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ONSOZ

Ugucu yaglar eski caglardan beri kullanimini olan, ¢esitli biyolojik aktivitelere
sahip karisimlardir. Daha ¢ok bitkisel kaynakli olan bu karisimlarin, sagliktan
kozmetige, gida sektoriinden aromaterapiye kadar pek c¢ok alanda kullanimlari
vardir. Apiaceae familyasmnin iiyelerinden olan Ferula L. tiirleri iran basta olmak
tizere Orta Asya ve Akdeniz’de dagilim gostermektedir. Tiirkiye’de de var olan bu
bitkilerin afrodizyak, yara iyi edici, karminatif, antispazmodik gibi aktivitelerine
bagli olarak halk arasinda kullanimlar1 bulunmaktadir.

Calismamizda bazi Ferula ugucu yaglarmin antimikrobiyal ve antioksidan
aktiviteleri incelenmis ve kullanimlarinin giivenirliligi agisindan in vitro
sitotoksisite ve genotoksisite deneyleri yapilmistir.

Tez calismam boyunca degerli fikir ve yardimlarimi esirgemeyen sevgili
damismanim Prof. Dr. Betil DEMIRCI’ye; sevgili hocamiz Farmakognozi
Anabilim Dal1 Bagkan1 Sayin Prof. Dr. Nes’e KIRIMER’e; akademik kariyerimi
stirdlirecegim alanin degerli hocalari, ikinci ailem gibi gordiigiim sevgili Dog. Dr.
Biilent ERGUN, Yrd. Dog, Dr. Ozlem ATLI ve Yrd. Dog. Dr. Sinem ILGIN’a
desteklerinden dolay1 sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Sevgili hocam Yrd. Dog. Dr.
Ozlem ATLI’ya tez calismamimn yardimci damigmami olmasi nedeniyle ayrica
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esirgemeyen sevgili Uzm. Bio. Gamze GOGER e; basta Yesim HALILOGLU ve
Bilge KARA olmak iizere Farmakognozi Anabilim Dali’nda lisaniistii egitimini
devam ettiren tiim arkadaslarima, Farmakognozi Anabilim Dali 6gretim tiyelerine
tesekkiirlerimi sunarim.

Bu siire¢ boyunca desteklerini esirgemeyen, iyi ki yanimda olan camim arkadagim
Elif KAYA’ya; sevgili Selin ENGUR’e ve Giicli OZARDA’ya; burada ismini
sayamadigim tiim arkadaslarima tesekkiirii borg bilirim.

Hayattaki en degerlilerim canim ailem anneme, babama, ablalarima, abime,
enisteme ve nese kaynaklarim biricik yegenlerime sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



BAZ| FERULA UCUCU YAGLARININ KiMYASAL BiLESIiMIi,
BiYOLOJIK AKTIVITE, IN VITRO SITOTOKSISITE VE
GENOTOKSISITE YONUNDEN iINCELENMESI

OZET

Giliniimiizde dogal kaynakli iirlinlere ilginin artmasiyla bilimsel alanda bu yondeki
calismalar da hiz kazanmistir. Ugucu yaglar, eski caglardan gilinlimiize kadar
kullanilagelen aromatik sivilardir. Koku, tat maddesi olarak kullanimlarinin disinda
farkli  biyolojik aktiviteleri nedeniyle saglik alaninda da kullanimlar
bulunmaktadir. Ferula L. cinsi Apiaceae familyasinin en 6nemli cinslerinden
biridir. Tiirkiye’de 17, Asya’da 177, diinyada ise 180-185 tiirii bulunmaktadir.

Bu ¢alismada Ferula hermonis Boiss., F. brevipedicellata Pesmen ex M. Sagiroglu
& H. Duman ve F. rigidula DC. ugucu yaglarinin analizleri es zamanli olarak GK
ve GK/KS ile gergeklestirilmistir. F. brevipedicellata ve F. rigidula ugucu
yaglarinin ana bilesikleri a-pinen (% 68.9 ve % 73.0, sirastyla), B-pinen (% 5.3 ve
% 4.0, sirasiyla) ve naftalen (% 4.3 ve % 8.5, sirastyla); F. hermonis ugucu yaginin
ana bilesikleri ise a-pinen (% 64.1), naftalen (% 8.3) ve trans-verbenol (% 4.8)
olarak belirlenmistir. Ugucu yaglarin mikrodiliisyon yontemi ile antimikrobiyal
aktiviteleri belirlenmis, mikroorganizmalara gore degisen orta ya da zayif derecede
aktivite tespit edilmistir. DPPH?® radikali ile yapilan serbest radikal siipiiriicii etki
tayini sonucunda ugucu yaglarin 0.5 mg/mL ve daha diisiik konsantrasyonlarda
antioksidan aktivite gostermedigi saptanmigtir. Ugucu yaglarin saglikli bir hiicre
hatt1 olan NIH3T3’e (ATCC® CRL-1658™, fare embriyonik fibroblast hiicreleri)
kars1 sitotoksisiteleri belirlenmistir. Aktivite deneyleri ve sitotoksisite testi
sonucunda umut vadedebilecegi diisiiniilen F. rigidula ugucu yagma uygulanan
Ames MPF™ 98/100 testi sonucunda, ugucu yagin test edilen dozlarda mutajenik
olmadig belirlenmistir.

Bu calisma F. hermonis, F. brevipedicellata ve F. rigidula ugucu yaglarinin
antioksidan aktivite ve sitotoksisite; F. brevipedicellata ve F. rigidula ugucu
yaglarinin kimyasal bilesimlerinin belirlenmesi ve antimikrobiyal aktivite; F.
rigidula ugucu yaginin genotoksisite degerlendirilmesi agisindan ilk olma &zelligi
tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Ferula sp., ugucu yag, antimikrobiyal, antioksidan, NIH3T3,
Ames MPF™ 98/100



INVESTIGATION OF ESSENTIAL OILS OF SOME FERULA SPECIES
IN TERMS OF CHEMICAL COMPOSITION, BIOLOGICAL ACTIVITY,
IN VITRO CYTOTOXICITY AND GENOTOXICITY

ABSTRACT

Today with growing interest in natural products, works in this field also have gained
momentum in the scientific field. Essential oils are aromatic liquid that have been
used since ancient times. Besides being used as flavours and fragrances, they have
been used in health care due to the different biological activities. The genus Ferula
is one of the most important species of the Apiaceae family. It contains 17 species
in Turkey, 177 in Asia and 180-185 in the world.

In this study, analyses of essential oils of Ferula hermonis Boiss., F.
brevipedicellata Pesmen ex M. Sagiroglu & H. Duman ve F. rigidula DC. were
simultaneously performed by GC and GC/MS. The main components of the
essential oils of F. brevipedicellata ve F. rigidula were determined as a-pinen
(68.9% and 73.0%, respectively), B-pinen (5.3% and 4.0%, respectively) ve naftalen
(4.3% and 8.5%, respectively); the main components of the essential oils of F.
hermonis were determined as a-pinen (64.1%), naftalen (8.3%) and trans-verbenol
(4.8%). Antimicrobial activity of the essential oils was determined by microdilution
method and according to results the essential oils have moderate or weak activity
aganist microorganisms. The results of determination of free radical scavenging
effects with DPPH*® was showed that the essential oils have no antioxidant activity
at 0.5 mg/mL and lower concentrations. The cytotoxicity of essential oils was
determined aganist NIH3T3 (ATCC® CRL-1658™, mouse embriyonic fibroblast
cell line) which is a normal cell line. The essential oil of F. rigidula, may be
promising one according to the results of biological activity and cytotoxicity assays,
was applied Ames MPF™ 98/100 test and it was determined that not mutagenic in
tested doses.

The study is the first investigation in terms of antioxidant activity and cytotoxicity
of essential oils of F. hermonis, F. brevipedicellata and F. rigidula; antimicrobial
activity and determination of chemical composition of essential oils of F.
brevipedicellata and F. rigidula; evalution of genotoxicity of essential oil of F.
rigidula.

Keywords: Ferula sp., essential oil, antimicrobial, antioxidant, NIH3T3, Ames
MPF™ 98/100
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SIMGE ve KISALTMALAR DIiZINi

2D NOESY

ABTS
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FRAP

GK
GK/KS
GM
IKs0
MFK
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MHB 2
MIK
MTT

NMR
oD
PDA
RRI
uv
XTT
YBSK

: Two-dimensional nuclear overhauser spectroscopy (Iki
boyutlu niikleer Overhauser etkisi spektroskopisi)

: 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-stilfonik asit)
: American Type Culture Collection
: Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisti

: Cupric reducing antioxidant capacity (Bakir (II) iyonu
indirgenme antioksidan kapasitesi analizi)

: Dulbecco's Modified Eagle Medium
: Dimetil siilfoksit

: 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil

: Etilendiamintetraasetik asit

: Alev iyonlagma dedektorii

: Ferric ion reducing antioxidant power (Demir indirgenme
antioksidan kapasitesi analizi)

: Gaz kromatografisi

: Gaz kromatografisi/Kiitle spektrometrisi

: Growth medium

: Inhibitér konsantrasyon 50

: Minimum fungisidal konsantrasyon

: Mueller Hinton Agar

: Mueller Hinton Broth 2

: Minimum inhibit6r konsantrasyon

: (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromid)

: Niikleer manyetik rezonans

: Optical density (Optik yogunluk)

: Potato Dextrose Agar

- Relatif tutunma zamani

- Ultraviyole

: [2,3-Bis(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum]

. Yiiksek basingl s1vi kromatografisi



GIRIS ve AMAC

Diinyada ve iilkemizde dogal kaynakli iirlinlere gosterilen ilgi giin gectikce
artmaktadir. Bu durum gidalarda kullanilacak yeni koruyucu maddelerin, tat ve
koku verici maddelerin bulunmasinda veya ilag gelistirme siirecinde
aragtirmacilarin dogal kaynakli tiriinlere yonelimini arttirmaktadir.

Ugucu yaglar genellikle bitkilerden elde edilen aromatik sivi karisimlardir. Tat ve
koku wverici olarak kullanimlarinin disinda antimikrobiyal ve antioksidan
ozellikleri nedeniyle gidalarda koruyucu olarak kullanilabilmektedir. Farkli
biyolojik aktivitelere sahip ucgucu yaglarin, saglik alaninda da kullanimlari
bulunur.

Apiaceae familyasinin énemli iiyelerinden olan ve iilkemizde de yetisen Ferula
cinsi, stilflir igeren bilesiklerin yan1 sira seskiterpenler, kumarinler, monoterpenler
gibi biyolojik olarak aktif olan bilesiklerce zengin tiirlere sahiptir (Sahebkar ve
ark., 2010, Iranshahi ve ark., 2010). Ferula hermonis, yaygin olarak "Shilsh-el-
zallouh (Sacakli kok)", "Hashishat-al-kattira (Bereket otu)" veya "The Lebanese
viagra (Liibnan viagrasi)" isimleriyle bilinen, Suriye ile Liibnan arasindaki
Hermon Dagi’nda yetisen ¢alimsi bir bitkidir. Bitkinin tohumlar1 ve kokleri uzun
zamandir Orta Dogu’da hem erkek hem de kadinlar i¢in cinsel isteksizlik, frijidite
tedavisinde afrodizyak olarak kullanilmaktadir (Al-Ja’fari ve ark., 2011; Geroushi
ve ark., 2011). Ferula rigidula, Orta ve Dogu Anadolu’da yetisen halk arasinda
"Siyabu ya da Suyabu" adiyla anilan, Van ve gevresinde severek tiiketilen otlu
peynire katilan bir bitkidir (Agaoglu ve ark., 2005; Elibol, 2009). Ferula
brevipedicellata ise Tiirkiye’de yetisen endemik bir tiirdiir (Sagiroglu ve Duman,
2010).

Tez calismasi kapsaminda F. hermonis, F. brevipedicellata ve F. rigidula ugucu
yaglarinin  kompozisyonlar1 aydinlatilmig, antimikrobiyal ve antioksidan
aktiviteleri degerlendirilmistir. Ayrica etkinlik kadar 6nemli olan giivenilirlik
degerlendirmesi agisindan ugucu yaglara sitotoksisite ve genotoksisite testleri
uygulanmgtir.



KAYNAK BILGISI
Apiaceae Familyas1 Hakkinda Genel Bilgiler

Apiaceae (Umbelliferag) familyasina ait Asya kitasinda 286 cins (2089 tiir),
Avrupa’da 141 cins, Afrika’da 133 cins, Kuzey Amerika’da 93 cins, Orta
Amerika’da 27 cins, Giiney Amerika’da 51 cins ve Avustralya’da 36 cins bulunur.
Asya’da en ¢ok bulunan cinsler Ferula L., Bupleurum L., Pimpinella L.,
Heracleum L., Seseli L., Angelica L., Bunium L., Prangos Lindl., Ferulago W. D.
J. Koch, Hymenidium Lindl., Hydrocotyle L., Chaerophyllum L., Eryngium L.,
Pternopetalum Franch., Elaeosticta Fenzl, Acronema Falc. ex Edgew. ve
Semenovia Regel & Herder’dir. Cin, Tiirkiye’nin Asya’daki kismi, Iran,
Rusya’nin Asya’daki kismi, Kazakistan, Hindistan, Afganistan, Kirgizistan,
Ozbekistan, Giircistan ve Suriye tiir ¢esitliliginin en fazla goriildiigii
cografyalardir. Endemik tiir sayisi, hemen hemen biitiin bu iilkelerde fazladir.
Tiirkiye 4 endemik cinse (aegokeras Raf., ekimia H. Duman, postiella Kljuykov
ve crenosciadium Boiss. & Heldr. ex Boiss.) ve 140 endemik tiire (6 tanesi
tartigmali) ev sahipligi yapmaktadir. Genel olarak giiney bati Asya, Apiaceae
familyasinin endemik tiir ve ¢esitliligi agisindan olduk¢a énemlidir (Pimenov ve
Leonov, 2004).

Apiaceae familyas: liyeleri genellikle internodlarda i¢i dolu ve kuvvetli gévdeye
sahip otsu bitkilerdir. Yapraklar tabanda rozet seklinde; gévdede almacl dizilmis;
tabanda yaprak kini1 bulunur; basit ya da bilesik bazen peltattir, bilesik oldugunda
ternat, pinnat, bipinnat ya da ¢ok pinnat bazen de palmat; yaprak kenar diiz,
parcali, dikenli olabilir; stipul bulunmaz; yaprak biiyiikligli degiskendir;
damarlanma pinnat, palmat ya da paraleldir. Genellikle birlesik umbel, basit
umbel nadiren de simdz ¢i¢ek durumlart goriiliir. Cigek durumunda 3 brakte
vardir ya da yoktur. Cigekler genellikle brakteollii; brakteoller kiictiktiir. Kaliks
indirgenmis; indirgenmemisse serbest ya da birlesik, kesinlikle kaliks tiipii
olusturmaz, sepal 5, ¢ok kiiciiktlir. Korolla serbest; petal 5; beyaz, sar1, pembe ya
da eflatun; nadiren petalsizdir. Stamen 5, perianttan bagimsiz, sepallerle karsilikli
dizilir, fertil, tomurcukta i¢e doniiktiir. Ovaryum alt durumlu (1-)2 boélmelidir.
Stilus 2, taban1 genisleyip stilopodyum olusturmustur. Plesantasyon aksillar ya da
apikaldir. Oviil her bolmede 1 ya da 2 tanedir. Meyve kuru, 2 merikarph
sizokarptir. Her merikarp 1 tohumludur; merikarplarin i¢ yiizleri birbirine bakar;
arada birbirine baglayan karpofor bulunur; dis yiiz ise 5 birincil sirtli, nadiren 4
ikincil sirt da bulunur. Sirtlar arasinda vitta (yag kanallar1) bulunur. Tohumlarda
yagli endosperm bulunur (Davis,1972)

Apiaceae tipik semsiye seklindeki cicekleri ve kuru, iki mezokarpli meyveleri gibi
kendine 6zgii botanik 6zellikleri ile en iyi bilinen familyalardan biridir. Genellikle
iliman iklime sahip bolgelerde yetisirler (Sang-Bok ve Seren, 2000; Sahebkar ve
Iranshahi, 2011). igerdikleri kumarin, ugucu yag ve seskiterpen gibi sekonder
metabolitleri nedeniyle baharat olarak veya tedavi amagli kullanimlari vardir
(Sang-Bok ve Seren, 2000; Tavares ve ark., 2008). Anethum graveolens (dereotu),
Anthriscus cerefolium (frenk maydanozu), Angelica spp. (melek otu tiirleri),
Apium graveolens (kereviz), Carum carvi (frenk kimyonu), Coriandrum sativum
(kisnis), Cuminum cyminum (kimyon), Foeniculum vulgare (rezene), Ferula



gummosa (kasni) ve Pimpinella anisum (anason) bu familyanin en ¢ok bilinen
tiyeleridendir. Apiaceae familyasi, tanidik bir¢ok yenilebilir bitkinin yani sira
Conium maculatum (baldiran), Cicuta virosa (Su baldirani), Aethusa cynapium
(zehirli maydanoz) gibi ¢ok sayida 6liimciil zehirli bitkiyi de igerir (Tabanca ve
ark., 2007).

Apiaceae familyasindaki bitkiler, cesitli biyolojik aktiviteye sahip bilesik
smiflarin1  igerir. Bu  bilesiklere apoptozu indiikleyen, antibakteriyal,
hepatoprotektif, vazodilator, siklooksijenazi inhibe eden, antitiimoral etki gdsteren
bilesikler 6rnek gosterilebilir (Oroojalian ve ark., 2010). Bu familyanin iiyelerine
ait bircok 6nemli tibbi iirlin antiseptik, balgam soktiiriicti, ditiretik, karminatif,
vazodilator veya spazmolitik olarak bazi1 Farmakopelerde yer almaktadir (Tavares
ve ark., 2008).

Ferula L. Cinsi Hakkinda Genel Bilgiler

Ferula cinsi Apiaceae familyasinin en 6nemli cinslerinden biridir (Akhgar ve ark.,
2011). Tiirkiye’de 17, Asya’da 177, diinyada ise 180-185 tiirii yetismektedir
(Pimenov ve Leonov 2004). Ozellikle Orta Asya ve Akdeniz’de dagilim gdsteren
Ferula, iran florasinda 6nemli bir yere sahiptir. Bu cinse ait tiirlerin en popiiler
farsga ismi "Koma"dir (Sahebkar ve ark., 2010; Akhgar ve ark., 2011). Ferula
cinsi hakkinda ana bilgi kaynagi 133 tiirlin teshisini iceren Korovin’in
monografidir (Korovin, 1951). Monografin yayinlanmasindan sonraki dénemde
cogu Tiirkiye, iran ve Afganistan’dan olmak iizere 50 yeni tiir tanimlanmstir.
100’t endemik olan 180 tiiriin 130’u, Orta Asya’da dagilim goOstermektedir.
Tirkiye’de Ferula cinsi adina Pesmen tarafindan yapilan ilk revizyon, P.H.
Davis’in Flora of Turkey and the East Aegean Islands kitabinin 4. cildinde yer
almaktadir. Pesmen 9’u endemik, 1’i tamamen yeni olan toplam 18 tiiriin teshisini
yapmistir (Duman ve Sagiroglu, 2005).

Bu cinse ait tiirler seskiterpenler, kumarinler, monoterpenler ve siilfiir igeren
bilesikler gibi biyolojik olarak aktif olan bilesikler agisindan iyi birer kaynaktir
(Sahebkar ve ark., 2010, Iranshahi ve ark., 2010). Akdeniz Bolgesi’nde Roma ve
Grek donemlerinden beri geleneksel tipta Ferula tiirlerinin de kullanildig:
bilinmektedir (Iranshahi ve ark., 2010). Ferula cinsine ait bazi tiirlerin halk
arasinda sedatif, antispazmodik, antienflamatuar, antipiretik, analjezik, anti-HIV,
karminatif, kurt diisiiriicli, antispazmodik, kontraseptif, dijestif, antikonviilzan,
yara iyi edici, afrodizyak olarak kullanimlarinin oldugu bilinmektedir (Mirzaei ve
Hasanloo, 2012; Sahebkar ve ark., 2010; Chibani ve ark., 2012; Akhgar ve ark.,
2011; Duman ve Sagiroglu, 2005; Tamemoto ve ark., 2001).

Ferula rigidula DC., Ferula brevipedicellata Pesmen ex M. Sagiroglu & H.
Duman ve Ferula hermonis Boiss.

Ferula rigidula DC., Orta ve Dogu Anadolu’da yetisen halk arasinda "Siyabu ya
da Suyabu" adiyla anilan, Van ve ¢evresinde severek tiiketilen otlu peynire katilan
bir bitkidir (Agaoglu ve ark., 2005; Elibol, 2009). Halk arasinda diyabet,
hiperkolestrolemide kullanimlar1 vardir (Altundag ve Oztiirk, 2011). 800-2500 m
yiikseklikte kayalik, taslik yerlerde yetismektedir. Ulkemizde I¢ Anadolu ve Dogu
Anadolu Bolgelerinde yayilis gostermektedir (Davis, 1972; Sagiroglu, 2005).
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Sekil 1. Ferula Tiirlerinin Dogadaki Goriiniisleri a: Ferula rigidula; b: Ferula
brevipedicellata; c: Ferula hermonis (Fotograflar: Do¢. Dr. Mehmet Sagiroglu)

Ferula brevipedicellata Pesmen ex M. Sagiroglu & H. Duman bitkisi haziran
ayinda ¢igcek agmakta, temmuz-agustos aylarinda ise meyve vermektedir. 1000-
1300 metre yiikseklikte kalkerli kayalik alanlarda Ostrya carpinifolia, Quercus
robur subsp. pedunculiflora, Franixus ornus, Micromeria cymuligera, Poa
bulbosa, Iris sp., Astragalus sp., Bromus sp., Helichrysum sp. gibi bitkilerle
birlikte yetismektedir (Sagiroglu ve Duman, 2010).

Ferula hermonis Boiss. yaygin olarak "Shilsh-el-zallouh (Sagakli kok)",
"Hashishat-al-kattira (Bereket otu)" veya "The Lebanese viagra (Liibnan
viagras1)" isimleriyle bilinen, Suriye ile Liibnan arasindaki Hermon Dagi’nda
yetisen calimsi bir bitkidir. 1300-1400 m yiikseklikte kayalik alanlarda
yetismektedir (Sagiroglu, 2005). Bitkinin tohumlar1 ve kokleri uzun zamandir
Orta Dogu’da hem erkek hem de kadinlar i¢in cinsel isteksizlik, frijidite
tedavisinde afrodizyak olarak kullanilmaktadir (Al-Ja’fari ve ark., 2011; Geroushi
ve ark., 2011).

Ferula hermonis’in, Tirkiye’de Hatay-Yayladag yoresinde yayilis gosterdigi
bilinmektedir (Davis, 1972). Ancak yapilan bir calismada bu bolgede bitki
bulunamamis, baska bir lokaliteden (Maras-Caglayancerit) toplanmistir
(Sagiroglu, 2005).

Ferula hermonis son yillarda afrodizyak etkisinden dolayr viagraya alternatif
bitkisel bir iiriin olarak dikkatleri ¢ekmistir. Yapilan ¢alismalar etkisinin viagra ile
es deger oldugunu gosterse de kizariklik, bas ve mide agrisi, gorme bozukluklari,
idrar yolu enfeksiyonlari, kardiyovaskiiler komplikasyonlar1 gibi yan etkileri ilag
haline gelmesinin Oniine ge¢mistir. Ancak buna ragmen bitki yetistigi iilkelerdeki
birgok aktarda satilmaya devam etmektedir (Elouzi ve ark., 2008).



Tez calismasinda kullanilan bu ii¢ Ferula tiiriiniin teshisine yardimci botanik
ozellikleri Cizelge 1°de verilmistir.

Cizelge 1. Ferula hermonis, Ferula brevipedicellata ve Ferula rigidula’nin Makroskobik
Ozelliklerinin Karsilastirilmas: (Sagiroglu, 2005)

Karakterler F. hermonis F. brevipedicellata F. rigidula
Govde uzunluklarr | 65-175 cm 100-250 cm 30-130 cm
Yaprak saplar1 5-10cm 10-20 cm 1-12 cm
Yaprak saplar1 ve | Tiysiiz Skabrit tityli Seyrek skabrit
orta damarlar tiiylii

Son segmentler

1-4(-9) x (0,2-)0,4-0,7

(3-)7-12 x 1-2(-2,5)

1-5(-8) x 0,2-0,8

mm; tiysiiz mm; tiyli-tiysiiz mm; skabrit tiiylii
Kinlar Silindirik-oblong; Genisge ovat; Ovat-oblong;

4-7 x 1-2cm 7-12 x5-8 cm 3-12x1,5-3¢cm
Meyve saplari 4-7 mm 0,5-6 mm (5-)7-15 mm
Merikarplar Elips-oblong Eliptik Oblogtan ovata

kadar

Sirttaki kanatlar Ipliksi Ipliksi ve dalgal Zayifga ipliksi
Yandaki kanatlar 0,5-0,9 mm 05-1 mm genisliginde 1-2 mm

genisliginde genigliginde

Ucucu Yaglar Hakkinda Genel Bilgiler

Ugucu yaglar aromatik bitkilerde sekonder metabolitler olarak bulunan, giiclii
kokulartyla karakterize, kompleks yapili sivilardir. Bu karisimlar genel olarak
sudan daha diisiik yogunlukta olan berrak ve nadiren renkli, yagda ve organik
¢oziiciilerde ¢oziinen karisimlardir (Baser ve Demirci, 2007; Bakkali ve ark.,
2008). "Ugucu yag" teriminin ilk kez 16. yiizyilda Isvicreli bilim adami Paracelsus
von Hohenheim tarafindan kullanildigr diistiniilmektedir (Burt, 2004). Genellikle
tliman iklime sahip Akdeniz {ilkelerinin ve tropikal lilkelerin gesitli aromatik
bitkilerinden elde edilen ugucu yaglar, bu iilkelerdeki geleneksel farmakopelerin
onemli bir kismimi olustururlar (Bakkali ve ark., 2008). Ugucu yaglar bitkilerin
cigekleri, herbalari, tomurcuklari, meyveleri, ince dallari, govde veya dal
kabuklar1, kokleri, lateksleri ve regineleri gibi kisimlarindan elde edilirler (Lawal
ve Ogunwande, 2013; Kavoosi ve Rowshan, 2013; Prabuseenivasan ve ark., 2006;
Burt, 2004; Andrade ve ark., 2014). Bitkisel ugucu yaglar diginda, hayvansal
kaynakli (misk) ya da mikroorganizmalar tarafindan iretilen ugucu yaglar da
vardir (Schmidt, 2010; Lawal ve Ogunwande, 2013).

Ugucu yaglarin bilesiminde genellikle terpenler ve terpenlerin oksijenlenmis
tirevleri (aromatik, alifatik asitler, esterler ve fenolik bilesikler) bulunur (Baser
ve Demirci, 2007; Kavoosi ve Rowshan, 2013). Terpenler flavonoidler,
kumarinler, fenolik bilesikler gibi ¢esitli biyolojik aktiviteler gosteren sekonder



metabolitlerdir. Terpenlerin hidrofobik iskelet yapilar1 ve hidrofilik fonksiyonel
gruplar1 (oksijenlenmis terpenler) bu fitokimyasallarin mikroorganizma ve
memeli hiicrelerinin  membranlarindan  gegislerini  kolaylastirir.  Bdoylece
sitoplazmaya gecip ¢esitli enzim, reseptdr, transkripsiyon faktorleri ile etkilesirler
(Shakeria ve ark., 2014).

Ugucu yaglar genellikle Orta Cag’da ilk kez Araplar tarafindan gelistirilmis olan
su veya buhar distilasyonu ile elde edilirler (Bakkali ve ark., 2008; Schmidt,
2010). Bununla birlikte giiniimiizde elde edilecegi materyalin dogal yapisina ve
elde edilecek ugucu yagin 6zelliklerine uygun olarak sikma, anfloraj, stiperkritik
akiskanlarla ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon, ¢oziicii ekstraksiyonu
gibi yontemlerle elde edilebilmektedir. Ugucu yaglarin kaliteleri ve miktarlari
cevre, genetik, iklim kosullari, bitkinin beslenme durumu vb. faktorlere bagl
olarak degiskenlik gostermektedir (Lawal ve Ogunwande, 2013).

Dogada ugucu yaglar antibakteriyal, antiviral, antifungal, insektisit gibi etkileri
sayesinde bitkilerin korunmasinda ve otcul hayvanlarin bitkilere olan istahini
azaltarak bitkilerin varligini stirdiirmesinde 6nemli rol oynar. Bunun diginda polen
ve tohumlarin dagilimi i¢in bazi bocekleri bitkiye gekebilirler (Bakkali ve ark.,
2008). Antifungal, antienflamatuar, analjezik, antidiyabetik, antidiyareik,
antimutajenik, antibakteriyal, antiviral, antioksidan, antipiretik, sitotoksik,
apoptotik, insektisidal gibi biyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahip ugucu
yaglar giinlimiizde ilag, saglik, kozmetik, tarim, gida sektorlerinde ve
aromaterapide kullanilmaktadir (Baser ve Demirci, 2007; Lawal ve Ogunwande,
2013; Pavlovic” ve ark., 2012).

Bitkiler ve ucucu yaglari, insanlik tarthinin en basindan beri gida ve igeceklerde
yer almigtir. Bunun yaninda kotii kokularin gizlenmesi, baska insanlarin hos
kokularla dikkatlerinin ¢ekilmesi, saglik problemlerinin giderilmesi, insanlarin ve
hayvanlarin yasam kalitesinin arttirilmasi gibi tecriibeye dayanan kullanimlari, bu
triinlerin kiiltiirel ve ekonomik agidan Onemini goézler Oniine sermektedir
(Andrade ve ark., 2014).

Ferula rigidula DC. Uzerinde Yapilan Cahsmalar
Antibakteriyal etki

Agaoglu ve arkadaglar1 (2005) tarafindan yapilan bir ¢aligmada otlu peynire
katilan otlardan Heliz (Ferula orientalis L.) ve Siyabu (Ferula rigidula)’nun da
icinde bulundugu bazi bitkilerin dietileter ekstreleri, bazi patojen bakteriler
tizerindeki inhibitor etkinligi aragtirnlmistir. Bitkilerin dietil eter ekstreleri
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis ve
Staphylococcus aureus fizerinde disk difiizyon yontemi ile in vitro olarak
denenmistir. Sonug olarak; Heliz’in P. aeruginosa, E. faecalis ve S. aureus
tizerinde inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir. En zayif inhibitor aktivite ise Sov
(Heracleum crenatifolium Boiss.) ve Siyabu (Ferula rigidula)’da gézlenmistir.

Antioksidan etki

Celik ve arkadaslar1 (2008) tarafindan bir yapilan ¢alismada F. rigidula ve diger
otlu peynir yapiminda kullanilan bitkilerin metanol ile hazirlanan ekstrelerinin
total antioksidan kapasiteleri CUPRAC (Bakir (II) iyonu indirgenme antioksidan



kapasitesi analizi), FRAP (Demir indirgenme antioksidan kapasitesi analizi),
ABTS/Persiilfat ve Folin-Ciocalteu yontemleri ile tespit edilmistir. Yontemlerin
hepsi elektron transferi esasina dayandigi icin paralel sonuclar elde edilmistir.
Yontemlerden elde edilen sonuglara gore Ferula rigidula’nin antioksidan
kapasitesi (CUPRAC= 0.07+0.003 mmol TR/g; FRAP= 0.04+0.001 mmol TR/g;
ABTS= 0.03 + 0.008 mmol TR/g; Folin-Ciocalteu= 0.21 £+ 0.004 mmol TR/g)
diger bitkilere gore daha az bulunmustur.

Ferula brevipedicellata Pesmen ex M. Sagiroglu & H. Duman Uzerinde
Yapilan Calismalar

Yapilan literatiir taramasi sonucunda bu tiiriin botanik 6zelliklerinin ele alindigi
makale (Sagiroglu ve Duman, 2010) disinda herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamuistir.

Ferula hermonis Boiss. Uzerinde Yapilan Calismalar
Fitokimyasal ¢alismalar

Diab ve arkadaslar1 (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada Ferula hermonis
bitkisinin koklerinin diklorometan ile ekstresi hazirlanmis ve kompozisyonu
aydinlatilmistir. Analiz sonucunda ekstrenin yiiksek oranda jeskenadiol
tirevlerinden olusan seskiterpenlerden meydana geldigi belirlenmistir. Bu
bilesikler, yiiksek miktarlarda bilinen dausun aril esterler ferutinin (jeskenadiol ’iin
p-hidroksi benzoat tiirevi [% 52]) ve teferidin (jeskenadiol’iin benzoat tiirevi [%
30]); kiigiik miktarlarda ise jeskenadiol’iin diger aril esterleri ve 2,3-epoksit
jeskenadiol, a-bisabolol’diir.

Galal ve arkadaslarinin (2001) yaptigi bir c¢alismada ise F. hermonis’in
kurutulmus kokleri hekzan ile ekstre edilip, kolon kromatografisi ile bilesikler
izole edilmistir. Deneyler sonucunda 14-(4’-hidroksibenzoiloksi)daus-4,8-dien ile
14-(4’-hidroksi-3"-metoksibenzoiloksi)daus-4,8-dien olmak tizere iki yeni ve
jeskenadiol p-hidroksibenzoat, jeskenadiol benzoat, jeskenadiol,
epoksijeskenadiol olmak iizere bilinen dort bilesik izole edilmistir. Bilesiklerin
tanimlanmasi, NMR (Niikleer manyetik rezonans) ve KS (Kiitle spektrometresi)
ile gergeklestirilmistir.

Bir diger ¢alismada F. hermonis’in tohumlarindan 3’ yeni olmak tizere 17
dausen esterinin izolasyonu ve yapi tayini gergeklestirilmistir. Bulunan yeni
esterler 4B-hidroksi-60-benzoil-7-dausen-9-on; 4,8B-dihidroksi-6a-benzoil-daus-
9-en ve 4B,9a-dihidroksi-6a-benzoil-daus-7-en sirastyla feruhermonin A-C olarak
isimlendirilmistir (Auzi ve ark., 2008).

Ibraheim ve arkadaslar1 (2012) bir ¢alismasinda F. hermonis kokii ekstresinden
izole edilen 1’i yeni 17 dausun seskiterpen esteri bildirilmistir. Izole edilen
bilesiklerin yap1 tayini spektroskopik yontemlerle ve bilinen molekiillerle
karsilastirilarak ~ yapilmistir.  Yeni  bilesigin  relatif  stereokimyasinin
belirlenmesinde 2D NOESY (iki boyutlu niikleer Overhauser etkisi
spektroskopisi), en stabil ve diisiik enerji gerektiren konfigiirasyonu
belirlenmesinde ise molekiiler modelleme kullanilmistir.



Aoun ve arkadaslar1 (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada F. hermonis kok
ekstresindeki a-tokoferol YBSK (Yiiksek basingli sivi kromatografisi) ile
belirlenmistir. a-Tokoferol varligi YBSK-UV (Ultraviyole dedektor) ve
spektrofluorometre ile dogrulanmistir. Her iki metot sonucu elde edilen veriler F.
hermonis kok ekstresindeki o-tokoferol miktarinin olduk¢a yiiksek oldugunu
gostermistir.

Biyolojik aktivite calismalart
Antimikrobiyal etki

Galal ve arkadaslarmin (2001) F. hermonis ile gergeklestirdigi aktivite
deneylerinde  14-(4’-hidroksibenzoiloksi)daus-4,8-dien  ve jeskenadiol p-
hidroksibenzoatin Staphylococcus aureus patojenine karsi % 50 inhibisyon
konsantrasyon (IKso) degerleri sirasiyla 1.5 ve 3.5 pg/mL; Metisiline direncli
Staphylococcus aureus’a karsi ise sirastyla 2.0 ve 4.0 ug/mL olarak bulunmustur.

Bagka bir ¢alismada F. hermonis’e ait ekstrelerin bazi patojenlere karsi etkisi
antibiyotik diskler ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Gram negatif
bakterilerin en duyarli olduklar1 6rnek F. hermonis’in regine ekstresi iken, gram
pozitif bakterilerin en duyarli olduklar1 6rnek F. hermonis’in kok ekstresi
olmustur. Genel olarak F. hermonis ekstreleri, kullanilan antibiyotiklerle
kiyaslandiginda giiglii bir bakterisidal olarak bulunmustur (Al-Ja’fari ve ark.,
2011).

Yapilan diger bir ¢alismada F. hermonis’in kok ve rizomunun n-hekzan,
diklorometan, metanol ve su ile hazirlanan ekstrelerinin agar disk difiizyon
yontemi ile patojenik ve firsat¢r funguslara karsi aktivitesi arastirilmistir. n-
Hekzan ve diklorometan ekstreleri Microsporum gypseum ve Tricophyton
mentagrophytes dermafitlerinin yani1 sira Candida lactis-condensi mayasina karsi
yiiksek aktivite gostermistir. Bu iki ekstrenin agar kaplama biyootografi metodu
kullanilarak hangi bilesiklerinin aktif oldugu tahmin edilmis ve aktivite ile
yonlendirilmis fraksiyonlar1 hazirlanmigtir. Bunun sonucunda da dausan aril
esterleri olan jeskenadiol p-hidroksi benzoat (ferutinin) ve jeskenadiol benzoat
(teferidin) tanimlanmigtir. Bu iki bilesik ile yapilan mininum inhibitér
konsantrasyon (MIK) ve minimum fungisidal konsantrasyon (MFK) deneyleri ile
giiclii aktiviteleri kamtlanmstir. Ozellikle Tricophyton mentagrophytes, 8-256
mg/mL MIK ve MFK konsantrasyonlari arasinda en duyarli mikroorganizma
olarak bulunmustur (Al-Ja’fari ve ark., 2013).

Ibraheim ve arkadaslar1 (2012) tarafindan F. hermonis kokii ekstresinden izole
edilen dausun seskiterpen esterleri ile Pseudomonas aeruginosa PAOL,
Escherichia coli, Bacillus subtilis ATCC 6633, Mycobacterium bovis BCG
Pasteur, Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Staphylococcus aureus ATCC 6538
ve Candida albicans SC5314 mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivite
calismas1  yapilmistir.  Jeskenadiol benzoat (teferidin), jeskenadiol p-
hidroksibenzoat (ferutinin) ve jeskenadiol vanillat (teferin) S. aureus, B. subtilis,
Mycobacterium suslari, M. bovis BCG ve M. tuberculosis H37Rv’e karst 6nemli
derecede aktif bulunmustur. Izole edilen bilesiklerden higbirisi anlamli bir
antifungal aktivite gostermemistir. Yapilan antioksidan calismasinda da izole
edilen bilesikler arasindan en yiiksek aktiviteye teferidin, ferutinin ve teferinin
sahip oldugu goriilmiistiir.



Kuete ve arkadaslar1 (2012) Misir’da tibbi bitki olarak kullanilan 16 bitkinin
ekstreleri ile yaptiklari antibakteriyel aktivite ¢alismalarini yaymlamislardir. Broth
mikrodiliisyon yontemi ile Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli tiirlerine ait 12 bakteri susu ile
orneklerin MIK belirlenmistir. MIK belirleme deneyleri sonucunda 6rneklerin en
az bir bakteri tlirline kars1 etkili oldugu goriilmiis, en etkili 6rnekler F. hermonis
ve Vitis vinifera L. sirasiyla % 91.7 ve % 83.3 oranlarinda aktivite gostermistir.
Calisma sonucunda genel olarak c¢alismada incelenen bitki ekstrelerinin
kullanimlarin1 (6zellikle F. hermonis ve Vitis vinifera- bakteriyal enfeksiyonlarin
tedavisi) destekler yonde veriler elde edilmistir.

Sitotoksik etki

Ferula hermonis ile yapilan bir sitotoksisite ¢alismasinda, bitkinin petrol eteri ve
etil asetatile hazirlanan kok ekstrelerinin insan mide kanseri hiicre hatti1 (SCL-40)
tizerinde bir tetrazolium boyasi olan MTT ile antikanser aktivitesi arastirilmistir.
Deney sonuglar1 petrol eteri ekstresinin digerlerine gore daha aktif oldugunu
gostermistir. Daha Onceki c¢alismalarda petrol eteri ekstresinin major olarak
seskiterpenleri icerdigi bildirilmistir. Buradaki aktiviteden de seskiterpenlerin
sorumlu olabilecegi diistinilmistiir (Elouzi ve ark., 2008).

Kuete ve arkadaslar1 (2012) Misir’da tibbi bitki olarak kullanilan 16 bitkinin
ekstreleri ile yaptiklar1 sitotoksisite calismalarini yayinlamiglardir. Ayrica bu
calisgmada F. hermonis’ten antiproliferatif bir bilesik olan jeskenadiol p-
hidroksibenzoat (FH-25) izole edilmistir. Pankreas kanseri hiicre hatti MiaPaCa-2,
meme kanseri hiicre hattt MCF-7, 16semi hiicre hatti CCRF-CEM ve ilaglara
direncli hiicre hatti CEM/ADRS5000 ile resazurin yontemi kullanilarak
sitotoksisite deneyleri gergeklestirilmistir. F. hermonis’in 4 hiicre hatti igin de
K50 degerleri 20 ug/mL’nin altinda bulunmustur. FH-25’in de MCF-7 hiicrelerine
kars1 oldukga iyi bir aktivite gosterdigi bulunmustur (IKso: 2.47 pg/mL). Calisma
sonucunda genel olarak c¢alismada incelenen bitki ekstrelerinin kullanimlarini
(jeskenadiol p-hidroksibenzoat (FH-25)- kanser tedavisi) destekler yonde veriler
elde edilmistir.

Antienflamatuar etki

Seskiterpen esterleri ile yapilan bir in vivo galismada F. hermonis’in kok
ekstresinden izole edilen ferutinin, teferin ve teferidin olmak tizere 3 major dausen
esterleri ile sicanlarda karragen ile indiiklenmis 6dem modeli ile antienflamatuar
aktivite calistlmistir. Ferutinin, teferin bilesiklerinde antienflamatuar etki 100
mg/kg dozda gozlenmis, teferidinde ise antienflamatuar etki gozlenmemis aksine
karragen enjeksiyonundan 2-3 saat sonra Onemli bir proinflamatuar etki
olusturmustur. Yapilan ¢alismalar F. hermonis’in halk arasindaki bas agrisi, artrit
gibi agrili durumlarda kullanilisini destekler sekildedir (Geroushi ve ark., 2011).

Afrodizyak etki

Geleneksel olarak afrodizyak kullanimina ithafen yapilan ¢aligmalarin birinde F.
hermonis kok ekstreleri ile sildenafil’in erkek sigcanlarda ¢iftlesme davranislari
tizerindeki etkisi arastirilmistir. F. hermonis’in farkli ¢6ziiciilerle hazirlanan kok
ekstreleri oral yolla akut olarak uygulanmustir. Incelenen parametrelerde ekstrelere
gore farkli sonuglar elde edilmistir. Polar ¢oziiciilerle yapilan (metanol ve su)



ekstrelerdeki pozitif etkinin daha fazla olmasi, biyolojik aktivitenin polar
bilesiklerden kaynaklanabilecegini diisindiirmiistir ve F. hermonis’in halk
arasinda afrodizyak etkisi i¢in su ile hazirlanan dekoksiyonunun kullanilmasini
destekler yondedir (Hadidi ve ark., 2003).

Bitkinin afrodizyak etkisinin incelendigi ¢alismalar arasinda Zanoli ve
arkadaglarinin yapmis oldugu bir dizi ¢alismadan bahsedilebilir. Bu ¢alismalarin
birinde secksiiel ag¢idan potent ve impotent olan erkek siganlara F. hermonis
ekstreleri oral yolla akut ve subkronik olarak uygulanmigtir. Akut uygulamada her
iki grupta da olumlu etki gozlenmis ve c¢iftlesme performanslar1 artmistir. Buna
paralel olarak serum testosteron diizeyleri de ylikselmistir. Ancak bu etkiler
impotens si¢anlarda daha yiiksek dozda goézlenmistir. Ekstrelerin subkronik
uygulamasinda (10 giin) siganlarin ejekiilasyon yiizdelerinde belirgin bir azalma
ve ciftlesme diizenlerinde bozulma gozlenmistir. Bununla birlikte serum
testosteron diizeyleri de kontrol gruplarma kiyasla onemli diizeyde azalmistir.
Buradan elde edilen sonuglar 1s1ginda F. hermonis’in cinsel islev bozukluklarinda
akut kullanimi tavsiye edilebilirken, tekrarlanan kullanimi tavsiye edilmemistir
(Zanoli ve ark., 2003).

Yine Zanoli ve arkadaslari (2005a) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada F.
hermonis’in kok ekstresinin disi si¢anlardaki seksiiel davraniglar tizerindeki etkisi
incelenmistir. Ovariektomi uygulanmis, 6stradiol benzoat ve progesteron tedavisi
goren disi sicanlar ile yapilan ¢aligmada ekstre oral yolla akut veya subkronik (10
giin) olarak uygulanmistir. Akut veya subkronik uygulama sonunda beklenen
cevaplarda kontrol gruplarina gore belirgin bir azalma goriilmiistiir. Calisma
sonunda F. hermonis kok ekstresinin disilerde seksiiel davraniglart olumsuz
etkiledigi kanisina varilmistir. Bu etkinin ekstrenin hormon tedavisi géren
disilerde bir antiostrojenik aktivite gosterme ihtimaline bagli olabilecegi
diistiniilmiistiir.

Ayni arastirmacilarin baska bir ¢alismasinda ise F. hermonis’in ekstresinden elde
edilen ferutinin, teferdin ve teferin bilesikleri oral yolla akut ve subkronik olarak
erkek sicanlara uygulanmistir. Teferdin ve ferutinin bilesikleri akut
uygulandiginda potent ve impotent siganlarda seksiiel davramiglart artirmas,
ejekiilasyon siiresini kisaltmis ve testosteron diizeylerinde artisa neden olmustur.
Ancak teferdin, ferutinin subkronik uygulamalarinda sekstiel davraniglar olumsuz
etkilenmis ve testosteron diizeyleri azalmistir. Teferin uygulamalarinda
istatistiksel olarak anlamli sonuglar bulunmamistir (Zanoli ve ark., 2005b). Bir
diger ¢alismada ise ferutinin, teferdin ve teferin bilesiklerinin disi siganlarda
cinsel islev bozukluklarina etkileri incelenmistir. Ovariektomi uygulanmis,
Ostradiol benzoat ve progesteron tedavisi goren disi siganlar ile yapilan ¢alismada
cesitli seksiiel davramislar test edilmistir. Genel olarak ii¢ bilesigin de seksiiel
motivasyonu etkilemedikleri goriilmiistiir. Ancak ferutinin bilesiginin disi
siganlarin giftlesme duyarliliklarii 6nemli Olgiide azalttigi i¢in ovariektomi
uygulanmis, ostradiol benzoat ve progesteron tedavisi goren disi sicanlarda
antiostrojenik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. (Zavatti ve ark., 2006).

Ucucu yag calismalart

Yapilan bir ¢alismada F. hermonis’in koklerinden elde edilen ugucu yagin GK/KS
ile kompozisyonun sadece % 61°i aydinlatilmis; basta a-bisabolol (% 23) ve a-
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farnesen (% 12.7) olmak tiizere 7 bilesen tanimlanmistir. Ayrica ugucu yagin
Aspergillus niger, A. flavus ve Fusarium oxysporum’a karst zayif aktivite
gosterdigi tespit edilmistir (Al-Ja’fari ve ark., 2011).

Hilan ve arkadaslar1 (2007) tarafindan yapilan ¢alismada F. hermonis’in ugucu
yaginin bilesenleri ilk defa detayli aydmlatilmistir. Ucucu yaglar c¢icek
tomurcuklari, kokler ve tohumlardan elde edilmistir. Elde edilen ugucu yaglarda
sirastyla % 38, % 31 ve % 51.3 oranlarinda o-pinen ana bilesik olarak
belirlenmistir. Ayrica F. hermonis’e ait ugucu yaglarin bazi patojenlere karsi
etkisi antibiyotik diskler ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Ucucu yaglarin
karsilagtirilan antibiyotiklere gore ¢ok daha giiclii antibakteriyal etkiye sahip
oldugu goriilmistiir.

Al-Ja’fari ve arkadaslarinin (2011) yapmis olduklart bir ¢alismada bitkinin rizom
ve koklerinden elde edilen ucucu yagin analizi yapilmis ve biyoaktivite
yonlendirmeli fraksiyon ¢alismalar1 sonucunda farkli aktif tiriinler elde edilmistir.
Bu tirlinler arasinda olan 3,5-nonadiyn, a-bisabolol ve % 73 jeskenadiol benzoat
iceren fraksiyonlar Microsporum gypseum ve Tricophyton mentagrophytes
dermafitlerine kars1 en yiiksek aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Ozellikle
jeskenadiol benzoatli fraksiyonun MIK ve MFK degerlerinin pozitif kontrollere es
deger ya da daha iyi oldugu goriilmiistiir.

Ferula L. Tiirleri Uzerinde Yapilan Ucucu Yag Analiz Calismalar

Yapilan ¢alismalar Cizelge 2’de derlenmistir.

Ferula L. Tiirleri Uzerinde Yapilan Ucucu Yaglarmm Biyolojik Aktivite
Cahismalan

Yapilan biyolojik aktivite ¢caligmalar1 Cizelge 3’te derlenmistir.
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Cizelge 2. Baz1 Ferula Tiirlerine Ait Ucucu Yag Analiz Calismalari

Korsika/1999

ve ¢icek sap1

fellandren (4.2)

Tiir Toplandig Kullanilan Ana bilesikler (%) Kaynaklar
yer/yil kisim
Ferula glauca L. Orta Italya: Yaprak (E)-Karyofillen (24.9), karyofillen oksit (14.3), germakren D (5.7) | *Maggi ve ark., 2009b
Caldarola, - . -
Pioraco Cicek a-Pinen (11.7), mirsen (13.6), germakren D (14.2), (E)-karyofillen
Pergola/2007 (8'2,) _
Meyve a-Pinen (24.2), B-pinen (14.7)
Kok (E)-B-Farnesen (10.0), elemisin (9.0), miristisin (7.4)
Orta Iran: Taze zamk (E)-1-Propenil sek-butil disiilfit (58.9), (Z)-B-osimen (11.9), (E)-p- | *Sefidkon ve ark., 1998
Kerman/1996 osimen (9.0), B-pinen (5.0), (Z)-1-propenil sek-butil disiilfit (3.9)
Iran: Tohum Bis [(1-metiltiyo) propil] disiilfit (19.4), (Z)-1-propenil sek-butil
Yazd/2009 distilfit (23.9), (E)-1-propenil sek-butil disilfit (18.8)
*Mirzaei ve Hasanloo, 2012
Iran: Tohum Bis [(1-metiltiyo) propil] disiilfit (11.0), (Z)-1-propenil sek-butil
Ferula asa-foetida L. Kohsorkhe- disilfit (23.0), (E)-1-propenil sek-butil disiilfit (25.5)
kasmar/2009
Iran: Sari Toprakiistii Fenol, 2-metil-5-(1-metiletil) (18.2), a-bisabolol (10.4), Dehpour ve ark., 2009
orman1/2007 kismi siklopropa[a]naftalen-oktahidro-tetrametil- (6.6), arsin trietil (8.7)
Iran: Toprakiistii (E)-1-Propenil sek-butil disiilfit (40.0), germakren B (7.8), a-pinen | *Khajeh ve ark., 2005
Kerman/2002 | kismu (5.9), B-pinen (5.0), (2)-1-propenil sek-butil disiilfit (8.7)
Ferula behboudiana Iran: Toprakiistii 1-Sek-butil-2-[(E)-3-(metiltiyo)prop-1-enil] disiilfan ve 1-sek- *Yousefi ve ark., 2011
Rech. f. & Esfand Abdanan/2007 | kismu butil-2-[(Z)-3-(metiltiyo)prop-1-enil] disiilfan (59.4), glubolol
(12.5), a-pinen (8.8), a-bisabolol (6.1), B-pinen (3.9)
Ferula communis L. Fransa: Yaprak, ¢igek Mirsen (53.5), aristolen (8.5), a-pinen (6.6), (E,E) farnesol (4.3), B- | *Ferrari ve ark., 2005

* Analizde alev iyonlagma dedektorii kullanilmustir.
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Cizelge 2. (Devam) Bazi Ferula Tiirlerine Ait Ucucu Yag Analiz Calismalari

Ferula elaeochytris Tiirkiye: Meyve Nonan (27.1), a-pinen (12.7), germakren B (10.3) Baser ve ark., 2000
Korovin Konya/1998
Ferula ferulaoides Mogolistan: Kok Guayol (58.8), (E)-nerolidol (10.2), a-6desmol (3.1) Shatar, 2005
Korovin Altay
daglari/2001
fran: Toprakiistii a-Pinen (10.0), 8-kadinen (13.2), a-kadinol (12.0), *Rustaiyan ve ark., 2001b
Ferula flabelliloba Khorassan/1996 | kismu kadina-4,1(10)dien-B-ol (10.9)
Rech. f. & Aell. [ran: Binalood Meyve 10-epi-y-6desmol (14.1), B-dihidroagrofuran (13.3), a-bisabolol *Iranshahi ve ark., 2008c
dagi1/2007 (9.9), guayol asetat (4.3), hinesol (3.6), germakren D (3.2), fenil
asetat (3.0), B-akorenol (3.0)
Ferula gummosa fran: Zamk ve Lateks | B-Pinen (58.8), 8-3-karen (12.1), a-pinen (5.7), B-mirsen (4.6) *Ghannadi ve ark., 2002
Boiss. Kashan/1999
fran: Khorasan- Yaprak (2)-1-Propenil sek-butil disiilfit (35.2), a-kadinol (10.7), *Iranshahi ve ark., 2009b
Razavi/2006 junisedrol (10.0), (E)-1-propenil sek-butil disiilfit (8.8), epi-a-
Ferula latisecta Rech. bisabolol (5.1), &-kadinen (3.9), germakren D-4-ol (3.6), di-sek-
f. & Aell. butil disiilfit (2.1)
Iran: Khorasan- Kok (2)-1-Propenil sek-butil distilfit (50.5), seskuisineol-2-on (7.2), *Iranshahi ve ark., 2010
Razavi/2006 (E)-1-propenil sek-butil distilfit (6.2), 6-kadinen (2.9)
Ferula lutea Poiret Cezayir: Toprakiistii 2,3,6-Trimetilbenzaldehit (25.0), cis-krizantenol (20.8), a-pinen *Chibani ve ark., 2012
Constantine/2010 | kismu (10.9), timol (10.2)
Iran: Toprakiistii B-Pinen (15.9), a-pinen (10.4), B-karyofillen (8.6) Rustaiyan ve ark., 2005
Ferula macrocolea Fasham/2000 kismi
(Boiss.) Boiss. Iran: Gardaneh, Toprakiistii a-Pinen (19.2), nonan (13.2), B-pinen (13.0), limonen (5.4)
Kandvan ve kismi
Chalous/2001 *Akhgar ve ark., 2005
Ferula hirtella Boiss. Iran: Moteh, Toprakiistii a-Pinen (15.4), timol (14.9), sitronelol (6.4), B-pinen (5.9)
Delijan/2001 kismi
Ferula oopoda (Boiss. | iran: Zarand Yaprak B-Fellandren (22.4), timol metil eter (15.3), mirsen (8.7),
& Buhse) Boiss. dag1/2009 germakren D (8.4) *Akhgar ve ark., 2011
Tohum B-Fellandren (28.2), mirsen (36.1), germakren D (5.5)

* Analizde alev iyonlagma dedektorii kullanilmistir.
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Cizelge 2. (Devam) Bazi Ferula Tiirlerine Ait Ucucu Yag Analiz Calismalari

Boiss.

dag1/2007

a-fenken (8.9), mirsen (5.8), y-elemen (4.6), B-pinen (4.1)

Ferula badghysi Iran: Zarand Yaprak B-Fellandren (21.7), timol metil eter (13.8), mirsen (13.5), *Akhgar ve ark., 2011
(Korovin) dag1/2009 germakren D (4.7), a-yilangen (11.3)

Tohum B-Fellandren (24.1), mirsen (32.8), germakren D (6.8)
Ferula ovina (Boiss.) Iran: Hezarmasjed Meyve a-Pinen (37.4), B-fellandren (10.8), izobornil asetat (9.2), *Iranshahi ve ark., 2008b

Iran: Taleghan/2008

Taze toprakdistii
kismi

a-Pinen (15.2), limonen (16.9), B-mirsen (7.7), cis-p-osimen
(6.1), izosilvestren (5.1), B-pinen (4.4)

*Alikhah-Asl ve ark., 2011

Kurutulmus a-Pinen (20.2), spatulenol (9.6), germakren D (6.3),

toprakiistii B-karyofillen (5.1), a-terpineol (5.0), karyofillen oksit (4.4)

kismi
Ferula persica Wild. Iran: Alborz Toprakdistii Dill-apiol (57.3), elemisin (5.6), limonen (4.4) *Javidnia ve ark., 2005

daglari/2002 kismi

Ferula persica Wild. Iran: Tehran/2002 Kok Dimetil trisiilfit (18.2), miristisin (8.9), dimetil tetrasiilfit (7.6) | *lranshahi ve ark., 2006
var. persica
Ferula stenocarpa Iran: Toprakiistii a-Pinen (48.8), B-pinen (30.1) *Rustaiyan ve ark., 2001a
Boiss. & Hausskn Gachsaran/1993 kismi
Ferula szowitsiana Iran: Gardaneh Toprakiistii a-Pinen (12.6), germakren D (12.5), B-pinen (10.1), epi-a- *Habibi ve ark., 2006a
DC. Ahovan/2003 kismi kadinol (8.9)
Ferula latisecta Rech. | Iran/Belirtilmemistir | Toprakiistii (2)-Osimenon (32.4), (E)-osimenon (20.3), cis-pinokarvon *Habibi ve ark., 2006b
f. & Aell. kismi1 (11.4)
Ferula galbanijlua Iran: Tahran/1996 Govde B-Pinen (46.4), cis-Krisantenil asetat (6.1), (E)-nerolidol (5.2) *Rustaiyan ve ark., 2002
Boiss. & Buhse Kok B-Pinen (48.8), mirsen (3.7), a-pinen (2.6)

* Analizde alev iyonlagma dedektorii kullanilmistir.
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Cizelge 3. Baz1 Ferula Tiirlerine Ait Ugucu Yag Analizleri ve Biyolojik Aktivite Sonuglar:

Tiir Toplandig1 Kullanilan Ana bilesikler (%) Biyolojik aktivite Aktivite sonucu Kaynaklar
yer/yil kisim
Ferula glauca L. Italya: Yaprak (E)-Karyofillen (24.9), karyofillen | Antimikrobiyal Genel olarak orta *Maggi ve
Pioraco/2007 oksit (14.3), germakren D (5.7) aktivite derecede bir ark., 2009b
Cigek a-Pinen (11.7), mirsen (13.6), antimikrobiyal aktivite
germakren D (14.2) gozlenmistir.
Meyve a-Pinen (24.2), B-pinen (14.7)
Kok (E)-B-Farnesen (10.0), miristisin
(7.4), elemisin (9.0)

Ferula asa-foetida Iran: Larestan Ugucu yag zamk | (E)-1-Propenil sek-butil disiilfit Antimikrobiyal aktivite Kavoosi ve
L. daglar1/2011 regine karigimi 1 | (23.9), 10-epi-y-6desmol (15.1), Rowshan,

(UZR1) (2)-1-propenil sek-butil disilfit Antimikrobiyal etkinlik siralamasi: 2013a

15 Haziran 2011 | (8.1) UZR3>UZR2>UZR1

Ugucu yag zamk | (Z)-1-Propenil sek-butil distilfit

regine karigimi 2 | (27.7), (E)-1-propenil sek-butil

(UZR2) distilfit (20.3), a-pinen (10.8),

30 Haziran 2011 | B-pinen (10.2)

Antioksidan aktivite

Ugucu yag zamk | a-Pinen (21.3), B-pinen (47.1) Antioksidan etkinlik siralamast:

regine karigimi 3 UZR1>UZR2>UZR3

(UZR3)

15 Temmuz

2011
Ferula gumosa Marketten temin | Ugucu yag zamk | Sabinen (40.1), a-pinen (14.3), B- | Antimikrobiyal Antibakteriyel aktivite, Abedi ve ark.,
Boiss. edilmistir. regine karigimi pinen (14.1), p-simen (8.5), a- aktivite test edilen gram pozitif 2008

tuyen (8.1)

bakterilerde gram negatif
bakterilere gore daha
fazladir.

* Analizde alev iyonlagma dedektorii kullanilmistir.
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Cizelge 3. (Devam) Bazi Ferula Tiirlerine Ait U¢ucu Yag Analizleri ve Biyolojik Aktivite Sonuclar:

Ferula heuffelii
Griseb. ex Heuffel

Sirbistan:
Djerdap
Gorge/2008

Toprakalt1 kismi

Elemisin (35.4), miristisin (20.6)

Antimikrobiyal
aktivite

Candida albicans,
Micrococcus luteus,
Staphylococcus
epidermidis, Bacillus
subtilis’e kars1 kayda deger
aktivite gdzlenmistir.

*Pavlovic” ve
ark., 2012

fellandren (11.5)

Antioksidan Onemli 6l¢iide antioksidan
aktivite aktivite gbzlenmistir.
Ferula badrakema Iran: Tandoreh Meyve B-Pinen (45.8), a-pinen (10.9), Antimikrobiyal | Test edilen gram pozitif *Iranshahi ve
Kos.-Pol. Milli Park1/2005 cis-izolongifolanon (4.1), B- aktivite bakterilere ve fungusa kars1 | ark., 2009a
fellandren (2.7), mirsen (2.4), orta derecede aktif oldugu,
karvakrol metil eter (2.4) gram negatif bakterilere
karst ise etkisiz oldugu
gozlenmistir.
Ferula latisecta Iran: Khorasan- Meyve (2)-1-Propenil sek-butil distilfit Antimikrobiyal | Staphylococcus aureus’a Iranshahi ve
Rech. f. & Aell. Razavi/2006 (65.2, (E)-1-propenil sek-butil aktivite karst orta dereceli, Candida | ark., 2008a
disiilfit (6.8), di-sek-butil disiilfit albicans’a karsi nispeten
(2.1) giiclii bir etkiye sahiptir.
Ferula lycia Boiss. Tiirkiye: Toprakiistii a-Pinen (59.9), B-pinen (19.0), Antimikrobiyal | 17 bakteriden 7 tanesinde Kose ve ark.,
Antalya/2007 kismui limonen (3.2), bornil asetat (2.10) | aktivite aktivite gbzlenmis, ancak 2010
bunlarin 6 tanesinde
antibiyotiklerden daha az
aktivite gdzlenmistir.
Antioksidan Zayif derecede antioksidan
aktivite aktivite gbzlenmistir.
Ferula microcolea Iran: Toprakiistii a-Pinen (27.3), B-pinen (16.4), Antioksidan Orta derecede antioksidan *Amiri, 2014
(Boiss.) Boiss Lorestan/2009 kismi nonanal (8.7), B-karyofillen (8.5), | aktivite aktivite gozlenmistir.
timol (6.7)
Ferula orientalis L. | Tirkiye: Toprakiistii B-Fellandren (23.6), (E)-p-osimen | Antioksidan Zayif derecede antioksidan | *Kartal ve
Sivas/2001 kismi (13.8), a-pinen (12.5), o- aktivite aktivite gbzlenmistir. ark., 2007

* Analizde alev iyonlagma dedektorii kullanilmistir.
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Cizelge 3. (Devam) Bazi Ferula Tiirlerine Ait U¢ucu Yag Analizleri ve Biyolojik Aktivite Sonuclar:

fran: Khoy/2004 | Gévde/Yaprak Neril asetat (33.0), a-pinen (8.0), | Antimikrobiyal | Test edilen bakterilerden en | *Dehghan ve
B-karyofillen (8.9), B-pinen (6.7) | aktivite duyarli olan Bacillus ark., 2007
Cicek/Meyve Neril asetat (41.5), SUbt.II.IfS tli’ D%lger gkram
bisiklogermakren (9.0), a-pinen pozitif ba tertlere Karst
(5.5) d%ha Zay}f f—:-tkmhk .
gozlenmistir. Gram negatif
Ferula szowitsiana bakterilerde veya
DC. funguslarda ise aktivite
zayiftir.
Tiirkiye: Govde B-Odesmol (29.5), a-6desmol Antimikrobiyal | Antibakteriyel etkinin *Ozek ve
Erzincan/2004 (16.6), a-pinen (6.4) aktivite antifungal etkiden daha ark., 2008
- fazla oldugu gézlenmistir.
Yaprak B-Odesmol_ (32.0), a-6desmol Ean ia;io ailtli%/liltgoM :ti silisnte
(18.2), a-pinen (8.6) direngli Staphylococcus
aureus’a karsi elde
edilmistir.
Cezayir: Toprakiistii 5,9-Tetradekadin (24.7), Antibakteriyel Staphylococcus aureus, Zellagui ve
Ghardaia/2010 kismi germakren D (24.5), farnesen aktivite Escherichia coli ve ark., 2012
Ferula vesceritensis (8.6), a-bisabolen (8.6) Klebsiella pneumonia’ya
Coss et Dur. kars1 giiclii antibakteriyel
aktivite gdzlenmistir.
Cezayir: Yaprak Viridiflorol (13.4), 3-kadinen Antioksidan Orta derecede antioksidan *Benchabane
Ghardaia ve (10.1), farnesol (8.1) aktivite aktivite gbzlenmistir. ve ark., 2012
Azzazga/2010
Ferula asa-foetida fran: Darab Lateks (E)-1-Propenil sek-butil disiilfit Antioksidan Antioksidan aktivite Kavoosi ve
L. daglary/ (62.7), B-osimen (21.7), B-pinen aktivite gozlenmemistir. ark., 2012
Belirtilmemistir (5.0)
Ferula gummosa Belirtilmemistir | Ugucu yag B-Pinen (62.7), a-pinen (9.5), o- Antimikrobiyal | Zayif antimikrobiyal Mahboubi ve
Boiss. zamk recine karen (7.5) aktivite aktivite gdzlenmistir. ark., 2014
karigimi

* Analizde alev iyonlagsma dedektorii kullanilmistir.
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Cizelge 3. (Devam) Bazi Ferula Tiirlerine Ait U¢ucu Yag Analizleri ve Biyolojik Aktivite Sonuclar:

recine karigimi

sek-butil disulfit (28.8), 1-(1-
propeniltiyo) propil metil
disilfit (10.1)

Pathani- Ugucu
yag zamk
recine karigimi

(E)-1-Propenil sekbutil

disiilfit (56), 1-(1-propeniltiyo)
propil metil disiilfit (16.9), 1,2-
ditiyolan (5.7)

[rani ugucu yagi ise iyi
bir antifungal aktiviteye
sahip bulunmustur.

Ferula gummosa Iran: Tahran/2003 Tohum B-Pinen (50.1), a-pinen Antibakteriyal Staphylococcus aureus, Eftekhar ve
Boiss. (18.3), 3-karen (6.7), a- aktivite Bacillus subtilis, ark., 2004
tuyen(3.3), sabinen (3.1) Escherichia coli and

Enterococcus faecalis’e

kars1 antibakteriyal

aktivite gdzlenmistir.

Pseudomonas

aeruginosa’ya karsi zayif

aktivite gdzlenmistir.
Ferula asa-foetida | Hindistan/Belirtilmemistir | Irani-Ugucu (2)-1-Propenil sek-butil Antimikrobiyal | Pathani ugucu yagi iyi bir | Divya ve
L. yag zamk disiilfit (14.4), (E)-1-propenil aktivite antibakteriyel aktiviteye, | ark., 2014

* Analizde alev iyonlasma dedektorii kullanilmistir.




GERECLER
Bitkisel Materyaller

Calismalarda kullanilan Ferula L. tiirlerine ait toplanma bilgileri soyledir:

Cizelge 4. Bitkisel Materyallere Ait Bilgiler

Kod Tiir Toplandi1 Yer Tarih Toplayici Bitkinin
Kodu Bulundugu
Herbaryum
Fh Ferula C6 Maras: 30.08.2002 | MS2246
hermonis Boiss. Caglayancerit-
Maras yolu, 1450
m Gazi
Universitesi
Fb Ferula B9 Bitlis: Hizan- 01.09.2002 | MS2252 Fen
brevipedicellata Bahgesaray Fakiiltesi
Pesmen ex. yolu 19.km, 1100 Biyoloji
M.Sagiroglu & m Bolimii
H.Duman
Fr Ferula rigidula DC. | B5 Malatya: 31.08.2002 | MS2249
Dogansehir-Polat
koyii, 1180 m

Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

n-Hekzan (Merck, Almanya)
Dietil eter (Merck, Almanya)
RPMI 1640 besiyeri (Sigma-Aldrich, Almanya)
[3-(N-morfolino) propan siilfonik asit] (MOPS) (Sigma-Aldrich, Almanya)
1 Molar NaOH ¢ozeltisi

Mueller Hinton Broth 2 (MHB 2) besiyeri (Sigma-Aldrich, Almanya)

Potato Dextrose Agar (PDA) besiyeri (Merck, Almanya)
Mueller Hinton Agar (MHA) besiyeri (Merck, Almanya)
Dimetil siilfoksit (DMSO) (Biomatik, Amerika Birlesik Devletleri)

Ampisilin (Deva, Tiirkiye)

Kloramfenikol (Deva, Tiirkiye)

Amfoterisin B (Sigma-Aldrich, Almanya)

Ketokonazol (Sigma-Aldrich, Almanya)

Resazurin (Sigma-Aldrich, Almanya)
% 85’lik steril NaCl ¢ozeltisi

Metanol, susuz % 99.8 (Sigma-Aldrich, Almanya)
Gallik asit (Sigma-Aldrich, Almanya)
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C Vitamini (Sigma-Aldrich, Almanya)

1,1-Difenil-2-2, pikrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich, Almanya)
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, Almanya)
Fetal Bovine Serum (FBS) (Wisent, Kanada)

Penisilin-Streptomisin (Wisent, Kanada)

Phosphate Buffer Saline (PBS) (Biomatik, Amerika Birlesik Devletleri)
Tripsin EDTA ¢ozeltisi (10X) (Wisent, Kanada)

Trypan blue soliisyonu (Biorad, Amerika Birlesik Devletleri)

XTT Tetrazolium hidroksit sitotoksisite kiti (Xenometrix, Isvigre)
AMES MPF™ 98/100 genotoksisite kiti (Xenometrix, Isvigre)
Glukoz-6 fosfat (Sigma-Aldrich, Almanya)

Nikotinamid adenin dintikleotit fosfat sodyum tuzu (Sigma-Aldrich, Almanya)
Mikrozomal si¢an karaciger S9 enzimi (Xenometrix, Isvigre)
Magnezyum kloriir (Sigma-Aldrich, Almanya)

Sodyum dihidrojen fosfat (Sigma-Aldrich, Almanya)

Potasyum kloriir (Sigma-Aldrich, Almanya)

Deneysel Calismalarda Kullanilan Aletler

Clevenger apareyi (Ildam)

GK Sistem (Gaz Kromatografisi) (Agilent 6890 N GC)

GK/KS Sistem (Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektroskopisi) (Agilent 5975 GC-MSD)
Hassas terazi (Ohaus, Amerika Birlesik Devletleri)

pH metre (WTW Inolab)

Otoklav (Hirayama HV-50, Japonya)

Vorteks karstirict (Ika Genius 3, Almanya)

Inkiibatdr (Incucell, Almanya)

Steril Kabin (Esco EN1822)

Densitometre (Biosan, Letonya)

ELISA okuyucu (Biotek, Amerika Birlesik Devletleri)

HERAcell 150 Steril CO; inkiibatérii (Thermo Scientific)

Steril ¢aligma kabini (Heal Force, Cin)

Sogutmali santrifiij (Eppendorf, Amerika Birlesik Devletleri)

Hiicre Sayim Cihazi (Biorad, Amerika Birlesik Devletleri)

Su banyosu (Wise Clean, Almanya)
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Ters mikroskop (Leica, Almanya)

Calkalamali inkiibator (Lab companion, Amerika Birlesik Devletleri)
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YONTEMLER
Ucucu Yaglarin Elde Edilmesi

Oda sicakliginda bitkilerin gélgede kurutulmus meyvelerinin ugucu yaglari,
Clevenger apareyi kullanilarak 3 saat su distilasyonu islemi sonucunda elde
edilmistir.

Gaz Kromatografisi (GK) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometrisi
(GK/KS) Analiz Sartlan

Ugucu yaglarin kompozisyonlart GK ve GK/KS sistemlerinin es zamanli analizleri
ile aydinlatilmistir. GK analizi Agilent 6890N GC sistemi ile gergeklestirilmistir.
Analizde Innowax FSC kolon (60 m x 0.25 mm, film kalinlig1 0.25 um) ve tasiyict
gaz olarak Helyum (0,8 ml/dak) kullanilmistir. GK firin sicakligr 10 dk 60°C’de
4°C/dk artigla 220°C’ye arttirthip 10 dk tutulmustur ve sonra 1°C/dk artigla
240°C’ye ¢ikarilmigtir. FID dedektor sicakligi ise 300°C olarak ayarlanmustir.
Bilesiklerin relatif oranlar1 FID kromatogramdan bilgisayar yardimiyla
hesaplanmistir. GK kolonda ayrilan ugucu bilesikler daha sonra dedektor gorevi
goren kiitle spektrometrisinde her birinin tek tek kiitle spektrumlari alinarak
tanimlanmustir.

GK/KS analizi Agilent 5975 GC-MSD sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Bilesenlerin ayrimi i¢in Innowax FSC kolon (60 m x 0.25 mm, film kalinlig1 0.25
um), tastyict gaz olarak Helyum (0,8 ml/dak) kullanilmistir. GK firmn sicakligi 10
dk 60°C’de 4°C/dk artigla 220°C’ye arttirilip 10 dk tutulmustur ve sonra 1°C/dk
artisla 240°C’ye ¢ikarilmigtir. Split oram1 40:1 olarak uygulanmistir. Kiitle
spektrumlar1 70 eV enerjisiyle alinmistir. Kiitle degerleri m/z 35 ile 450 arasinda
kaydedilmistir. n-Alkanlar referans alinarak maddelerin kolondaki tutunma
indeksleri (RRI) hesaplanmustir.

Bilesenlerin analizleri i¢in "Baser Ucucu Yag Bilesenleri Kiitiiphanesi", Wiley ve
MassFinder 3.1 Kiitiiphane Tarama Yazilimlar1 kullanilarak yapilmistir
(McLafferty ve Stauffer, 1989; Koenig ve ark., 2004).

Biyolojik Aktivite Calismalar
Antimikrobiyal aktivite calismalart
Mikroorganizmalarin canlandiriimasi

-20°C°de 1.5 ml % 15’lik steril gliserol ¢ozeltisi i¢inde bulunan bakteriler oda
sicakliginda eritilerek Mueller Hinton Agar (MHA) kat1 besiyerine ekilip stok
petriler hazirlanmigtir. Mayalar ve bakterilerin bir kismi ise 4°C’de saklanan kati
besiyerindeki stoklarindan alinmistir.

Deney Oncesinde bakteriler stok petrilerden MHA, mayalar ise Potato Dextrose
Agar (PDA) kat1 besiyerine ekilmistir. 35-37°C’deki inkiibatorde 18-24 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda bakterilerin Mueller Hinton Broth 2 (MHB
2) s1v1 besiyerine gecisi yapilmis ve yine 35-37°C’deki inkiibatorde 18-24 saatlik
inkiibasyona birakilmistir.
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Kodu Ad1 Kaynak

B1 Escherichia coli NRRL B-3008
B2 Staphylococcus aureus ATCC 6538
B3 Salmonella typhimurium ATCC 13311
B 4 Bacillus cereus NRRL B-3711
B5 Bacillus subtilis NRRL B-4378
B 6 Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145
F1 Candida albicans ATCC 24433
F2 Candida tropicalis ATCC 1369

Cizelge 5. Antimikrobiyal Aktivite Caliymalarinda Kullanilan Mikroorganizmalar

Mikrodiliisyon yontemi ile antibakteriyel ve antifungal etkinin belirlenmesi

Klinik Laboratuvar Standartlart Enstitiisii (CLSI veya eski adiyla NCCLS)
tarafindan yayinlanan aerobik mikroorganizmalar i¢in kullanilan mikrodiliisyon
yontemi (M-100-S16) ve mayalar i¢in kullanilan mikrodiliisyon yontemi (M-27-
A2) protokollerinde bazi1 degisiklikler yapilmak suretiyle degerlendirilmistir.

Yontem kuyucuklara belirli miktarlarda ekilen mikroorganizmalarin, madde ile
inkiibasyonunun ardindan canliliklarinin tespit edilmesi esasina dayanmaktadir. Bu
amagcla canli hiicrelerdeki mitokondriyal aktivite ile renk degisimi gdzlenen bir
tetrazolyum tuzu olan resazurin kullanilabilir. Resazurin (mavi renk), canlilik
goriilen kuyucuklarda pembe renk almaktadir.

Bakteriler i¢cin ampisilin ve kloramfenikol, mayalar i¢in ketokonazol ve amfoterisin
B standart madde olarak kullanilmistir. Ketokonazol ve amfoterisin B 0.0313-16
pg/mL (¢oziicii: dimetilsiilfoksit (DMSO)), ampisilin ve kloramfenikol 0.125-64
ug/mL (¢oziicliler sirasiyla su ve DMSO), ugucu yaglar 4.882-2500 pg/mL
(¢coziici: DMSO) konsantrasyonlarinda uygulanmaistir.

18-24 saatlik inkiibasyondan sonra sivi besiyerinde gelisen kiiltiirler, Mc Farland
No: 0.5 (bakteriler i¢in yaklasik 108 cfu/mL, maya kiiltiirii icin 10° cfu/mL) tiipiine
gore bulaniklik ayar1 densitometre kullanilarak yapilmistir.
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Sekil 2. Resazurin’in MiK Belirlenmesinde Kullanilmasi (Muthu Tamizh ve ark., 2012)

96 “U” tipi kuyucuklara sahip mikroplakalarda yapilan deneylerde bakteriler i¢in
MHB 2, mayalar i¢in RPMI 1640 besiyeri kullanilmistir. Her mikroorganizma igin
bir plaka ¢alisilmistir. Plakalara 100 uL besiyeri konulmus ve ilk kuyucuk tizerine
100 uL numune ilave edilip otomatik pipetle seyreltme yapilmistir. Uzerlerine 100
uL Mc Farland No: 0.5 ayar1 yapilmis ve bakteriler i¢in 1:100, mayalar i¢in 1:1000
seyreltme yapilmis mikroorganizmalar ilave edilmistir. Bu islemlerden sonra
mikroplakalar kapatilarak 35-37°C’de 16-20 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklarda iiremenin varliginin belirlenebilmesi i¢in
plaklar tizerine 20 uL 0.1 mg/mL konsantrasyonunda tetrazolyum kloriir (TTC)
tuzunun (Resazurin: 7-hidroksi-3H-fenoksazin-3-on-10-oksit) distile sudaki
cozeltisi eklenmistir. Renklenme i¢in 35-37°C’de 3 saat daha inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda renklenmeyen alanlar (mavi renk) {iremenin
olmadig1 konsantrasyonlar olarak belirlenmistir. Deneyler pozitif ve negatif
kontroller de dikkate alinarak ti¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir (Amsterdam,
1996; CLSI M7-A7; CLSI M27-A2).

Antioksidan aktivite calismasi
1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikalini siipiiriicii etki tayini

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH?®), stabil serbest radikal igeren koyu renkli bir
kimyasaldir. Antioksidan aktivite belirlenmesinde kullanilir. Bu koyu renkli
molekiil ortamda antioksidan varliginda azalarak rengini kaybeder. Renk siddeti

spektrofotometre ile dlgiilerek antioksidan aktivite degerlendirilir (Garcia ve ark.,
2012).
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Sekil 3. DPPH* Radikalini Siipiiriicii Etki Tayininin Mekanizmasi (http-1)

Deneyler 96 kuyucuklu mikroplakalarda ger¢eklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak
gallik asit ve askorbik asit kullanilmistir. Ugucu yaglarin ve pozitif kontrollerin
metanol ile 1 mg/mL konsantrasyonda c¢ozeltileri hazirlanmigtir. Plakalara 100 pL
metanol konulmus ve ilk kuyucuk tizerine 100 pL numune ilave edilip otomatik
pipetle seyreltme yapilmistir. Sadece DPPH® ve metanol igeren kuyucuklar blank
olarak kullanilmistir. Sonrasinda kuyucuklara metanol ile hazirlanmisg 80 pg/mL
DPPH?® ¢ozeltisinden 100 pL ilave edilip 30 dakika karanlik ortamda bekletilmistir
(Kumarasamy ver ark., 2007). Siire sonunda absorbans degerleri 517 nm’de
okunmustur. % 50 inhibisyon konsantrasyon degeri (IKso) asagidaki formiil ile
hesaplanmuistir:

IKs0 = [(Ao-A1)/A] X100

Ao : Kontrol absorbans

Az : Numune absorbans
Deneyler en az 3 tekrarh olarak calisilmis ve sonuglarin ortalamasi alinmastir.
In vitro sitotoksisite ve genotoksisite calismalar
XTT sitotoksisite testi

Canli hiicrelerin bozunmamig mitokondriyal solunum zincirleri ve membran
yapilar1 vardir. Toksik ajanlar canli hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenaz
enzimleri araciligiyla tespit edilebilirler.

Siiksinat dehidrogenaz, sadece canli hiicrelerde aktif ve mitokondriyal solunumda
gorevli bir enzimdir. Bu enzim bir tetrazolyum tuzu olan XTT den [2,3-Bis(2-
metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum] formazan kristallerinin olusumuna
neden olur. Sar1 renkte olan XTT, bu indirgenme reaksiyonu ile turuncu renk
¢Oziiniir formdaki formazana doniisiir. Enzim aktivitesi 480 nm ya da 450 nm dalga
boyunda spektrofotometrik 6l¢iim ile tespit edilir (Wang ve ark., 2011).
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Sekil 4. XTT Sitotoksisite Testinin Prensibi (http-2)

Deneylerde NIH3T3 (ATCC® CRL-1658™, fare embroyenik fibroblast hiicreleri)
hiicre hatt1 kullanilmistir.

NIH3TS3 hiicrelerinin ¢ogaltilmasi

Hiicre kiltiirii ¢aligmalarinda steril malzemeler kullanilmistir. Calismalar steril
kabinde siirdiiriilmiistiir. Hiicre hatlar1 % 5 CO2, % 95 nem ve 37°C’deki
inkiibatorlerde yasatilmistir. Kullanilan tiim ¢ozeltilerin  37°C’de  olmast
saglanmistir.

ATCC (American Type Culture Collection)’den temin edilen -85°C’deki hiicre
hattt besiyeri [NIH3T3 hiicre dizisi i¢in kullanilan besiyeri % 89 DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium), % 10 bovin calf serum ve % 1 penisilin-
streptomisin igerir] ile yavas yavas eritilerek santrifiij tiipiine alinmistir. 4°C’de
1200 rpm devir hizinda 5 dakika santrifilij edilmistir. Coken hiicrelerin lizerinde
kalan besiyeri uzaklastirilmigtir. Hiicreler yeni besiyeri ilavesi ile hiicre kiiltiir
sisesine (flask) alinmis ve inkiibasyona birakilmistir.

Hiicreler kiiltiir sisesindeki alani kapladiginda bir kismi1 baska bir kiiltiir sisesine
almarak cogaltilmistir. Inkiibatdrden alman kiiltiir sisesi, 6lii hiicrelerin besiyeri
cozeltisine gegmesini saglanmak i¢in hafifce calkalanmis ve sonra steril bir pipetle
kiltiir sisesi icindeki besiyeri alinarak atilmistir. Kiiltiir sisesine 5 mL fosfat
tamponu (PBS) ilave edilerek hiicreler yikanmis, yikama c¢ozeltisi ortamdan
uzaklastirilmistir. Sonrasinda kiltlir sisesine tripsin EDTA ¢ozeltisi (1X) (75
cm?’lik kiltiir siselerine 3-5 mL, 25 cm?’lik 1-3 mL) ilave edilmis ve hafifce
calkalandiktan sonra inkiibatdrde yaklasik 5 dakika bekletilmistir. Inkiibatorden
alian kiiltiir siselerinin lizerine 20-25 mL besiyeri ilave edilerek hiicreler siispanse
edilmis ve 1:2, 1:3 boliinerek yeni kiiltlir siselerine alinmistir. Kiiltiir siseleri
inkiibatore konularak inkiibasyona birakilmistir.

NIH3TS3 hiicrelerine XTT sitotoksisite testinin uygulanmasi

Inkiibatdrden alinan kiiltiir sisesi, olii hiicrelerin besiyeri c¢ozeltisine gecmesi
saglanmak i¢in hafifce calkalanmis ve sonra steril bir pipetle kiiltiir sisesi icindeki
besiyeri alinarak atilmistir. Kiiltiir sisesine tripsin-EDTA ¢ozeltisi (1X) (75 cm?’ lik
kiiltiir siselerine 3-5 mL, 25 cm?’lik 1-3 mL) konularak hafifce ¢alkalandiktan sonra
inkiibatorde yaklasik 5 dakika bekletilmistir. Inkiibatérden alinan kiiltiir siselerinin
icine besiyeri ilave edilerek (tripsin-EDTA ¢6zeltisinin en az iki kat1 kadar besiyeri
ilave edilir) pipet yardimiyla santrifiij tiipiine alinmistir. Santrifiij tiipii i¢indeki
hiicre siispansiyonu ¢alkalandiktan sonra 10 pL alinarak, 10 pL. Trypan blue

26



soliisyonu ile karistirtlip saymmi gergeklestirilmistir ve konsantrasyon 1x10°
hiicre/mL olacak sekilde ayarlanmistir. Hiicre siispansiyonu kiivetlere alinmis ve
100 pL/kuyucuk olacak sekilde hiicre kiiltiir plakasina dagitilarak (1x10* hiicre/100
uL) 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Test maddesinin 9.77-1250 pg/mL arasinda 8 seri konsantrasyonu negatif ve pozitif
kontroller ile birlikte plakalara uygulanmaistir. 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu
stire sonunda hiicre kiiltiirlerinin {ist kismu ters ¢evrilerek atilmistir. Hiicreler fosfat
tamponu ile yikanmis ve yikama ¢dzeltisi ortamdan uzaklastirilmistir. Hiicre kiiltiir
plakasima 200 pL/kuyucuk olacak sekilde besiyeri ilave edilmistir. XTT 1 ve XTT
2 ¢ozeltileri 1:100 oraninda karistirilmistir. Hiicre kiiltiir plakasina 50 pL/kuyucuk
olacak sekilde bu ¢ozelti karisimindan ilave edilmistir. 3 saat inkiibasyona
birakilmis, 3 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda plakalar 5 dakika hafifce
calkalandiktan sonra ELISA’da 480 ve 690 nm’de OD (Optical density: optik
yogunluk) degerleri okunmustur. Test maddelerinin her bir konsantrasyonu i¢in %
inhibisyon degerleri hesaplanmigtir. Non-lineer regresyon analizi ile maddelerin
inhibitor konsantrasyon 50 (iKso) degerleri hesaplanmis ve maddelerin sitotoksik
ozellikleri yorumlanmistir (Altintop ve ark., 2012).

AMES MPF ™98/100 genotoksisite testi

AMES Mikroplaka Testi

Bakteri suslar o it e,
80°C'de saklamir Inkéibas Deney siireci aruziyet p

D Test maddesi @ OO‘

e Bakteri @. OO OO =
Bal kter- ==
. 863885,
Maruziyet medyumu /|
37°C,12-17 saat 37°C,90 dk ,250 rpm

250rpm

384 kuyucuklu mikroplaka

[E

indikatér Medyum

1 — : ne==p .,'

Sekil 5. Ames MPF™ 98/100 Testinin Uygulams: (http-3)

Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suslarini igeren vialler (-85°C) 5 dak. oda
sicakliginda tutulmustur. Viallere 200 pL growth medyum (GM) ilave edilmis ve
homojen dagilim i¢in pipetleme yapilmistir. 50 mL’lik kiiltiir tiipiine 50 pL bakteri
siispansiyonu ve 10 mL GM eklenmistir. 12-16 saat 37°C, 250 rpm’ de karistirilarak
inkiibe edilmistir. Stire sonunda siispansiyonun ODegoo degeri olglilmiistiir. ODgoo
degeri > 2,0 olma sart1 saglandigi i¢in deney prosediiriine devam edilmistir. Test
maddesine ait belirlenen 6 farkli konsantrasyonda (5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.156
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mg/mL) 10 pL dilisyon plakasi hazirlanmigtir. Her iki sus i¢in S9 enzim
fraksiyonunu igeren ve icermeyen maruziyet plakalart (24 kuyucuklu)
hazirlanmistir. S9 enzim fraksiyonunu igermeyen plaklara prosediiriinde belirtilen
miktarlarda maruziyet medyumu, bakteri ve test maddesi; S9 enzim fraksiyonunu
igeren plaklara ise bunlara ek olarak S9 enzim fraksiyonunu eklemis ve 37°C, 250
rpm hizda c¢alkalanarak 90 dak. inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda bakteri
suglarina 6zel mor indikatér medyumun 2.8 mL’si her bir kuyucuga eklenmistir.
Her kuyucukta 50 puL olacak sekilde igerikler, belirlenen deney tasarimina goére
384’liik plakalara aktarilmis ve 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda plakalardaki bakteriyal metabolizma pH’1
degistirerek mor rengi sartya doniistiiriir. Deney sonunda olusan sar1 kuyucuklarin
sayis1 belirlenmistir. Veri analiz programinda istatistiksel analiz yapilarak test
maddelerinin genotoksik 6zellikleri yorumlanmaistir.
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BULGULAR ve TARTISMA
Ucucu Yaglarin Verimleri

Bitkilerin ~ doviilmiis  meyvelerinden, Clevenger apareyi  kullanilarak
gergeklestirilen 3 saatlik su distilasyonu ardindan elde edilen ugucu yaglara ait
verimleri soyledir:

F. hermonis ugucu yag1 verimi: % 1.75
F. brevipedicellata ugucu yagi verimi: % 1.87
F. rigidula ucucu yag1 verimi: % 2.09

Ucucu Yaglarin Gaz Kromatografisi (GK) ve Gaz Kromatografisi/Kiitle
Spektrometrisi (GK/KS) Analiz Sonuglari

Ugucu yaglarin analizleri es zamanl olarak GK ve GK/KS ile gerceklestirilmistir.
Analiz sonuglarina gore Ferula brevipedicellata ugucu yaginin 23 bilesige karsilik
gelen % 93.7’si, Ferula hermonis ugucu yaginin 15 bilesige karsilik gelen %
94.6’s1, Ferula rigidula ugucu yaginin ise 10 bilesige karsilik gelen % 98’i
aydinlatilmistir. F. brevipedicellata ve F. rigidula ugucu yaglarinin ana bilesikleri
a-pinen (% 68.9 ve %7 3.0, sirasiyla), B-pinen (% 5.3 ve % 4.0, sirasiyla) ve
naftalen (% 4.3 ve % 8.5, sirastyla); F. hermonis ugucu yagmin ana bilesikleri ise
a-pinen (% 64.1), naftalen (% 8.3) ve trans-verbenol (% 4.8) olarak belirlenmistir.
Ugucu yaglarin kimyasal bilesimleri Cizelge 6-8’de verilmistir.

Cizelge 6. Ferula hermonis Ucucu Yaginin (Fh) Kimyasal Bilesimi

No RRI Bilesik %
1 1000 Dekan 0.5
2 1032 a-Pinen 64.1
3 1076 Kamfen 0.9
4 1100 Undekan 1.0
5 1118 B-Pinen 2.2
6 1586 Pinokarvon 1.3
7 1648 Mirtenal 0.5
8 1670 trans-Pinokarveol 1.3
9 1683 trans-Verbenol 4.8
10 1725 Verbenon 3.9
11 1763 Naftalen 8.3
12 1804 Mirtenol 0.8
13 1845 trans-Karveol 1.9
14 2008 Karyofillen oksit 1.4
15 2144 Spatulenol 1.7

Toplam 94.6
RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmuistir; % FID (Alev iyonlagma
dedektorii) verilerine gére hesaplanmustir.
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Cizelge 7. Ferula brevipedicellata Ugucu Yagimin (Fb) Kimyasal Bilesimi

No RRI Bilesik %
1 1000 Dekan e
2 1032 a-Pinen 68.9
3 1076 Kamfen 0.3
4 1100 Undekan 0.4
5 1118 B-Pinen 5.3
6 1132 Sabinen 0.2
7 1135 Tuya-2,4(10)-dien 0.4
8 1174 Mirsen 0.3
9 1280 p-Simen 0.6
10 1481 Fenkilasetat 0.6
11 1586 Pinokarvon 1.3
12 1611 Terpinen-4-ol 0.2
13 1645 cis-Verbenil asetat 0.2
14 1648 Mirtenal 0.9
15 1670 trans-Pinokarveol 1.7
16 1683 trans-Verbenol 2.9
17 1690 Kripton 0.5
18 1704 Mirtenil asetat 0.2
19 1725 Verbenon 2.9
20 1763 Naftalen 4.3
21 1804 Mirtenol 0.7
22 1845 trans-Karveol 0.4
23 1864 p-Simen-8-ol 0.5

Toplam 93.7
RRI: Relatif tutunma zaman indisi n-alkan serisine gore hesaplanmustir; % FID (Alev iyonlagma
dedektorii) verilerine gore hesaplanmustir; e: Eser miktar (< % 0.1).

Cizelge 8. Ferula rigidula Ugucu Yagimin (Fr) Kimyasal Bilesimi

No RRI Bilesik %
1 1032 a-Pinen 73.0
2 1076 Kamfen 2.8
3 1100 Undekan 12
4 1118 B-Pinen 4.0
5 1203 Limonen 0.8
6 1586 Pinokarvon 0.7
7 1683 trans-Verbenol 2.0
8 1725 Verbenon 16
9 1763 Naftalen 8.5
10 2008 Karyofillen oksit 1.9

Toplam 96.5

RRI: Relatif tutunma zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmistir; % FID (Alev iyonlagma
dedektorii) verilerine gore hesaplanmustir.
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Antimikrobiyal Aktivite Sonuclari

Antimikrobiyal aktivite ¢alismalar1 kapsaminda ugucu yaglarin antibakteriyal ve
antifungal aktiviteler arastirilmistir. Calismada kullanilan bitkilerin ve genel olarak
Apiaceae familyasina ait bitkilerin daha ¢ok gastrointestinal sistem ile ilgili
problemlerin tedavisinde kullanilmasi sebebiyle antimikrobiyal aktivite
calismalarinda gida kaynakli ti¢ gram pozitif (+) bakteri (Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus ve Bacillus subtilis), gida kaynakli ii¢ gram negatif (-) bakteri
(Escherichia coli, Salmonella typhimurium ve Pseudomonas aeruginosa)
kullamilmustir (http-4; Bottone, 2010; Lowley, R. ve ark., 2008). Ayrica en sik
rastlanan kandidiyazis patojenleri olan iki maya (Candida albicans ve Candida
tropicalis) ile de ucucu yaglarm minimum inhibitér konsantrasyonlar:1 (MIK)
belirlenmistir (Kothavade ve ark., 2010). Ttim antimikrobiyal aktivite ¢alismalar
en az 3 tekrarh gergeklestirilmistir. Deney sonuglar1 Cizelge 9’da verilmistir.

Cizelge 9. Ucucu Yaglarin ve Standart Maddelerin Minimum inhibisyon Konsantrasyonlari
MiK)

MIK Degerleri (ug/mL)
orggﬂr:iiﬁélar Ucgucu Yaglar Standart Maddeler
Fh Fb Fr Stdl | Std2 Std3 Std4
Bl 1250 1250 | 1250 16 16 - -
B2 625 625 | 1250 | 0.25 16 - -
B3 625 3125 | 1250 | 0.25 16 - -
B4 625 3125 | 1250 | 0.25 16 - -
B5 156.25 | 3125 | 625 | 0.25 16 - -
B6 625 625 625 | >64 > 64 - -
F1 156.25 | 3125 | 3125 - - <0.031 0.5
F2 3125 | 3125 | 3125 - - <0.031 1

B1: E. coli, B2: S. aureus, B3: S. typhimurium, B4: B. cereus, B5: B. subtilis, B6: P. aeruginosa,
F1: C. albicans F2: C. tropicalis; Fh: F. hermonis, Fb: F. brevipedicellata, Fr: F. rigidula; Std1:
Ampisilin, Std2: Kloramfenikol, Std3: Ketakonazol, Std4: Amfoterisin B, - : Calisilmad:

Deney sonuglarina gore 4.882-2500 pg/mL konsantrasyon araliginda test edilen
ucucu yaglar, standart maddelere gore daha diisiik antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Fh ucucu yagmin en etkili oldugu mikroorganizmalar B5 (156.25
ug/mL) ve F1 (156.25 pg/mL)’tir. Fb ugucu yaginin en etkili oldugu
mikroorganizmalar ise 312.5 pg/mL MIK degeri ile B3, B4, B5, F1 ve F2 olmustur.
Frugucu yagi ise en yiiksek aktivitesini 312.5 pg/mL’de F1 ve F2 mayalarina karsi
gostermistir.
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Deney sonuglarina gore ugucu yaglar, test edilen mikroorganizmalara karsi nispeten
benzer antimikrobiyal etkinlik gostermistir. Ugucu yaglarin birbirlerine gére daha
yiiksek aktivite gosterdikleri mikroorganizmalara bakildiginda;

- Fh, Fb’ye gore B5 ve F1,

- Fh, Frye gore B2, B3, B4, B5 ve F1,

- Fb, Fh’ye gore B3 ve B4,

- Fb, Frye gore B2, B3, B4 ve B5 mikroorganizmalarinda daha yiiksek

aktivite gostermistir.

Fh, Fb ve Fr ucucu yaglar ile elde edilen MiK degerlerine bakildiginda mayalara
kars1 goriilen aktivitenin bakterilere kars1 goriilene gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Pavlovic” ve arkadaslar1 (2012), farkli bir Ferula tiiri ile yaptiklari
calismada bu calisma sonuglarmma paralel olarak ugucu yagin antifungal
aktivitesinin antibakteriyel aktiviteye oranla daha yiiksek oldugu gosterilmistir.
Bunun yaninda deney sonuglarina gore F. hermonis, F. brevipedicellata ve F.
rigidula ugucu yaglar1 mikroorganizmalar arasinda B. subtilis’e karsi en yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip olmalar1 sebebiyle bu bakterinin ugucu yaglara en
duyarli bakteri oldugu tespit edilmistir. Baz1 Ferula tiirlerinin ugucu yaglari ile
gerceklestirilmis farkli caligmalarda en duyarl bakterinin B. subtilis oldugu tespit
edilmistir (Maggi ve ark., 2009; Kavoosi ve Rowshan, 2013; Dehghan ve ark.,
2007). Deney sonuglarina gore, E. coli’ ye karst ugucu yaglarin en diisiik
antimikrobiyal aktiviteye (MIK: 1250 pg/mL) sahip olmasi sebebiyle bu bakterinin
mikroorganizmalar arasinda en direngli bakteri oldugu belirlenmistir. Benzer
sonuglara farkli Ferula tiirlerine ait ugucu yag calismalarda da rastlanmistir
(Kavoosi ve Rowshan, 2013; Iranshahi ve ark., 2009; Iranshahi ve ark., 2008).
Ferula hermonis, F. brevipedicellata ve F. rigidula ugucu yaglarinin ana bilesigi
olan a-pinen, literatiirdeki bazi ¢alismalarda gesitli ugucu yaglarin ana bilesigi
olmast nedeniyle saf bilesik olarak antimikrobiyal aktivite ac¢isindan
degerlendirilmistir. Iranshahi ve arkadaslarinin (2009a) calismasinda a-pinen,
incelenen mikroorganizmalar tizerinde test edilen Ferula tiiriine ait ugucu yag ile
benzer aktivite gostermis; B. cereus ve E. coli’ye karsi ise ugucu yaglardan daha
yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu saptanmistir. Gongalves ve
arkadaslarmin (2012) Seseli tiirleri ile yaptig1 bir antifungal aktivite ¢alismasinda,
ana bilesiklerden olan a-pinen’in test edilen ugucu yaglara gore daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugu gorilmistir. Cosentino ve arkadaslarmin (1999)
antimikrobiyal aktivite ¢aligmasinda ugucu yaglarla birlikte incelenen a-pinen’in
aktivitesi ugucu yaglara gore daha diisiik bulunmustur. o-Pinen’in de iginde
bulundugu bir dizi ugucu yag bileseni ile yapilan antimikrobiyal aktivite
calismasinda a-pinen, diger bilesenlere gore diisiik aktivite gosteren bir bilesik
olarak saptanmistir (Dorman ve Deans, 2000). Elde edilen verilerdeki farkliliklarin
ucucu yaglardaki bilesenlerin ve oranlarinin farkliligi, bilesenler arasindaki
muhtemel sinerjik, agonist ya da antagonist etkilesimlerden kaynakli olabilecegi
distiniilmektedir.
Antioksidan Aktivite Sonuclar:
Antioksidan aktivite galismasi olarak DPPH* radikali ile serbest radikal siipiirticii
aktivite tayini yapilmistir. Giiclii antioksidan aktiviteye sahip oldugu bilinen
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askorbik asit ve gallik asit pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Ugucu yaglarin ve
pozitif kontrollerin 0.98 pug/mL-0.5 mg/mL konsantrasyonlarinda aktiviteleri
belirlenmistir. Deneylerin sonucunda, konsantrasyona kars1 % inhibisyon 6l¢iilerek
inhibitér konsantrasyon 50 (iKso) degerleri, egrilerin dogrusal regresyon
denklemine gore hesaplanarak belirlenmistir. Tiim antioksidan aktivite ¢alismalar
en az 3 tekrarli gerceklestirilmistir. Elde edilen iKso degerleri Cizelge 10°da
verilmistir.

Cizelge 10. DPPH® Radikal Siipiiriicii Etki Sonuclar:

Test maddeleri IKso (mg/mL)
Fh >0.5
Fb >0.5
Fr >0.5
Askorbik asit 0.007
Gallik asit 0.001

Fh: F. hermonis, Fb: F. brevipedicellata, Fr: F. rigidula

Deney sonuglarina gore Fh, Fb ve Fr ucucu yaglarinin pozitif kontroller ile
karsilastirildiginda radikal siipiiriicii aktiviteye sahip olmadigi goriilmistiir.

Literatiirde farkli Ferula tiirlerine ugucu yaglarin antioksidan aktivite ¢aligmalari
mevcuttur. Kavoosi ve arkadaslarinin (2013) calismasinda ¢esitli antioksidan
aktivite belirleme yontemleri kullanilmis ve uygulanan yontemler ile benzer
sonuglar elde edilmis; igeriginde ana bilesik olarak a-pinen ve B-pinen igeren ugucu
yag zamk regine karisiminin, karisimlar arasinda en diisiik antioksidan aktiviteye
sahip oldugu bildirilmistir.

Yiiksek miktarlarda a-pinen (% 59.9) ve B-pinen (% 19.0) igeren Ferula lycia’nin
toprakiistii kismindan elde edilen ugucu yag ile yapilan DPPH radikal siipiiriicii etki

caligmasinda, ugucu yagin antioksidan aktivitesi zayif bulunmustur (Kose ve ark.,
2010).

Ana bilesikleri arasinda a-pinen ve B-pinen’in de bulundugu Ferula microcolea
ucucu yaginin DPPH radikal siipiiriicii etkisinin arastirildigi calismada, ugucu yagin
aktivitesinin orta diizeyde oldugu belirtilmistir (Amiri, 2014).

Emami ve arkadaglarinin (2011) ¢alismasinda a-pinen ve B-pinen’in de saf bilesik
olarak DPPH yontemi ile antioksidan aktivitesine bakilmistir. 0.1-4 pL/mL
konsantrasyonlarda a-pinen ve B-pinen ¢ok zayif aktivite gostermis ya da aktivite
gostermemistir. Ayni calismada a-pinen agisindan zengin ugucu yaglarin da
antioksidan aktivitesinin zayif oldugu belirlenmistir (Emami ve ark., 2011). Benzer
sekilde bagka bir ¢alismada yine saf bilesik olarak antioksidan aktivitesi incelen o-
pinen’in kayda deger bir etkinlik gostermedigi bildirilmistir (Kartal ve ark., 2007).

Fh, Fb ve Fr ugucu yaglan ile elde edilen antioksidan aktivite sonuglar1 benzer
sekilde ana bilesik olarak a-pinen ve B-pinen i¢eren farkli ugucu yaglar ile yapilmis
onceki ¢alismalar ile paralellik gostermekle birlikte Fh, Fb ve Fr ugucu yaglarinin
antioksidan aktivite gostermedigi saptanmustir.
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In Vitro Sitotoksisite Testi Sonuglar:

XTT sitotoksisite testi Sonuclar

Calismada antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri arastirilan ugucu yaglarin
saglikl1 bir hiicre hatti ile sitotoksisitesinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla
literatiirde de gerek sitotoksisitenin belirlenmesi gerekse antiproliferatif aktivitenin
selektivitesinin degerlendirilmesi amaciyla kullanilan NIH3T3 (ATCC® CRL-
1658™ fare embriyonik fibroblast hiicreleri) hiicre hatt1 kullanilmistir (McKim Jr.,
2010; Hsin ve ark., 2008; Altintop ve ark., 2012). Uygulanacak dozlar, ugucu
yaglarin antimikrobiyal ac¢idan aktivite gosterdigi dozlar olacak sekilde
belirlenmistir. 9.77-1250 ug/mL konsantrasyonlarinda ¢alisilmistir. Deney
sonuglarina gore ugucu yaglarin NIH3T3 hiicre hattina karsi elde edilen inhibitor
konsantrasyon 50 (iKso) degerleri Cizelge 11°de verilmistir.

Cizelge 11. Ucucu Yaglarin NIH3T3 Hiicre Hattina Karsi iKso Degerleri

Ucucu yaglar Kso (ug/mL)
Fh 39.06

Fb 115.63

Fr 483.20

Fh: F. hermonis, Fb: F. brevipedicellata, Fr: F. rigidula

Ilag gelistirme siirecinde, ila¢ adaymnin aktivitesinin yaninda sitotoksisitesi de
olduk¢a onemlidir. Saglikli hiicre hattina kargi elde edilen ve sitotoksisiteyi
gosteren dozun (iKso), ilag adaymin biyolojik olarak aktif oldugu dozlara gore
sayisal olarak daha biiyiik olmas1 gerekir. Bu nedenle yukaridaki [Kso degerleri
ucucu yaglarin antimikrobiyal aktivite gosterdikleri dozlar goz oOniine alinarak
“degerlendirildiginde, sadece Fr ugucu yagmin Candida albicans ve Candida
tropicalis’e kars1 etkili oldugu dozdan (312.5 pg/mL) daha yiiksek dozda (483.20
png/mL) IKso degerine sahip oldugu goriilmiistiir. Diger ugucu yaglarin ise
antimikrobiyal aktivite gosterdigi dozlardan daha diisiik dozda sitotoksisiteye
neden oldugu goriilmistiir.

Literatiirde Ferula cinsi ile yapilan sitotoksisite caligmalari, genellikle ekstrelerden
elde edilen izole bilesiklerin g¢esitli kanser hiicre hatlarina karsi etkisinin
belirlenmesi seklindedir (Alkhatib ve ark., 2008; Rassouli ve ark., 2011a; Valiahdi
ve ark., 2013; Barthomeuf ve ark., 2008; Rassouli ve ark., 2011b; Dastan ve ark.,
2014; Dall’Acqua ve ark., 2011; Ben Salem ve ark., 2013; Kuete ve ark., 2012).
Bunun yaninda Ferula ekstrelerinin antikanser aktivite ¢alismalari ve in vivo
antikanser ¢alismasi da mevcuttur (Gharaei ve ark., 2013; Kuete ve ark., 2012;
Elouzi ve ark., 2008; Saleem ve ark., 2001).

[Ik kez bu calisma halk arasinda kullanimi olan Fh, Fb ve Fr ugucu yaglarinin
saglikli hiicre hattinda sitotoksisite degerlendirmesi yapilmistir. Ayrica
antimikrobiyal aktivitesi gdzlenen tiim ugucu yaglar arasinda Fr’nin 1Kso
degerinden daha diisiik dozlarda antimikrobiyal aktivite gosterdigi Candida
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albicans ve Candida tropicalis mikroorganizmalarina karsi bu amagla
kullanabilecegi diistiniilmektedir.

AMES MPF ™08/100 genotoksisite testi sonuclar

[lag adayr bir bilesigin gelistirilme siireci, etkinliginin ve giivenirliliginin
belirlenmesini  kapsamaktadir. Giivenilirlik degerlendirmesi, hedef organ
toksisitesini ve genetik materyaldeki hasar1 tespit etmek (genotoksisite) yoluyla
gerceklestirilmektedir (Krishna ve ark.; 1998). ilag gelistirme siirecinde yiiksek
verimlilikle ¢ok kiigiik miktarlarda bilesiklerin analizlerine olanak veren in vitro
genotoksisite testleri, erken donemlerde bilesiklerin toksisitelerinin belirlenmesini
saglayarak stirecin planlanmasina 6nemli katkilar saglamaktadir (Mondal ve ark.;
2010).

Aktivite ve sitotoksisite ¢aligmalarina gore incelenen ugucu yaglar arasinda
antimikrobiyal aktivite gosterdigi bazi dozlarda sitotoksisite gostermeyen F.
rigidula ugucu yagi, genotoksisitesinin aragtirtlmasi amaciyla segilmistir. Bu
amacla Ames MPF™ 98/100 testi kullanilmistir. Ames MPF™ 98/100 testi, suda
¢Oziiniirliigli zayif kimyasallarin mutajenite taramasinda kullanilmasi agisindan
olduk¢a uygundur. Konvansiyonel Ames testine gore bir¢ok avantaja sahiptir. Test
edilecek maddeye ait 6 konsantrasyonun ayni plakada test edilmesine olanak saglar.
Kullanilan tiim madde malzemenin standardize olmas1 ve sonuglarin daha pratik
belirlenebilmesi testin giivenirliligini arttirmaktadir. Konvansiyonel yonteme gore
daha kisa silirede, daha az sarfiyatla, daha giivenilir sonuclar elde edilmektedir
(Kamber ve ark., 2009).

Salmonella typhimurium’un histidin (His) operonunda olusturulan nokta
mutasyonuna bagli olarak bakteri histidin tiretemez. Bu durum bakterilerin histidin
destegi olmadan ¢ogalamamasina neden olur. Mutajenik bir olay meydana
geldiginde histidin geninde nokta/gergeve kaymasi mutasyonu meydana gelmesi bir
geri doniise neden olabilir. Bunun sonucunda bakteri histidin olmadan da
cogalabilir. Bir kimyasalin mutajenik olma potansiyeli bu geri doniisii yapip
yapmadig: tespit edilerek degerlendirilebilir. Histidin i¢ermeyen besiyerinin
kullanilmas1 sadece mutasyona ugrayan bakterilerin hayatta kalip ¢ogalmalarina
olanak saglar (Mortelmans ve Zeiger, 2000).

Salmonella typhimurium TA98 susu cerceve kaymasi mutasyonuna neden olan
mutajenlerin tespit edilmesi, TA100 susu ise nokta mutasyonlarina neden olan
mutajenlerin tespit edilmesi i¢in kullanilir (Fliickiger-Isler ve ark., 2004).

S9 karaciger mikrozom enzim fraksiyonlar1 ise memeli metabolizmasinin taklit
edilmesi i¢in kullanilir. Bu asama kimyasalin biyotransformasyonu ile olusan
metabolitlerin ~ mutajenitesinin  degerlendirmesi acisindan  Onemlidir
(Chandrasekaran ve ark., 2010).

Ugucu yaglarin mutajenitesinin degerlendirilmesi i¢in Salmonella typhimurium
TA98 ve TA100 bakteri suslari ile S9 enzim fraksiyonu varliginda ve yoklugunda
calisilmistir. Testin sonunda, dozlara gore pozitif (sar1) kuyucuklarin sayisinin
ortalamalar1 ticerli tekrarlardan hesaplanmis ve zemin ¢izgisinin (Zemin ¢izgisi
(Baseline) = Negatif kontrollerin ortalamasi + 1 Standart sapma) kag kati olduklari
ucucu yagin her bir dozu i¢in ayr1 ayr1 belirlenmistir. Zemin ¢izgisi 1’in altinda ise
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1’e ayarlanmistir. Deney sonuglar istatistiki anlamlilik agisindan Student t-testi
kullanilarak (p<0.05) degerlendirilmistir. Yiiksek ve diisiik cogalma hizlarina bagh
olarak kiiltiirlerin degerlendirme kriterleri onceki calismalara gore belirlenmistir
(Flickiger-Isler ve ark., 2012).

Bu kriterler;

Zemin ¢izgisi < 3 ise; zemin ¢izgisinin 2-3 kat1 olan belirgin artiglar zayif
mutajenite; 3 kattan biiyiik artiglar mutajen olarak siniflandirilmistir. Bu durumda,
en az 2 ardisik dozun t-testine (p<0,05) gore istatistiksel olarak anlamlilik tagimasi
veya en yiiksek non-toksik konsantrasyonun anlamli bir artisa sahip olmasi
gerekmektedir.

Zemin ¢izgisi > 3 ise; zemin ¢izgisinin 1.5-2.5 kat1 anlamli artislar zayif mutajen;
2.5 kattan biiyiik anlamli artiglar ise mutajen olarak siniflandirilmistir. Bu durumda,
en az 2 ardigik dozun t-testine (p<0.05) gore istatistiksel olarak anlamlilik tagimasi
veya en yiiksek non-toksik konsantrasyonun anlamli bir artisa sahip olmasi
gerekmektedir.

Bir test maddesinin muglak olarak degerlendirilmesi igin istatistiki anlamli
(p<0.05) artislar ile doz-cevap egilimi gostermesi fakat ayni zamanda zemin
cizgisinden belirtilen katlarinda artis gostermemesi s6z konusu olmalidir ya da
zemin ¢izgisinin belirlenen kati artis gosterip istatistiksel olarak anlamliliga
(p<0.05) sahip olmamas1 gerekmektedir. Tiim sayilan kriterlerin hi¢ birine sahip
olmayan test maddeleri ise negatif olarak kabul edilmistir.

Calismalar sonucunda elde edilen veriler Cizelge 12’deki gibidir.
Cizelge 12. Ames MPF™ 98/100 Testi Sonug¢lar1

Mutajenite
Bilesik | Konsantrasyon T:alba.ln- TA 98 Tf:lbe-m. TA 100
(mg/mL) Cizgisi Cizgisi

SO+ | S9- | S9+ S9- S9+ | S9- S9+ S9-

0.16 0,67 | 4,00 2,33 0,33

0.31 1,33 4,33 2,33 1,00

0.63 100 | 467 0,67 0,00

Fr 1.24 | 4.00 1,00 467 441 | 1.00 0.67 133
1.25

25 1,00 0,00 1,33 1,00

5 2,00 | 0,00 0,33 0,67

Fr: Ferula rigidula ugucu yagi

Fr ucucu yag1 daha 6nceden belirlenmis test kriterlerine gore S. typhimurium TA
98 ve TA 100 suslarina kars1 S9 enzim fraksiyonu varliginda ve yoklugunda zemin
cizgisine gore anlamli artislar icermemesi sebebiyle mutajenite agisindan negatif
olarak degerlendirilmektedir.

Ugucu yaglarin ana bilesiklerinden olan a-pinen’in enantiyomerlerinin Salmonella
typhimurium TA97a, TA98, TA100 ve TA1535 suglari ile S9 enzim fraksiyonu
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varliginda ve yoklugunda yapilan mutajenite degerlendirmesinde, (+)-a-pinen’in
1000 pg/plaka konsantrasyonuna kadar, (-)-a-pinen’in ise 4000 pg/plaka
konsantrasyonuna kadar mutajenik bir etki gostermedigi belirtilmistir (Gomes-
Carneiro ve ark., 2005).

Yine ana bilesiklerden B-pinen’in Salmonella typhimurium TA97, TA98, TA100,
TA1535, TA1537 ve TA1538 suslan ile yapilan mutajenite ¢alismalarinda test
edilen dozlarda mutajenik olmadig1 belirlenmistir (http-5).

Fr Ucucu Yagmm TA 98 Susuna Karsi Etkisi (- 89) Fr Ucucu Yaginm TA 98 Susuna Kars: Etkisi (+ 89)

=
=
=
o

=
=1

(SR
=
[
(=1

Mutajenite
Mutajenite

10 10
T R R = =
0 016 0,31 0,63 1,25 25 0 016 031 063 125

=}
(=1

i —— Wl — e ——

mg/ml mg/ml

Fr Ugncu Yaginm TA 100 Susuna Kars: Etkisi (- §9) Fr Ucucu Yagmm TA 100 Susuna Kars: Etkisi (+ 59)

=
=

=

SRR
=
oW

Mutajenite
Mutajenite

=

==X,

0 0,16 0,31 0,63 128 25

=

mg/ml

Sekil 6. Fr Ucucu Yaginin AMES MPF™ 98/100 Test Sonuclarina ait Grafikler

[Ik kez bu c¢alismada F. rigidula bitkisinin ugucu yagmm mutajenik olma
potansiyeli degerlendirilmistir. Calisma sonuglarimiza gore bu ugucu yag
mutajenik potansiyele sahip olmadigindan giivenilirlik degerlendirmesi sonucunda
calisilan dozlarda tespit edilen antimikrobiyal ozelligi ile etkin ve giivenli bir
sekilde kullanilabilecegi diisiiniilebilir.
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SONUC ve ONERILER

Tez kapsaminda analizleri GK ve GK/KS ile gergeklestirilen Ferula
brevipedicellata ve Ferula rigidula ugucu yaglarinin ana bilesikleri a-pinen (%
68.9 ve % 73.0, sirasiyla), B-pinen (% 5.3 ve % 4.0, sirasiyla) ve naftalen (% 4.3 ve
% 8.5, sirasiyla); Ferula hermonis ugucu yaginin ana bilesikleri ise a-pinen (%
64.1), naftalen (% 8.3) ve trans-verbenol (% 4.8) olarak belirlenmistir.

Antimikrobiyal aktivitenin degerlendirilmesi i¢in yapilan deneyler sonucunda
ucucu yaglarin cesitli patojenlere kars1 MIK degerleri belirlenmistir. Test edilen
mayalara karst bakterilere gore daha yiiksek aktivite gozlenmistir.
Mikroorganizmalar arasinda en direngli mikroorganizmanin Escherichia coli (Tim
ucucu yaglar igin: 1250 pg/mL), en duyarli mikroorganizmanin ise Bacillus subtilis
(Ferula hermonis ugucu yagi: 156.25 ug/mL, Ferula brevipedicellata ugucu yagi:
312.5 pg/mL, Ferula rigidula ugucu yagi: 625 pg/mL) oldugu goriilmiistiir.

Antioksidan aktivite degerlendirilmesi adina yapilan DPPH® radikal siipiiriicii testi
sonucunda ugucu yaglarin 0.5 mg/mL ve daha diisiik konsantrasyonlarda radikal
stiptiriicli etkiye sahip olmadig tespit edilmistir.

Saglikli hiicre hattt olan NIH3T3 ile yapilan sitotoksisite deneylerinde, ugucu
yaglarin genel olarak antimikrobiyal aktivite gosterdikleri dozlardan daha diisiik
dozlarda iKso degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir. Sadece Ferula rigidula ugucu
yaginin Candida albicans ve Candida tropicalis’e karsi etkili oldugu dozdan (312.5
png/mL) daha yiiksek dozda (483.20 pg/mL) IKso degerine sahip oldugu
bulunmustur.

Genotoksisitesinin degerlendirilmesi uygun goriilen Ferula rigidula ugucu yagimin,
0.16-5 mg/mL konsantrasyonlarda Salmonella typhimurium TA98 ve TA100
suslarma karst S9 enzim fraksiyonu varliginda ve yoklugunda yapilan testler
sonucunda mutajenik olmadigina karar verilmistir.

Yapilan deneyler sonucunda antifungal aktivite gosterdigi dozlarda saglikli
hiicrelere kars1 sitotoksik olmayan ve mutajenik olarak degerlendirilmeyen Ferula
rigidula ugucu yagi, ilag gelistirme siirecinin ileri asamalarina gegebilme
potansiyeli agisindan test edilen diger Ferula tiirlerine ait ugucu yaglara gére one
cikmaktadir.
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