivite sonuglari

Ekstrakt %inhibisyon
Biberiye 92,84 +2,53
Siyah iiziim ¢ekirdegi 93,90 2,32
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3.2. Ekstraktlarin Toplam Fenolik Madde Miktarinin Tespit Edilmesi

Ekstraktlarin toplam fenolik madde miktar1 analizi Folin-Ciocalteu metoduna goére uygulanmistir. Gallik
asit esdegerliginde (GAE) en yiiksek toplam fenolik madde miktari biberiyede elde edilmistir. Toplam
fenolik madde miktar1 biberiye etanolik ekstraktinda 5,69 + 0,03 mg GAE/mL, siyah ilizim ¢ekirdegi
etanolik ekstraktinda 5,25 + 0,02 mg GAE/mL olarak bulunmustur (Cizelge 2).

Cizelge 2. Ekstraktlarin toplam fenolik madde miktar1 sonuglari

Ekstrakt Toplam fenolik madde miktari
Biberiye 5,69 £ 0,03 mg GAE/mL
Siyah liziim ¢ekirdegi 5,25 £ 0,02 mg GAE/mL

3.3. Ekstraktlarin Toplam Flavonoid Madde Miktarinin Tespit Edilmesi

Ekstraktlarin toplam flavonoid madde miktar1 analizi aliiminyum kloriir kolorimetrik metoduna gore
uygulanmistir. En yiliksek flavonoid madde miktar1 biberiye etanolik ekstraktindadir. Toplam flavonoid
madde miktar1 biberiye etanolik ekstraktinda 3,09 + 0,12 mg CE/mL, siyah iiziim ¢ekirdegi etanolik
ekstraktinda 1,71 £ 0,06 mg CE/mL olarak bulunmustur (Cizelge 3).

Cizelge 3. Ekstraktlarin toplam flavonoid madde miktar1 sonuglari

Ekstrakt Toplam flavonoid madde miktari
Biberiye 3,09 £ 0,12 mg CE/mL
Siyah iiziim ¢ekirdegi 1,71 £ 0,06 mg CE/mL

3.4. Ekstraktlarin Sitotoksik Aktivitelerinin Tespit Edilmesi

Oncelikle biberiye ve siyah iiziim ¢ekirdegi etanolik ekstraktlarinin bireysel sitotoksik aktiviteleri MTT
testi ile belirlenmistir. Farkli dozlarla muamele edilen hiicrelerde ii¢ farkli zaman diliminde yiizde
canliliklar hesaplanmistir. 24., 48., ve 72. saatte alinan absorbans sonuglari kontrol kuyucuklarina
kiyaslanmis ve ekstraktlarin hiicre canliligini azaltma yiizdeleri belirlenmistir (Sekil 1-4).

Biberiye - HUVEC hiicre hatti

120
1009 I = e
B T « @
1m L I

804 1 |
x 1HH [ =1 24 saat
= 1l : =1 48 saat
&5 604} : ]-
(6] 1l =3 72 saat
R

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 1. Biberiye etanolik ekstraktinin HUVEC hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat sonrasi yiizde canlilik
degerleri (Hata ¢ubuklari standart sapmay1 (SD) gostermektedir (n=3)) (ns: istatistiksel olarak anlamli
degil; *p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001; ****p <0,0001)
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Biberiye - T24 hiicre hatti
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Sekil 2. Biberiye etanolik ekstraktinin T24 hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat sonrasi ylizde canlilik degerleri.
(Hata gubuklart standart sapmay1 (SD) gostermektedir (n=3)) (ns: istatistiksel olarak anlamli degil; *p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p <0,0001)

Siyah Uziim Cekirdegi - HUVEC hiicre hatt
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Sekil 3. Siyah iiziim ¢ekirdegi etanolik ekstraktinin HUVEC hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat sonrasi yiizde

canlilik degerleri. (Hata ¢ubuklari standart sapmay1 (SD) gostermektedir (n=3)) (ns: istatistiksel olarak
anlamli degil; *p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001; ****p <0,0001).
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Siyah Uziim Gekirdegi - T24 hiicre hatti
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Sekil 4. Siyah {iziim ¢ekirdegi etanolik ekstraktinin T24 hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat sonrasi yiizde
canlilik degerleri. (Hata gubuklari standart sapmay1 (SD) gostermektedir (n=3)) (ns: istatistiksel olarak
anlaml degil; *p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001)

Hiicrelerin yiizde canlilik degerlerine gore GraphPad Prism 8.4.2. yazilimi (San Diego, CA, ABD)
kullanilarak ekstraktlarin ICsy degerleri hesaplanmigtir (Cizelge 4). Calismada biberiye ve siyah iiziim
cekirdegi etanolik ekstraktlarinin ICso degeri HUVEC ve T24 hiicrelerine karsi 24., 48. ve 72. saat sonunda
belirlenmistir.

Cizelge 4. Ekstraktlarin ICso degerleri (ug/mL) (£ degerleri standart sapmay1 (SD) ifade etmektedir(n=3))

Ekstrakt Hiicre Hatt1 24h 48h 72h
o HUVEC 482,03 +23.18 387.60 + 26,98 309,96 + 4,56
Biberiye T24 712,30 + 55,22 327.16 + 13,96 290,00 + 17,49
Siyah Uziim HUVEC 424433 +282,63 219333+ 13481 91523 + 17,90
Cekirdegi T24 454233 + 106,16 931,66 + 41,10 827.30 = 48,85

Biberiye ve siyah iiziim ¢ekirdegi etanolik ekstraktlart HUVEC hiicrelerine gore T24 hiicrelerinde daha
fazla sitotoksik aktivite sergilemistir. Siyah iiziim ¢ekirdegi etanolik ekstraktinda en etkili sonug¢ T24
hiicresine karst 72 saat sonunda 827,30 + 48,85 pg/mL degeri ile bulunmustur. Biberiye etanolik
ekstraktinda da benzer bir sekilde T24 hiicresine kars1 72 saat sonunda ICsy degeri 290,00 + 17,49 pg/mL
olarak hesaplanmistir. Tiim Orneklerde saate ve doza bagli olarak hiicre canliliginda azalma
gozlemlenmistir. Tek basina sitotoksik aktivitelerinin degerlendirilmelerinin yaninda, biberiye ve siyah
iiziim cekirdegi etanolik ekstraktlarinin farkli oranlarda karigimlari hem HUVEC hem de T24 hiicrelerine
kars1 24., 48. ve 72. saat sonunda sitotoksik potansiyelleri incelenmistir. Biberiye ve siyah {iziim ¢ekirdegi
etanolik ekstraktlarinin farkli kombinasyonlar1 T24 hiicrelerine kars1 72 saat sonunda hiicre canlilifin
%50’nin alta diisirmistiir. Kombinasyonlar arasinda en etkili olanlar 150 pg/mL biberiye:200 pg/mL
siyah {izim ¢ekirdegi ve 200 pg/mL biberiye:100 pg/mL siyah iiziim ¢ekirdegi oranlarinda hazirlananlar
olmustur. Bu kombinasyonlarda tiim saat araliklarinda %50’nin altinda hiicre canlilig tespit edilmistir.
Buna karsi, hi¢gbir kombinasyonda HUVEC hiicrelerine karsi neredeyse bir etki gdzlenmemistir (Sekil 5-
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Biberiye:Siyah Uziim Gekirdegi Kombinasyon - HUVEC hiicre hatti
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Sekil 5. Biberiye-siyah {izim ¢ekirdegi etanolik ekstrakti karigimlarinin HUVEC hiicrelerinde 24, 48 ve
72 saat sonrast yiizde canlilik degerleri. (Hata ¢ubuklar: standart sapmay1 (SD) gostermektedir (n=3))

Biberiye:Siyah Uziim Gekirdegi Kombinasyon - T24 hiicre hatt
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Sekil 6. Biberiye-siyah liziim ¢ekirdegi etanolik ekstrakti karigimlarinin T24 hiicrelerinde 24, 48 ve 72
saat sonras1 ylizde canlilik degerleri. (Hata cubuklar standart sapmay1 (SD) gostermektedir (n=3))

C.U. Miih. Fak. Dergisi, 41(3), Eyliil 2026




Biberiye ve Siyah Uziim Cekirdegi Etanolik Ekstraktlarimin Toplam Fenolik ve Flavonoid Madde Miktarlarinin ve Biyolojik Aktivitelerinin

Belirlenmesi

3.5. Ekstraktlarin Antibakteriyel Aktivitelerinin Tespit Edilmesi

Ekstraktlarin Staphylococcus aureus ve Escherichia coli bakterilerine karsi antibakteriyel aktiviteleri
oncelikle disk diflizyon yontemine gore belirlenmistir. Sonuglar mm cinsinden hesaplanmistir.
Ekstraktlarin farkli kombinasyon oranlariyla elde edilen karisimlarina da aymi sekilde disk difiizyon
yontemi uygulanmistir. Tiim sonuglar Cizelge 5’te verilmistir. Antibakteriyel aktivite sonuglarina gore
biberiye:siyah iiziim ¢ekirdegi 1:1 oranindaki kombinasyonda inhibisyon zon sonucu her iki bakteri igin de
ekstraktlarin kendilerine gore daha yiiksek olarak olgiilmiistiir. S. aureus bakterisinde biberiye ve siyah
tiziim ¢ekirdeginin kendisi 6,37 + 0,22 mm ve 6,72 + 0,18 mm iken E. coli bakterisinde 6,42 + 0,17 mm ve
6,68 + 0,12 mm olarak elde edilmistir. 1:1 kombinasyonda ise bu bakterilere kars1 sirasiyla 7,59 + 0,10 mm
ve 6,71 = 0,22 mm zon c¢aplar1 Sl¢lilmiistiir. Biberiye ve siyah {iziim cekirdeginin 1:3 oranindaki
kombinasyon sonucu da 7,22 + 0,28 mm ve 7,46 = 0,25 mm olarak her iki ekstraktin kendisine gore daha
yiiksek degerler elde edilmistir. Biberiye ve siyah {iziim ¢ekirdeginin 3:1 oranindaki degerleri de 7,87 +
0,21 mm ve 6,91 £ 0,23 mm olarak kaydedilmistir. Buna gore iki ekstraktin bu oranlarda bir arada
kullanilmas1 antibakteriyel aktivitede sinerjik etki olusturmustur. Negatif kontrol olarak uygulanan %70
etanol solventinde ise herhangi bir aktivite saptanmamustir.

Cizelge 5.%70 etanolik ekstraktlarin ve kombinasyonlarinin disk difiizyon yontemine gore antibakteriyel
aktivite sonuglari

inhibisyon Zonlari (mm) Staphylococcus aureus Escherichia coli
Biberiye 6,37 £0,22 6,42+0,17

Siyah iiziim cekirdegi 6,72 +0,18 6,68 £0,12
Biberiye:Siyah iiziim cekirdegi (1:1) 7,59 +0,10 6,71 £ 0,22
Biberiye:Siyah iiziim cekirdegi (2:1) 6,36 +£0,21 6,83 + 0,20
Biberiye:Siyah iiziim cekirdegi (1:2) 7,39 +£0,12 6,39 + 0,14
Biberiye:Siyah iiziim cekirdegi (1:3) 7,22 +0,28 7,46 £0,25
Biberiye:Siyah iiziim cekirdegi (3:1) 7,87+0,21 6,91 £0,23

Ekstraktlarin S. aureus ve E. coli bakterilerine kars1 antibakteriyel aktivitelerinde uygulanan diger yontem
ise minimum inhibisyon konsantrasyonu belirleme yontemidir. Sonuglar mg/mL cinsinden hesaplanmuistir.
Ekstraktlarin kendilerinin disinda farkli kombinasyon oranlariyla elde edilen karigimlara da ayni sekilde
MIC yo6ntemi uygulanmistir. Tiim sonuglar Cizelge 6’da verilmistir. Antibakteriyel analizlerde MIC
sonuglart da disk difiizyon sonuglariyla paralellik gostermistir. Biberiye ve siyah iiziim ¢ekirdeginin
kombinasyonlariin sinerjik etki yarattigi sdylenebilir. Negatif kontrol olarak uygulanan %70 etanol
solventinde ise herhangi bir aktivite saptanmamustir. Sonuglarin var/yok seklinde nitel olarak
degerlendirilmesi ve tiim deney tekrarlarinda ayni kuyucuklarda ayni bulgunun gézlenmesi nedeniyle, bu
sonuglar i¢in standart sapma degerleri hesaplanmamustir.

Cizelge 6.%70 etanolik ekstraktlarin ve kombinasyonlarinin MIC ydntemine gore antibakteriyel aktivite

sonuglari
MIC (mg/mL) Staphylococcus aureus Escherichia coli

Biberiye 6,25 6,25
Siyah iiziim cekirdegi 6,25 6,25
Biberiye:Siyah iiziim cekirdegi (1:1) 3,125 3,125
Biberiye:Siyah iiziim cekirdegi (2:1) 6,25 6,25
Biberiye:Siyah iiziim cekirdegi (1:2) 6,25 6,25
Biberiye:Siyah iiziim cekirdegi (1:3) 6,25 3,125
Biberiye:Siyah iiziim cekirdegi (3:1) 3,125 6,25

4. TARTISMA

Bu c¢alismada biberiye ve siyah iiziim ¢ekirdegi etanolik ekstraktlarinin toplam fenolik ve toplam flavonoid
madde miktarlari, antioksidan aktiviteleri, sitotoksik ve antibakteriyel 6zellikleri incelenmistir. Folin-
Ciocalteu yontemi kullanilarak ekstraktlarin toplam fenolik madde miktari, aliiminyum kloriir kolorimetrik
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testi kullanilarak ekstraktlarin toplam flavonoid madde miktari, DPPH yontemi kullanilarak ekstraktlarin
antioksidan aktiviteleri tayin edilmistir. MTT yontemi kullanilarak biberiye ve siyah iiziim ¢ekirdegi
etanolik ekstraktlarinin T24 insan mesane kanseri ve HUVEC insan gobek kordonu ven endotel hiicreleri
tizerindeki sitotoksik aktivitelerinin tayini yapilmustir. Ayrica disk difiizyon yontemi ve minimum
inhibisyon konsantrasyonu (MIC) yontemiyle ekstraktlarin Staphylococcus aureus (Gram-pozitif) ve
Escherichia coli (Gram-negatif) bakterileri lizerindeki antibakteriyel aktiviteleri test edilmistir. Biberiye ve
siyah iiziim ¢ekirdegi etanolik ekstraktlarinin birlikte kullaniminin sitotoksik ve antibakteriyel aktiviteye
etkisi belirlenmistir. Fenolik ve flavonoid bilesikler bakimindan zenginlik, bitki ekstraktlarinin biyolojik
aktivitelerinin temel belirleyicisidir. Calismamizda en yiiksek antioksidan aktivite degeri siyah {izim
cekirdegi ekstraktinda %93,90 olarak, biberiye ekstraktinda ise %92,84 olarak hesaplanmistir. Toplam
fenolik madde miktar1 biberiye etanolik ekstraktinda 5,69 + 0,03 mg GAE/mL, siyah iiziim cekirdegi
etanolik ekstraktinda 5,25 + 0,02 mg GAE/mL olarak bulunmustur. Toplam flavonoid madde miktar1 ise
biberiye etanolik ekstraktinda 3,09 £ 0,12 mg CE/mL, siyah {iziim ¢ekirdegi etanolik ekstraktinda 1,71 £
0,06 mg CE/mL olarak elde edilmistir. Uziim ¢ekirdeginin etanol:su (70:30) cozeltisiyle ekstraksiyonu
yapilan bir ¢alismada sirasiyla 256,15 £ 17,40 mg GAE/gram kuru agirlik ve 14,08 = 0,64 mg CE/gram
kuru agirlik olarak toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlari elde edilmistir. Uziim cekirdegi
ekstraktinda gerceklestirilen LC/MS analizi prosiyanidin zenginligini ortaya koymustur [33]. Biberiye
ekstraktlarinn sitotoksik etkileri de literatiirde genis 6lgiide rapor edilmistir. Ozellikle karnosol ve karnosik
asit gibi diterpenlerin antikanser aktivitesi one ¢ikmaktadir. Cattaneo ve arkadaslart (2015) biberiye
ekstraktinin A375 melanoma kanseri hiicreleri lizerindeki sitotoksik aktivitesini ¢aligmiglardir [7]. Brindisi
ve arkadaslar1 (2020)’nin iki farklt meme kanseri hiicre hatti, MCF-7 (ERa +) ve MDA-MB-231 (triple
negatif), kullandig1 ¢alismada 10, 20, 40 ve 60 pg/mL konsantrasyonlartyla MTT testi yapilmistir. Tim
ekstraktlari, her iki meme kanseri hiicresinde, ICso degerini 6,83 pg/mL ile 15,67 pg/mL arasinda
degistirdigi ve konsantrasyona bagli olarak hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi saptanmistir [10]. Yesil-
Celiktas ve arkadaglar1 (2010), biberiye ekstraktlarinin yani sira ekstraktin baglica fenolik bilesenleri olan
karnosik asit ve rosmarinik asidin farkli insan kanser hiicre hatlarinin proliferasyonu iizerindeki etkilerini
aragtirmistir. Caligmada, biberiye ekstraktlarinin ve bu bilesiklerin ¢esitli kanser hiicrelerinde biiyiimeyi
inhibe ettigi ve bu etkinin kullanilan ekstraktin bilesimine ve hiicre hattina bagli olarak degistigi
bildirilmistir [34]. Kakouri ve arkadaglar1 (2022) ise glioblastoma (A172) ve rabdomyosarkom (TE671)
hiicrelerinde zaman ve doza bagl sitotoksisite olusturdugunu gostermistir. En diigiik ICso degerleri 72 saat
sonra TE671 hiicre hatt1 i¢in 0,25 + 1,09 mg/mL ve A172 hiicre hatti i¢in ise 0,58 + 0,98 mg/mL olarak
elde edilmistir [8].

Siyah iiziim ¢ekirdegi ekstraktlarmin biyolojik aktivitesi, igerdigi polifenoller ve resveratrol gibi
bilesiklerden  kaynaklanmaktadir.  Engelbrecht ve  arkadaglart (2007), tizim  ¢ekirdegi
proantosiyanidinlerinin kolon kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikledigini rapor etmistir [22]. Grace
Nirmala ve arkadaglar1 (2018), iiziim kabugu ve ¢ekirdek ekstraktlarinin epidermoid karsinom hiicrelerinde
apoptotik etki gosterdigini ortaya koymustur [24]. Bir ¢alismada Vitis vinifera L. atiklarinin, MCF-7 gogiis
adenokarsinomu ve HeLa servikal karsinomu hiicrelerini ldiirebilecek sitotoksik dzelliklere sahip oldugu
kesfedilmistir [35]. Bagka bir calismada ise Caco-2 kolon kanseri hiicrelerinde ve normal kolon epitel
hiicrelerinde (NCM 460 hiicreleri) hiicre canliligi aragtirtlmistir. Kirmizi iiziim ¢ekirdegi ekstraktinin 10-
100 pg/mL arasindaki konsantrasyonlart kullanilmistir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda 10, 50 ve 100
pg/mL konsantrasyonlariin, kanser hiicre hattinda hiicre canliligini 6nemli 6l¢iide azalttigi belirlenmistir.
Farkl1 bir ¢alismada iiziim posasi ve gekirdegi ekstraktlarinin fibroblastlar ile Caco-2, HT-29 kolon kanseri
hiicreleri {izerindeki antitiimor etkileri incelenmistir. Ayni kaynaklardan saflastirilmis ekstraktlar
hazirlanmis ve iiziim ¢ekirdeginden elde edilen saflagtirilmis ekstraktin en yiiksek etkiyi Caco-2 hiicreleri
iizerinde gosterdigi bildirilmistir. HT-29 hiicrelerinin, bu saflastirilmis ekstraktlara karsi daha duyarli
oldugu tespit edilmistir [36]. Uziim cekirdegi sulu ekstresi 100 pg/mL'de, muamelenin ilk 24 saatinde 3T6
hiicreleri tizerinde %3,88 oraninda toksisiteye neden olurken, 48 saate kadar uzatilmis etkisi bu toksisiteyi
%0,5'in altina distirmiistiir. 24 ve 48 saatlik muamelede HeLLa ve BCPAP hiicreleri i¢in sirasiyla %18,39
ila %23,79 ve %10,30 ila %20,37 arasinda bir hiicre 6limii elde edilmistir. Sonu¢ olarak, bu ekstraktin
saglikli hiicreler iizerindeki yararli etkisiyle birlikte anti-proliferatif bir ajan olarak daha diisiik
konsantrasyonlarda kullanilmasi dnerilmistir [33].

Bu calismada ise biberiye ve siyah iiziim ¢ekirdegi etanolik ekstraktlarinin kanser ve normal hiicre hatlar
tizerindeki sitotoksik etkileri MTT testi sonucunda elde edilen ICso degerleri tizerinden degerlendirilmistir.
Biberiye ve siyah iiziim ¢ekirdegi etanolik ekstraktlart HUVEC hiicrelerine gore T24 hiicrelerinde daha
fazla sitotoksik aktivite sergilemistir. Siyah {iziim cekirdegi etanolik ekstraktinda en etkili sonu¢ T24
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hiicresine karst 72 saat sonunda 827,30 + 48,85 pg/mL degeri ile bulunmustur. Biberiye etanolik
ekstraktinda da benzer bir sekilde T24 hiicresine karsi 72 saat sonunda ICsy degeri 290,00 £+ 17,49 pg/mL
olarak hesaplanmistir. Elde edilen tim sonuglar, zamanin artmasiyla birlikte ekstraktlarin hiicre
proliferasyonunu baskilayict etkilerinin belirgin sekilde arttigini gostermistir. Biberiye ekstrakti, T24
mesane kanseri hiicrelerinde zamanla azalan ICsy degerleriyle giiglii bir antiproliferatif etki ortaya
koymustur. Ayn1 6rnek HUVEC normal endotel hiicrelerinde daha yiiksek 1Cso degerleri sunarak kanser
hiicresine kars1 segici toksisite profili sergilemistir. Bu yonii ile kanser hiicrelerini hedefleyen ¢aligmalarda
kullanilabilecek dogal bir ajan olma potansiyeli tasidigi soylenebilir. Siyah iiziim ¢ekirdegi ekstraktinin her
iki hiicre hattinda da baslangigta ¢ok yiiksek ICso degerleri verdigi gozlenmis, ancak ilerleyen zaman
noktalarinda etkinliginde kademeli bir artis saptanmuistir. Buna ragmen elde edilen degerler, bu ekstraktin
dogrudan sitotoksik etki potansiyelinin daha diisiik oldugunu ve antioksidan oOzelliklerinin baskin
olabilecegini diigiindiirmektedir. Genel olarak degerlendirildiginde, ekstraktlarin tamami zaman bagimli
sitotoksik aktivite sergilemistir. Ancak etkinlik ve hiicre tipi segiciligi dikkat cekmektedir. Biberiye kanser
hiicrelerinde daha belirgin antiproliferatif etki gostererek gelecekteki preklinik calismalar i¢in giiclii bir
aday olma potansiyelindedir. Biberiye ve siyah iiziim ¢ekirdegi ekstraktlarinin birlikte uygulanmast ile elde
edilen sitotoksisite sonuglari incelendiginde, kombinasyon uygulamasinin HUVEC hiicre canliligi lizerinde
zaman ve konsantrasyon bagimli bir azalma olusturdugu belirlenmistir. Genel olarak 24 saatlik
uygulamalarda canlilik oranlar1 %80’in ilizerinde seyrederken, 48 ve oOzellikle 72 saatlik inkiibasyon
stirelerinde belirgin bir diisiis goriilmiistiir. Bu durum, kombinasyonun hiicre proliferasyonunu geciktirici
ve zamana bagli bir sitotoksik etki gelistirdigini gostermektedir. Konsantrasyonlar karsilastirildiginda,
ozellikle 100 pg/mL biberiye:100 pg/mL siyah iiziim ¢ekirdegi ve 150 pg/mL biberiye:200 ug/mL siyah
iiziim ¢ekirdegi kombinasyonlarinin 72 saat sonunda hiicre canliligini yaklasik %60 seviyelerine diistirdiigii
goriilmektedir. Bu diisiis, kombinasyonun belirli oranlarda sinerjik toksik etki olusturabilecegine isaret
etmektedir. Diger kombinasyonlarda ise canlilik oranlarinin genellikle %70-85 arasinda kaldigi ve
etkinligin daha sinirli oldugu goériilmistiir. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda canlilik oranlarinin tamamen
diismemesi, kombinasyonun daha ¢ok hiicre biiyiimesini baskilayici etki gosterdigini ortaya koymaktadir.
T24 mesane kanseri hiicre hattinda gerceklestirilen MTT analizleri, biberiye ve siyah iiziim ¢ekirdegi
ekstraktlarmin kombinasyon halinde uygulanmasinin, doz ve zamana bagli olarak hiicre canliligini belirgin
sekilde azaltigm gostermistir. Ozellikle 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde gozlenen diisiisler,
kombinasyonun sitotoksik etkinliginin zaman bagimli oldugunu ortaya koymaktadir. Yiiksek
konsantrasyonlarda (250 pg/mL biberiye:500 pg/mL siyah iiziim g¢ekirdegi ve 250 pg/mL biberiye:250
pg/mL siyah iliziim ¢ekirdegi) 24 saatlik siirede canlilik %80 civarinda seyrederken, 72 saatte ise %10-
20’ye kadar diismektedir. Bu sonug¢, kombinasyonun giiclii bir antiproliferatif etki olusturdugunu
diistindiirmektedir. Daha diisiik konsantrasyonlarda da (6rnegin 150 pg/mL biberiye:100 pg/mL siyah {iziim
cekirdegi ve 200 pg/mL biberiye:100 pg/mL siyah iizim ¢ekirdegi), 72. saat sonunda canlilik oranlarinin
%5—10 seviyelerine kadar geriledigi goriilmistiir. Bu durum, kombinasyonun diisiik dozlarda bile kanser
hiicrelerine kars1 etkili olabilecegini gostermektedir. Ayrica, bireysel ekstrakt uygulamalarinda
gozlemlenen sinirlt sitotoksik etkiye kiyasla kombinasyonun hiicre canliligini daha belirgin sekilde
disiirmesi, biberiye ve siyah iizim c¢ekirdegi ekstraktlari arasinda potansiyel sinerjik bir etkilesim
olabilecegine isaret etmektedir.

Biberiye ekstraktlarmin antibakteriyel etkisi rosmaridifenol, karnosol, epirosmanol, rosmanol,
izorosmanol, karnosik asit ve rosmarinik asit gibi fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir [37]. Literatiirde
biberiye esansiyel yaginin S. aureus (MIC: 3,9 uL/mL) ve P. aeruginosa (MIC: 7,8 uL/mL) gibi klinik
O6neme sahip bakterilere karsi giiclii inhibisyonu rapor edilmistir [38]. Yapilan ¢alismalarda biberiyenin
Candida albicans, S. aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans ve Pseudomonas aeruginosa
mikroorganizmalarina ve biyofilm olusumuna karsi antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Biberiye en
giiclii aktiviteyi sirastyla 0,78 mg/mL ve 3,13 mg/mL MIC ve minimum mikrobisidal konsantrasyon
(MMC) ile C. albicans'a kars1 gostermistir. Ayrica P. aeruginosa’da 6,25 mg/mL'lik degerleri elde
edilmistir. S. aureus, S. mutans ve E. faecalis biiyiimeleri >25 mg/mL'de engellenmis ancak mikrobisidal
bir konsantrasyona ulasilamamistir. Calisma ayrica biberiyenin C. albicans, P. aeruginosa, S. aureus ve S.
mutans'm biyofilm olusumuna karsi basarili oldugunu da gostermistir. Poli-mikrobiyal filmlerde C.
albicans, diger dort bakteri ile 48 saat boyunca kiiltiirlenmis ve 5 dakika boyunca biberiye ile islenmistir.
Biberiye ile mikrobiyal bitylimedeki en 6nemli azalma C. albicans ile E. faecalis ve C. albicans ile P.
aeruginosa'da meydana gelmistir [12]. Diger bir ¢alismada biberiyenin etanol ekstraktinin MIC degerleri
0,39-3,13 mg/mL araliginda tespit edilmistir. MBC (minimum bakterisidal konsantrasyon) degerleri ise
MIC'lere esit veya iki katt degerinde elde edilmistir [39]. Farkli ¢alismalarda biberiyenin metanol ve etanol
ekstraktlarmin etkinligi E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, B. cereus (Bacillus cereus), E. faecalis, C.
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albicans, V. fluvialis (Vibrio fluvialis) ve V. damsela (Vibrio damsela) dahil sekiz farkli tiire karsi test
edilmistir. Karnosik asit varligindan dolayr metanol ekstrakti, bakteriyel biiylimeye karsi daha yiiksek
oranda inhibisyon etkisi saglamigtir [40-42]. Biberiye ekstraktinin hem Gram-pozitif hem Gram-negatif
bakterilere kars1 yiiksek inhibisyon olusturmasi bu verileri destekler niteliktedir. Uziim ekstraktlar ile
yapilan bir arastirmada S. aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella typhimurium’a karst giiglii
antibakteriyel Ozellikler tespit edilmistir [23]. Diger bir ¢aligmada siyah tiziim g¢ekirdegi ekstraktinin
antibakteriyel etkisi MIC testiyle farkli mikroorganizmalara kars1 denenmistir. Klebsiella pneuminae'ye
kars1 hicbir etki tespit edilememis, fakat patojenik tiirler P. aeruginosa, E. coli, Bacillus sp., S. aureus, E.
faecalis ve C. albicans'a kars1 degisken inhibitor etkiler gozlemlenmistir. Ayrica bu ekstraktin Gram-pozitif
bakterilere kars1 daha etkili oldugu ve patojenik C. albicans'a kars1 da etkili oldugu saptanmistir [19]. Baska
bir caligmada, siyah iiziim g¢ekirdeginin metanolik ekstraktinin S. aureus ve S. haemolyticus’a kars
antibiyofilm aktivitesi test edilmis ve biyofilm olusumunun metanolik ekstraktlar tarafindan engellendigi
gosterilmistir [43].

Bu calismada biberiye ve siyah iiziim ¢ekirdegi etanolik ekstraktlart hem Gram-pozitif bakteri olan S.
aureus hem de Gram-negatif bakteri olan E. coli iizerinde belirli diizeyde antibakteriyel aktivite
gostermistir. Genel olarak degerlendirildiginde, inhibisyon zonlarinin oldukg¢a sinirlt oldugu goriilmekle
birlikte, baz1 kombinasyonlar bireysel uygulamalara gore daha yiiksek etki yaratmistir. S. aureus lizerinde
en yiiksek inhibisyonu, biberiye:siyah tiziim ¢ekirdegi 3:1 kombinasyonu (7,87 + 0,21 mm) gdstermistir.
Bunu sirasiyla 1:1 (7,59 £ 0,10 mm) ve 1:2 (7,39 + 0,12 mm) kombinasyonlar1 takip etmektedir. Bu durum,
biberiye ekstraktinin antibakteriyel etkisinin siyah {iziim ¢ekirdegi ile birlikte uygulanmasiyla sinerjik
olarak artabilecegini gostermektedir. Tekli uygulamalara bakildiginda siyah iiziim ¢ekirdegi ekstraktinin
(6,72 £ 0,18 mm), biberiye ekstraktina (6,37 = 0,22 mm) gore daha yiiksek antibakteriyel etki gosterdigi
tespit edilmistir. E. coli’ye karst ise genel olarak daha diisiikk inhibisyon zonlar1 kaydedilmistir. Bunun
Gram-negatif bakterilerin sahip oldugu dis membran yapisindan kaynaklanan dogal direng ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Bu bakimdan en gii¢lii etkinin biberiye:siyah {iziim ¢ekirdegi 1:3 kombinasyonu (7,46 =
0,25 mm) ile ortaya ¢ikmasi, yiiksek {iziim ¢ekirdegi ekstrakt oraninin 6zellikle Gram-negatif bakterilere
kars1 daha avantajli oldugunu isaret etmektedir. Bu bulgular, kombinasyonlarin etkisinin kullanilan ekstrakt
oranina bagli olarak degistigini ve her iki bakteri tiirii i¢in ideal formiilasyonun farklilik gdsterebilecegini
ortaya koymaktadir. Sonug olarak; biberiye ve siyah {iziim gekirdegi ekstraktlarinin 6zellikle Gram-pozitif
bakterilere kars1 daha giiglii bir potansiyele sahip oldugu belirlenmistir. Buna goére bazi kombinasyonlarin
sinerjik etki olusturdugu soylenebilir.

Ayrica ¢alismada biberiye, siyah liziim g¢ekirdegi ekstraktlar1 tekil ve kombinasyon uygulamalarinin S.
aureus ve E.coli iizerindeki antibakteriyel etkileri MIC yontemi ile de degerlendirilmistir. Genel olarak
hem bireysel bitki ekstraktlarinin hem de kombinasyonlarinin bakteriyel bilyiime inhibisyonunda farkli
diizeylerde etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Biberiye ve siyah {iziim c¢ekirdegi ekstraktlarinin tekli
uygulamalarinda, her iki bakteriye karsi MIC degeri 6,25 mg/mL olarak belirlenmistir. Bu degerler,
ekstraktlarin hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakteriler lizerinde benzer diizeyde etki gosterdigine
isaret etmektedir. Bununla birlikte iki ekstraktin 1:1 oranindaki kombinasyonu ile MIC degerinin S. aureus
ve E. coli igin 3,125 mg/mL’ye diistiigli gorilmiistiir. Bu durum, iki ekstraktin esit oranda birlikte
kullaniminin belirgin bir sinerjik etki sagladigini ortaya koymaktadir. Biberiye oraninin baskin oldugu 3:1
kombinasyonunda, S. aureus iizerinde 3,125 mg/mL MIC degeri gozlenmis olup, Gram-pozitif bakteriye
karst sinerjik etkinin korundugu diisiiniilmektedir. Siyah iiziim ¢ekirdegi oranmnin baskin oldugu 1:3
kombinasyonunda ise E. coli lizerinde MIC degerinin 3,125 mg/mL’ye diistiigii tespit edilmistir. Bu
sonuglar, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerde sinerji olusumunun farkli ekstrakt oranlarina bagh
olarak degistigini gostermektedir. Diger kombinasyon oranlarinda ise tekli uygulamalardaki etkinligin
korundugu fakat ek bir sinerjik artis gdzlenmedigi belirlenmistir. Calismamizin 6zgiin yond, bu iki farkli
ekstraktin hem bireysel hem de birlikte kullaniminin biyolojik aktivitelerinin incelenmis olmasidir.
Ozellikle sinerjik etki potansiyeli, literatiirde sinirl sayida calisiimis bir konu olup bu arastirma bu agidan
yeni katkilar sunmaktadir. Kanser ve diger kronik hastaliklarin toplum sagligi tizerindeki yiikiiniin artmast,
hastaliklarin 6nlenmesine yonelik dogal kaynaklarin arastirilmasina olan ilgiyi artirmaktadir. Bu kapsamda,
temel besleyici dzelliklerinin yani sira antioksidan ve antibakteriyel gibi biyolojik aktiviteler gosterebilen
dogal bilesenler, fonksiyonel gida ve gida takviyesi gelistirilmesinde 6nemli bir potansiyele sahiptir
[44,45]. Fonksiyonel gidalarin tiiketiciye besin saglamanin Stesinde ek saglik yararlari sunabilmesi, bu
iirlinlere yonelik bilimsel arastirmalarin daha fazla 6nem kazanmasina ve tiiketici ilgisinin artmasina
katkida bulunacaktir.
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5. SONUCLAR

Son zamanlarda tiiketicilerin dogal ve ekolojik iiriinleri tercih etmesi nedeniyle tibbi ve aromatik bitkilere ve bu
bitkilerden elde edilen ekstraktlara olan ilgi artmaktadir. Biberiye ve siyah iiziim ¢ekirdegi, icerikleri nedeniyle farkli
caligmalara konu olmaktadir. Bu ¢alismada biberiye ve siyah iiziim ¢ekirdeginin etanolik ekstraktlarmin toplam
fenolik madde miktar1 ve toplam flavonoid madde miktar1 tespit edilmis; biyolojik aktivitelerinden antioksidan,
sitotoksik ve antibakteriyel aktiviteleri belirlenmistir. Ayrica sitotoksik ve antibakteriyel aktivite testlerinde
bitkilerin etanolik ekstraktlarinin hem bireysel olarak hem de kombinasyon seklinde gosterdikleri aktiviteler test
edilmistir. Mevcut literatiir bilgimiz dogrultusunda, biberiye ve siyah {iziim ¢ekirdegi etanolik ekstraktlariin T24
insan mesane kanseri hiicre hattt ve HUVEC insan gébek kordonu ven endotel hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik
aktivitelerini degerlendiren herhangi bir ¢aligmaya rastlanmanmustir. Toplam fenolik madde miktari 5,69 + 0,03 mg
GAE/mL degeriyle biberiye etanolik ekstraktinda; toplam flavonoid madde miktar1 3,09 + 0,12 mg CE/mL
degeriyle biberiye etanolik ekstraktinda; antioksidan aktivite ise %693,90 £ 2,32 inhibisyon degeriyle siyah iiziim
cekirdegi etanolik ekstraktinda, en yliksek miktarlar olarak tespit edilmistir. Biberiye ve siyah iiziim ¢ekirdegi
etanolik ekstraktlarmin farkli oranlarda karistlip uygulanmasi sonucunda antibakteriyel aktivitede artis
gozlenmistir. Bu iki ekstraktin Staphylococcus aureus’a karst en yiiksek antibakteriyel aktivite biberiye:siyah iiziim
cekirdegi (3:1) kombinasyonunda, Escherichia coli’ye karsi en yiiksek antibakteriyel aktivite ise biberiye:siyah
tiztim ¢ekirdegi (1:3) kombinasyonunda elde edilmistir. Sitotoksik aktivite sonuglarina gore biberiye ve siyah {iziim
¢ekirdegi etanolik ekstraktlarinin HUVEC insan gobek kordonu ven endotelyal hiicre hattt ve T24 insan mesane
kanseri hiicre hattinda doza ve zamana bagli olarak hiicre canliligini azalttifi tespit edilmistir. Ayrica, tekli ekstrakt
uygulamalarinda gozlemlenen simirli sitotoksik etkiye kiyasla kombinasyonun hiicre canliligini daha belirgin sekilde
diigtirmesi, biberiye ve siyah tiziim gekirdegi ekstraktlar1 arasinda potansiyel sinerjik bir etkilesim olabilecegine
isaret etmektedir. Sonug olarak bazi bitkisel bilesenlerin birlikte kullanimi, tek bagma kullanimma kiyasla daha
yiiksek biyolojik aktivite gosterebilmektedir. Ozellikle biberiye ve siyah iiziim ¢ekirdeginin birlikte kullanildiginda
sinerjik etki olusturabildigi gozlenmistir. ilerleyen calismalarda biberiye ve siyah iiziim cekirdegi etanolik
ekstraktlarmm HPLC, LC-MS/MS gibi yontemlerle bilesen analizleri yapilarak bu bilesenlerin ayri ayr ve
kombinasyon etkilerine bakilabilir. Farkli hiicre hatlart ve farkli bakteri tiirleri kullanilarak biyolojik etkinlik
taramas1 yapilabilir. Ayrica sitotoksik aktivite sonrasi apoptoz tayini yapilarak hiicre 6liim mekanizmalart
arastirilabilir.
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