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BAZI LILIACEAE FAMILYASI UYELERININ ANTIMiKROBIiYAL,
ANTIBIiYOFILM, ANTIOKSIiDAN, ANTIMUTAJENIK VE SITOTOKSIK
AKTIVITELERI

Filiz OZCAN
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Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Ozgiir CEYLAN
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Agustos 2013, 118 sayfa

Liliaceae familyasina ait Allium ampeloprasum L., Asparagus acutifolius L., Muscari
armeniacum Leichtlinex Bakerin Gard, Ornithogalum sigmoideum Freyn & Sint. ve
Gagea graeca L. tiirleri Mugla Sitk1i Kogman Universitesi Kampiisiinden 2012 yili
Nisan-Haziran aylar1 arasinda toplanmistir. Bitki materyalleri toprak alt1 ve toprak
istii kisimlarma ayrilmig, ¢oziicii solvent olarak etanol kullanilarak ekstrakte
edilmistir. Ekstrakte edilen orneklerin antimikrobiyal, antibiyofilm, antioksidan,
sitotoksik ve antimutajenik aktiviteleri tespit edilmistir.

Ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde disk difiizyon ve
mikrodiliisyon metotlar1 kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite tayini amaciyla
Mugla Sitki Kogman Universitesi Kiiltiir Koleksiyonu (MUKK)’ndan alinan
Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Candida albicans ATCC
10239 olmak {izere toplam 5 adet mikroorganizma kullanilmistir. Antimikrobiyal
aktivite sonuglarina gore ekstraktlarin genellikle Gram pozitif test suslarina etkili
oldugu, Gram negatif test suslarina karsi antimikrobiyal aktivite gostermedikleri
tespit edilmistir.

Bitki ekstraktlarinin antibiyofilm aktiviteleri mikroplaka biyofilm metodu
kullanilarak tespit edilmistir. Antibiyofilm aktivite testlerinde antimikrobiyal
aktivitede kullanilan mikroorganizmalar kullanilmistir.  Antibiyofilm aktivite
sonuclaria gore en yiiksek aktivite A. ampeloprasum toprak alti ekstraktinda 15
mg/ml konsantrasyonda elde edilmis olup, bu konsantrasyonda ekstrakt C. albicans



biyofilm olusumunu % 49.43 oraninda indirgemistir. S. aureus biyofilm olusumuna
kars1 caligilan bitki ekstraktlarinin igerisinde doza bagli olmakla birlikte en yiiksek
indirgenme A. ampeloprasum toprak altt ve toprak iistii ekstraktlarinda tespit
edilmistir. Bu bitkinin toprak alt1 ve toprak {istli ekstraktlarinin sirastyla 20 mg/ml
konsantrasyonda % 40.17 ile % 44.16, 15 mg/ml konsantrasyonda ise % 30.81 ile %
19.81 indirgenme sagladigi tespit edilmistir. E. coli ve P. aeruginosa suslarinin
biyofilm olusumuna karsi calisilan bitki ekstraktlariin sadece 20 ve 15 mg/ml
konsantrasyonda inhibisyona neden oldugu gorilmiistiir. Calisilan bitki tiirleri
icerisinde G. graeca toprak alti ve toprak tistii ekstraktlarinin test bakterilerinin
biyofilm olusumuna karsi hi¢bir inhibisyon aktivitesine rastlanilmamastir.

Bitki ekstraktlarinin antioksidan aktivite tayininde 1,1-difenil-2-pikrildihidrazil
(DPPH) ve B-karoten-linoleik asit metotlar: kullanilmistir. Calismada kullanilan bitki
tiirleri igerisinde en yiiksek antioksidan aktivite; DPPH serbest radikal giderim
yonteminde 11.24 mg/ml ICso degeri ile O. sigmoideum toprak alt1 ve p-karoten-
linoleik asit yonteminde ise % 97.40 indirgenme orani ile G. graeca toprak iistii
ekstraktinda goriilmiistiir.

Bitki ekstraktlarinin sitotoksik aktivitesinin belirlenmesinde Brine Shrimp Toksisite
Analiz metodu kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore en yiiksek LCso degeri A.
acutifolius toprak alti ekstraktinda tespit edilirken en disiik LCsp degeri A.
ampeloprasum toprak alt1 ekstraktinda tespit edilmistir. Brayn (1997) tarafindan
yapilan toksisite derecelendirmesine gore calismada A. acutifolius toprak alti
ekstraktinin toksik olmadigi, A. ampeloprasum ve O. sigmoideum toprak alti ile G.
graeca toprak lstii ekstraktlarinin toksik, diger bitki ekstraktlarinin ise zararli oldugu
tespit edilmistir.

Bitki ekstraktlarinin antimutajenik aktivite ¢alismasina baslamadan 6nce mutajenik
etki tasiyip tasimadiklar1 kontrol edilmis ve higbir bitki ekstraktinin mutajenik etki
tasimadigr tespit edilmistir. Bitki ekstraktlarinin antimutajenik aktivite tayininde
AMES/Salmonella mikrozomal test sistemi kullanilmistir. Calisilan bitki ekstraktlar
icerisinde en yiiksek antimutajenik aktivite S. typhimurium TA 98 susu i¢in % 86.36
inhibisyon ile 10 mg/petri konsantrasyonun da O. sigmoideum toprak iistii
ekstraktinda ve S. typhimurium TA 100 susu igin ise % 66.29 inhibisyon ile 5
mg/petri konsantrasyonda A. ampeloprasum toprak alt1 ekstraktinda tespit edilmistir.

Bu calismada bitki ekstraktlarinin en yiiksek antimikrobiyal ve antibiyofilm
aktiviteleri Gram pozitif bakterilere karsi tespit edilmistir. Buna bagli olarak bu bitki
ekstraktlar1 tibbi malzeme, gida isletmeleri ve sebeke sular1 gibi alanlarda olusan
enfeksiyonlarin tedavilerinde ve biyofilm gideriminde alternatif drog kaynagi
olusturabileceklerdir. Ayrica A. ampeloprasum ve O. sigmoideum ekstraktlarinin
doza bagl olarak dogal birer antioksidan kaynagi olabilecegi ve sahip olduklar
giiclii antimutajenik aktivitelerle kanser olusumunda rol alan mutasyonlar
engelleyebilen etken madde eldesinde kullanilabilecekleri sonucuna varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, Antibiyofilm aktivite, Antioksidan
aktivite, Antimutajenik aktivite, Sitotoksik aktivite.
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Allium ampeloprasum L., Asparagus acutifolius L., Muscari armeniacum Leichtlinex
Bakerin Gard, Ornithogalum sigmoideum Freyn&Sint. and Gagea graeca L.
(Liliaceae) were collected from Mugla Sitki Kocman University area during April-
June of 2012. The underground and aerial plant materials were seperated and
extracted with ethanol. Antimicrobial, antibiofilm, antioxidant, cytotoxic and
antimutagenic activities were screened for the extracts.

Disc diffusion and microdilution methods were used to detect the antimicrobial
acivity of the extracts. Totally 5 different microorganisms from Mugla Sitki Kocman
University Culture Collection (MUKK); Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 and Candida albicans ATCC 10239 were used to screen the
antimicrobial activity. According to the antimicrobial activity test results, extracts
were found to be effective for Gram positive strains but not effective for the Gram
negative strains. The antibiofilm activity of the plant extracts was assessed by
microplate biofilm method. The same microorganisms were used in both
antimicrobial and antibiofilm activities.

The highest antibiofilm activity were screened for A. ampeloprasum underground
part extract with 15 mg/mL concentration. This concentration also reduced the C.
albicans biofilm formation by 49.43 %. The highest reduction activity for S. aureus
biofilm formation was exhibited by A. ampeloprasum aerial and underground part
extracts depending on the dose. 20 mg/mL concentration of underground and aerial



part extracts of A. ampeloprasum exhibited 40.17 % and 44.16 % reduction,
respectively. Reduction rates were 30.81 % and 19.81 % for 15 mg/mL extracts of
underground and aerial parts, respectively. Biofilm formation of E. coli and P.
aeruginosa were only inhibited by 20 and 15 mg/mL concentrations of studied plant
extracts. G.graeca underground and aerial part extracts did not show any inhibition
activities for biofilm formation of test bacteria.

Antioxidant activity were detected by DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) free
radical scavenging activity and [-carotene-linoleic acid methods. The highest
antioxidant activity of DPPH free radical scavenging activity was exhibited by O.
sigmoideum underground part extract with 11.24 mg/ml 1Cso. For p-carotene-linoleic
acid method, the highest reduction rate was 97.40 % for G. graeca aerial part extract.

The plant extracts were also screened for cytotoxic activity using the brine-shrimp
lethality bioassay method. The highest LCsy value was for A. acutifolius underground
extract while the lowest value was for A. acutifolius underground extract. According
to the toxicity classification by Bryan (1997); A. acutifolius underground part extract
was found to be non-toxic, A. ampeloprasum and O. sigmoideum underground part
extract and G. graeca aerial part extract were found to be toxic and other plant
extracts were found to be hazardous.

AMES Salmonella microzome test was used to investigate the antimutagenic activity
of the plant extracts. The highest antimutagenic activity was detected for O.
sigmoideum underground part extract against S. typhimurium TA 98 strain with 86.36
% inhibition rate for 10 mg/plate. The highest antimutagenic activity was detected
for A. ampeloprasum underground part extract against S. typhimurium TA 100 strain
with 66.29 % inhibition rate for 5 mg/plate.

In this study, the highest antimicrobial and antibiofilm activities were detected
against Gram positive bacteria. According to the results, those plant extracts may be
suggested as an alternative drug source for the treatments of infections caused by
medical equipments, food industries and city water. Plant extracts were found to be
natural antioxidant agents and they can be used for gaining active substances against
cancer causing mutagens with regard to their potential antimutagenic activity.

Keywords: Antimicrobial, antibiofilm, antioxidant, antimutagenic, cytotoxic activity
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Oncelikle bu tez galismasini yapma olanagi veren, gerekli alt yapiyr bana saglayan,
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yiiksek lisans 0grencisi olma onuruna eristigim saygideger hocam Yrd. Dog. Dr.
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Her konuda oldugu gibi abstract boliimiiniin yaziminda da yardimini esirgemeyen
Tuba BAYGAR’a da tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica ¢alismamin tiim agamalarinda beni destekleyen calisma arkadaslarim Burcu
BASGEDIK e, Burak SEN’e, maddi ve manevi her tiirlii destegi gosteren, ilgi ve
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1. GIRIS

1.1. Amac ve Kapsam

Insanoglu beslenme ihtiyacim1 karsilamak amaci ile dogada var olan bitkilerden
faydalanmis ve bu bitkileri planli bir sekilde iiretme yoluna gitmistir. Bitkilerden
sadece gida alaninda degil, koku ve tat verici, yakacak, silah, barmak ve ilag yapimi
gibi alanlarda da yararlanmistir. Ozellikle bitkilerden elde edilen dziitler ile birgok

hastalik tedavi edilmeye calisilmistir.

Bitkiler ¢esitli ilkelerde hastaliklarin tedavisinde kullanilmakta olup bir¢ok ilacinda
potansiyel kaynagini olusturmaktadir (Bhaskarwar vd., 2008). Bununla birlikte
Diinya Saglik Orgiitii (WHO, 1978)’ de, mikrobiyal kokenli veya mikrobiyal kékenli
olmayan hastaliklarin tedavisinde giivenilir ila¢ olarak bitkisel ilaglar1 savunmustur.
Bitkiler antimikrobiyal 0&zellikleri de dahil birgok tibbi degerlere sahiptirler
(Bhaskarwar vd., 2008; Mahesh ve Satish, 2008).

1800°li yillarda bitkilerden elde edilen etken maddelerin daha sonra sentetik olarak
tiretilmeye baslanmasiyla ila¢ endiistrisi dogmus ve eski geleneksel metotlar biiyiik
Ol¢iide bir kenara birakilmistir (Baytop, 1999; Diken, 2009). Ancak modern tipta
kullanilan bu ilaglar hala bir¢ok hastalikta tam bir basar1 saglayamamaistir. Ayrica bu
ilaclarin yan etkileri ve maddi giderleri gibi nedenlerle bitkisel ilaglara yonelim
baslamis bunun sonucu olarak da “alternatif tip” adiyla bitkilerden yararlanilmaya
baglanilmistir. Bitkilere olan bu egilim “Dogaya Donlis” sloganiyla nitelenmekte
“Yesil Devrim” ve “Yesil Dalga” gibi carpict isimlerle de onemi vurgulanmaya
calisilmaktadir (Baser, 1990; Wood, 1992). Bu nedenle bir¢cok bitki tiirii
arastirmacilarin dikkatini ¢ekmis ve bitkilerin 6zellikle biyolojik aktivite caligsmalar
son zamanlarda popiiler olmaya baslamistir. Bitkilerden elde edilen ugucu yaglar ve
bitki ekstraktlar1 gibi dogal tiirevleri lizerine ¢alismalar yogunlagmistir (Botelhol vd.,
2007).



Son yillarda bakterilerde antibiyotik direnclili§inin artmasina ragmen, antimikrobiyal
Ozellik gosteren bitkilere ve bitkisel {riinlere karsit direng goriilmemesi
arastirmacilar1 daha da cezbetmistir (Toroglu ve Cenet, 2006). Diinya Saglik
Orgiitii’niin (WHO) arastirmalarma gére tedavi amacl kullanilan tibbi bitki sayis

20.000 civarindadir (Kalaycioglu ve Oner, 1994).

Sentetik olarak tiretilen ilaglarin bircoguda bitkilerdeki herhangi bir aktif maddenin
izole edilmesi ve kimyasal olarak iiretilmesi sonucu yapilmaktadir. Bu nedenle
hastalik etmenleri, sentetik ilaclara karsi kisa zamanda dayanikli irklar olusturarak
bu ilaglar etkisiz hale getirebilmektedir. Buna karsin bitkilerde bir¢ok aktif madde
birlikte bulunmakta ve hastalik etmenlerinin bu yapiy1 ¢dzerek direng olusturmasi

daha zor olmaktadir (Ozer vd., 2001).

Bitkisel ilaglarda seliiloz, nisasta, pektin, protein, seker gibi tedavi yoniinden etkisiz
maddeler yaninda, ¢ok az miktarlarda farmokolojik etkiye sahip bilesiklerde
bulunmaktadir. Bu bilesiklere ‘etkili madde’ ismi verilmektedir (Baytop, 1999).

Bu maddelerin ¢ogu fenoller ve bunlarin oksijen tiirevleridir. Bu tiirevlerin ¢ogu
sekonder metabolitler olup 12.000 kadar1 izole edilmis ve izole edilmeye devam
edilmektedir (Cowan, 1999). Yiiksek yapisal gesitlilikte olan sekonder metabolitler
yiikksek bitkilerin tiimiinde mevcuttur. Bu metabolitler mikroorganizmalara,
boceklere ve otgullara karst savunma mekanizmasi olarak gorev yapar. Aktif halde
olabildigi gibi yaralanma durumunda, enfeksiyon esnasinda ya da herbivorlara karsi
aktif hale gelen ‘prodrug’ halinde de bulunabilirler. Genelde bitkilerin nektar ve
meyvelerinde, bitkisel materyallerin ciirlimelerini 6nleyen ve ¢ogunlukla fenolik
bilesiklerin, tanenlerin, esansiyel yaglarin ve saponinlerin de dahil oldugu cesitli
sekonder metabolitler bulunur. Genis bir yayilisa sahip olan sekonder metabolitler
(fenolikler, terpenoitler ve sponinler gibi) hayvanlardaki ve mikroorganizmalardaki

molekiiler hedefleri spesifik olmayan bir ¢ok yoldan etkilemektedir (Wink, 2003).

Bitkilerde bulunan antimikrobiyal maddeler kimyasal yapilarina gore; fenolikler,
terpenoidler ve esansiyel yaglar, alkaloidler, lektinler ve polipeptitler, poliasetilenler
seklinde gruplandirilabilir (Cowan, 1999). Fenolikler de kendi i¢inde; basit fenoller,
fenolik asitler, kinonlar, flavonoidler, flavonlar, flavonoller, taninler ve kumarinler

olarak ayrilir. Bitkisel tiriinler gidalarin bozulmaya kars1 korunmasinda, enfeksiyon



hastaliklarinin ~ tedavi  edilmesinde veya Onlenmesinde alternatif olarak

kullanilabilmektedir.

Bitkilerle yapilan antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda bitkilerin ¢esitli organik

coziiciilerdeki ekstraktlar1 ve ugucu yaglari kullanilmaktadir (Acar, 2006).

1.2. Literatiir Ozeti

1.2.1. Antimikrobiyal madde arayis1

Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizmalarin ¢ogalmalarinin durdurulmas: veya
Oldiiriilmelerini saglamak amaciyla kullanilan maddelerdir. Bdylece infeksiyoz
ajanlar etrafa yayilmadan, bagka kisilere bulagsmadan ve enfeksiyon yayginlagsmadan
kontrol altina alinabilmekte, gerekli koruyucu ve tedavi edici 6nlemler i¢in de zaman

kazanilmis olmaktadir (Arda, 1997).

Antimikrobiyal ilaglar, uzun bir siire enfeksiyonlarin tedavisinde oldukga etkili
olmustur. Fakat antimikrobiyal ajanlara karsi bazi direngli patojenlerin goriilmesi,
istenmeyen yan etkilerin ortaya c¢ikmasi gibi nedenler ile bu ajanlarin tedavi
olanaklar1 simirlanmistir (Piddock ve Wise, 1989; Shahidi, 2004; Zaidan vd., 2005;
Rojas vd., 2006; Pulcini vd., 2012). Buna bagl olarak enfeksiyonlarin kontroliiniin
saglanmasinda yeni aktif bilesiklere sahip, dogal veya sentetik antimikrobiyal
ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Orhan vd., 2012; Wu vd., 2012). Sentetik
antimikrobiyallerde goriilen toksisite nedeniyle dogal antimikrobiyal ajanlara olan
yonelim daha fazladir (Wu vd., 2012). Bitkiler ise dogal antimikrobiyal kaynaklar
acisindan biiyiik bir potansiyele sahiptir (Orhan vd., 2012). Bitkiler, kendilerini
mikrobiyal enfeksiyonlar gibi biyotik saldirilardan korumak i¢in antimikrobiyal
bilesikler iiretmektedirler. Bu nedenle bitkiler ve bitkisel {irlinler mikroorganizmalara

kars1 aktivite calismalarinda kullanilmaktadir (Kan vd., 2009).

Genel olarak birgok bitki biinyesinde savunma mekanizmasi olarak sekonder
metabolitlerden izotiyosiyanatlar, glukozinolatlar, alkaloidler, lipidler, terpenoidler,
diterpenoidler, steroidler, triterpenoidler, temel yaglar, vanilin, tanenler, gallotanik
asit, metil salisilat, flavanoitler, basit ve kompleks fenolikler ve diger bazi maddeler

bulunmaktadir (Chitwood, 2002; El-Badri vd., 2008).
3



1.2.2. Mikroorganizmalarda biyofilm ve antibiyofilm aktivite

Biyofilmler yeterli nemin bulundugu yiizeylerdeki hiicre dis1 matriks (EPS)’de
bulunan mikroorganizma topluluklaridir (Ceyhan, 2008). Mikroorganizmalar,
zeminlere tutunup ¢ogalirlar ve kendilerini hiicre dist polimerik maddelerden olusan
yapigkan matris igine gomerler. Bu yapilar biyofilm formunu olusturmaktadir
(Simoes vd., 2010). Bakterilerin ¢ogu biyofilm olusturma yetenegindedir. Biyofilm
olusumu karmasik bir biyolojik yapidir ve genellikle ardisik safhalarda gergeklesen
bir islemdir. Ilk olarak planktonik bakteriler bir yiizeye baglanir, daha sonra baglh
hiicrelerin biliylimesi ile mikrokoloniler olusur ve son olarak mikrokoloniler gelisip
birleserek makrokolonileri olusturmaktadirlar (Dheilly vd., 2010). Bakterilerin farkli
biyofilm tiirleri olusturduklar1 bilinmekle birlikte bazen tek bir bakteri farkli gevresel
kosullar altinda birkag farkli tiirde biyofilm olusturabilmektedir (Karatan ve
Watnick, 2009). Biyofilmlerin biiylimesi, gelisimi, boyutu ve olusumu substrat
yapisina, kompozisyona, mikroorganizma tlirline ve diger faktorlere baglidir
(Augustin vd., 2004). Biyofilm olusumu patojenik bakterilerin viriilans: ile iliskilidir
ve biyofilm i¢inde yer alan bakteriler, planktonik bakterilere goére antibiyotik ve
dezenfektanlara karst 1000 kat daha dayaniklidirlar (Donlan ve Costerton, 2002;
Caraher vd., 2007; Monds ve O'Toole, 2009). Biyofilm olusumunda yer alan
bakterilerin direngliligini arttiran birgok neden vardir. Bunlar; biyofilm igindeki
hiicrelere dezenfektan girisinin engellenmesi, dezenfektan ve biyofilm arasindaki
kimyasal etkilesim, mikrogevrenin kurulumu, parcalayict enzimlerin (ve notralize
eden kimyasallarin) {iretimi, ya da hiicreler ve biyofilm arasinda genetik degisimdir

(Augustin vd., 2004; Ceyhan, 2008).

Bakteriyal patojenler arasinda biyofilm olusumu ve antibiyotik direnglilik, bu
patojenlerin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir engel teskil etmektedir
(Rogers vd., 2010). Bakteriyel biyofilmler kronik veya direngli enfeksiyonlara neden
olurlar. Enfeksiyonlara neden olan bakteriler kataterler veya yapay eklemler gibi
tibbi cihazlarda biyofilm olusturmalar1 nedeniyle “Biyofilm enfeksiyonlar1” olarak
adlandirilirlar. Dis veya ag1z i¢i yumusak dokular lizerinde olusan biyofilmler ¢iiriik,
periodontitis ve mukozal gibi hastaliklarin baglica nedenlerindendir (Maezono vd.,
2011).



Ayrica biyofilmler 6zellikle bira, siit, taze iirlinler, kiimes hayvanlar1t ve kirmizi et
isletmeleri gibi gida sanayi sektorlerinde de problem yaratmaktadir (Frank vd., 2003;
Jessen ve Lammert, 2003; Somers ve Wong, 2004; Chen vd., 2007).

Bakterilerde biyofilm iiretimi ve antibiyotiklere karsi ortaya c¢ikan direng yeni
biyofilm kontrol stratejilerine ihtiyag dogurmustur (Sidhu vd., 2001; Simoes vd.,
2006). istenmeyen biyofilmleri temizlemek igin belirgin sistemlere uygulanabilen
baz1 teknikler vardir (Jass ve Walker, 2000; Stewart vd., 2000; Ceyhan, 2008).
Bunlar arasinda mekanik temizleme, antimikrobiyal ajanlarin kullanimi, 6nemli
besinlerin kaldirilmasi ile biyofilm gelisimini engellemek, mikrobiyal yapismalar
engellemek ve biyokiitle ¢ikarimmin desteklenmesi bulunmaktadir. Mekanik
temizleme ve antimikrobiyal ajanlar en ¢ok kullanilan yontemlerdir (Ceyhan, 2008).
Mekanik temizleme pahali olabilir, ¢linkii genelde alet kullanimi1 ve ciddi miktarda is
giici gerektirir. Kirlenmis bdlgeye ulasilamamast gibi bazi durumlarda da
kullanilamaz. Biyosit ~ve  dezenfektanlarin  kullanimi,  biyofilmdeki
mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlara karsi diren¢ olusturmasi durumunda
etkisiz kalabilir (Stewart vd., 2000; Thormann vd., 2005; Ceyhan, 2008). Biyofilmin
gerekli besinlerden mahrum birakilmasi yoluyla temizlenmesi ve bu stratejinin
etkinligini belirleme {izerine ¢aligmalar devam etmektedir (Thormann vd., 2005;
Ceyhan, 2008). Bu strateji ortamdaki besinlerin kontrol edilemedigi durumlarda ve
ortamlarda kullanilamamaktadir. Ancak bu stratejilerin cogu hedef olan bakterileri
oldiirecek ya da sonlandiracak mekanizmalara dayanmamaktadir. Mikrobiyal kontrol
ile ilgili alternatif arayislarinda 6zellikle bitkisel kaynakli iiriinler yaygin olarak
dikkat cekmektedir (Packiavathy vd., 2011). Bitkilerin biyoaktif ajanlar olarak
potansiyel kaynak olduklar1 bilinmektedir (Murugan vd., 2011). Bu bitkisel kaynakli
bilesiklerin gilivenilir olmalari, hastalik ve enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmalari
ve geleneksel tipta uzun bir gecmislerinin olmasi gibi nedenlerle alternatif
antimikrobiyal ajan arastirmalarinda yaygin olarak kabul gérmektedirler (Musthafa
vd., 2010; Packiavathy vd., 2011).

1.2.3. Antioksidan madde arayisi

Serbest radikaller, atomik ya da molekiiler yapilarda ciftlenmemis bir veya daha

fazla tek elektron tasiyan molekiillere verilen isimdir (Cavdar vd., 1997). Serbest
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radikaller UV isimlar, ilaglar, yag oksidasyonu, immunolojik reaksiyonlar,

radyasyon, stres, sigara ve alkol gibi pek ¢ok yolla olusabilirler (Bayram vd., 2004).

Yiiksek derecede reaktif olan serbest radikaller, organizmalarda hiicre
membranindaki lipitler, proteinler, karbonhidratlar gibi hayati 6nemi olan
molekiillerden ve bu molekiillerin teskil ettigi organellerden elektron alabilirler
(Zhang vd., 1996; Osawa, 1999). Hiicre icinde veya disinda olusan bir radikal
molekiil kendi elektron eksikligini tamamlamaya calisirken elektronunu radikale
kaptiran molekiil veya organel de, kaybettigi elektronu karsilamak i¢in, kendisi bir
radikal olarak davranma egilimine girer ve bOylece hiicrede radikaller tarafindan
yonlendirilen zincirleme bir reaksiyon serisi baslar (Odabasoglu vd., 2004a;
Odabasoglu vd., 2004b). Kisaca serbest radikal birikimi, organizmada bulunan veya
gidalarla alinan antioksidanlarla dengelenmez ise “oksidatif stres” meydana gelir

(Halliwell ve Aruoma, 1991).

Serbest radikaller, kanser (Kinnula ve Crapo, 2004), kardiyovaskiiler hastaliklar
(Singh ve Jialal, 2006), sinir hastaliklar1 (Sas vd., 2007), alzheimer hastaligi (Smith
vd., 2000), hafif bilissel bozukluklar (Guidi vd., 2006), parkinson hastaligi (Bolton
vd., 2000), alkole baglh karaciger hastaligi (Arteel, 2003), iilseratif kolit
(Ramakrishna vd., 1997), yaslanma (Hyun vd., 2006) ve arteroskleroz (Upston vd.,
2003) gibi bir¢ok hastaliktan sorumludur.

Serbest radikallere karsi etki gosteren molekiillere “antioksidan” denilmektedir.
Antioksidanlar, hiicreye zarar veren serbest radikallerle reaksiyona girerek bunlarin
baslattigi1 zincir reaksiyonu durduran ve boylece viicudumuzdaki hayati bilesenlerin
zarar gormesini engelleyen molekiillerdir (Akyiiz, 2007). Bu sebeple organizmalarin
antioksidan potansiyelinin yiiksek olmasi daha avantajlidir. Organizmalar; bu
avantajlarin1  siirdiirebilmek i¢in bir taraftan kendi {irettikleri antioksidanlar
(endojen) artirma yoluna giderlerken, diger taraftan da antioksidan ihtiyaglarini dig
kaynaklardan temin etme (eksojen) yolunu tercih edebilirler. Bu amagla hem ilag
sanayii hem de besin endiistrisi, bu ihtiyacin karsilanmasina yonelik alternatifler
olusturmuslardir (Odabasoglu vd., 2004a; Odabasoglu vd., 2004b; Odabasoglu vd.,
2006; Odabasoglu, 2006). Ila¢ sanayi gelismis teknolojileri kullanarak ¢ok sayida
antioksidan igerikli ilaci piyasaya sunmustur (Ommaty, 2010). Bu ilaglarin bir

boliimii modern tipta kullanilmak iizere doktorlar tarafindan regete edilirken diger bir



boliimii de alternatif tip {irlinleri olarak eczacilarin dnerisi ile kisilerin tercihine baglh

olarak tiiketilmektedir (Altun ve Ozden, 2004; Topuz, 2005).

Antioksidanlar ayrica endiistriyel proseslerde de goérev almaktadir. Ozellikle
besinlerin saklama siiresini uzatmak i¢in esas olarak sentetik antioksidanlar
kullanilmaktadir. Yiyecek endiistrisinde lipid peroksidasyonunu engellemek igin
antioksidanlara bagvurulur. Ancak pek c¢ok arastirmact uzun zamandir gida
islenmesinde kullanilan biitillenmis hidroksi anisol (BHA), biitillenmis hidroksi
toluen (BHT), propil gallat ve sitrik asit gibi baz1 sentetik antioksidanlarin gidalar
tizerinde yan etkilerinin oldugunu belirlemislerdir (Mishra vd., 2012). Ayrica bu
sentetik antioksidanlar canli organizmalarda karsinojenik etki gostermektedir
(Tunalier vd., 2002). Bu sebeplerden dolayr son yillarda biiyiliyen gida
endiistrisindeki sentetik katki ve koruyucu maddelerin yerini daha giivenilir olan

dogal iiriinler almaktadir (Mishra vd., 2012).

Bu nedenlerle gida, biyolojik sistemler ve bitkilerde dogal olarak bulunan bir¢ok

molekiiliin antioksidan kapasitesinin ¢alisilmast onem kazanmistir (MacDonald-

Wicks, 2006; Price vd., 2006).

Fenolik bilesikler, flavanoidler, tokoferol ve askorbik asit gibi antioksidan maddeler
birgok meyve ve sebzede bulunmaktadir (Suzuki vd., 2004; Clerici ve Carvalho-
Silva, 2011). Dogal gidalarda bulunan antioksidan bilesikler, oksidatif stres ve kronik
hastaliklardan insan viicudunu koruyabilir (Morganti, 2009). Fenol bilesikler veya
polifenoller bitkiler aleminde en yaygin bulunan maddeler grubunu olusturmaktadir.
Bitkisel polifenollerin saglik iizerine etkisi ile ilgili bir¢ok calisma yapilmis ve bu
bilesiklerin giliglii bir antioksidan olduklari, viicutta olusan serbest radikalleri
notralize ederek Kkalp-damar hastaliklarin1 engelledikleri belirlenmis ve hatta
yaslanmay1 geciktirdigi ileri stiriilmiistiir. Geofitlerin bir¢ok tiiriinde de polifenoller
bulunmaktadir (Kafkas vd., 2006). Ornegin Liliaceae familyas: tiirlerinden A. cepa
(Fossen vd., 1998; loku vd., 2001), A.acutifolius (Panova vd., 1984; Chin vd., 2002;
Jang vd., 2004; Rodriquez vd., 2005a), M. racemosum ve M. armeniacum
(Masterova vd., 1991; Grancaiova vd., 1992) polifenol veya fenol bilesikleri
icermektedir. Polifenollerin yliksek kimyasal aktiviteye sahip olmalari, DNA,
enzimler ve proteinlere baglanabilme 6zellikleri nedeniyle serbest radikallere karsi

savunma gosterdikleri de bilinmektedir (Kafkas vd., 2006).



1.2.4. Sitotoksik aktivite ve bitkilerde sitotoksisite

Bitkilerin hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilmalar1 oldukga eski tarihlere
dayanmaktadir. WHO ¢esitli hastaliklarin tedavisinde bir¢ok iilkede bitki ve bitkisel
tirlinlerin ilgi ¢ektigini belirtmistir (Baravalia vd., 2012) Ancak bir¢ok bitkinin toksik
etkisinin oldugu bilinmektedir. Bu nedenle mevcut arastirmalarin yaninda bitkilerin
farmakolojik etkilerinin ve toksisitesinin belirlenmesi gerekmektedir (Parra vd.,
2001).

Bitkilerin ilag olarak kullanilmas: ile ilgili WHO tarafindan belirlenen temel

kriterlerden biri toksik olmamalaridir (Sowemimoa vd., 2007).

Sitotoksisite deneyleri sadece bitkilerin toksikliginin tespiti ig¢in degil anti-kanser
Ozelliklere sahip olan bitkisel ekstraktlarin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Itharat
vd., 2004). Bu amagla bitkilerin toksisitelerinin tayininde genellikle Brine Shrimp
Sitotoksisite testi bir 6n degerlendirme asamasi olarak kabul gérmektedir (Manilal
vd., 2009).

Kimyasal maddelerin insan ve hayvanlarda olusturdugu toksik etkiler akut ve kronik
olarak gelisir. Akut toksisite, tek ya da birkag dozun deney hayvanlarinda veya
insanlarda olusturdugu etki olarak tanimlanmaktadir. Akut toksisite saptanmasinda
basvurulan deneylerin amaci, biyolojik sistemlerde kimyasal maddelerin toksik
etkilerini belirlemek ve doz-yanit iliskisinde karakteristik veriler elde etmektir. Bu
veriler, yeni droglarin Kklinige uygulanmasindaki olabilirlik derecesini ortaya
koymaktadir (Karayel, 2006; Baygar, 2010). En sik kullanilan akut toksisite testleri
minimal mortal doz ve letal doz 50 (LDsp)’dir. Minimal mortal doz, damar igi yolla
stirekli ve yavas akimda bir ilacin, deney hayvanmin dlmesine kadar verilmesiyle
elde edilmektedir. Ancak c¢ok sayida hayvana uygulanmasinin biyoistatistik
zorunlulugunun yaninda, damar igine verilmesi gibi nedenlerle fazla kullanilan bir
akut toksisite yontemi degildir. Akut toksisitenin arastirilmasinda ortalama letal doz
(LDso veya LCso degerleri) tayini en sik kullanilan yontemdir. LDso, deney
hayvanlarina belirli kosullarda ve dogrudan uygulanan toksik maddenin, bu hayvan
populasyonununun % 50°sini 6ldiiren dozu olarak tanimlanir. LCso ise, belirli bir siire

icerisinde, ortamda (su, hava gibi) bulunan kimyasal maddeye maruz kalan deney



hayvanlarinin veya hiicre Kiiltiiriiniin % 50°sini 6ldiiren madde konsantrasyonu
olarak tanimlanir. Bu tanimlar, Ekonomik Isbirligi ve Gelisme Kurulusu (The
Organization For Economic Coorperation and Development: OECD) tarafindan “Bir
maddenin deney hayvanlarinin % 50’sini 6ldiirecegi beklenen ve istatistiksel olarak
tayin edilen tek dozu” seklinde tanimlanmaktadir. Diger bir deyisle bir maddenin
letal doz degeri sabit degildir ve spesifik bir hayvan toplulugunda, belirlenmis
kosullarda doz-letalite (cevap) iliskisini gosteren istatistiksel bir terimdir (Vural,
2005).

1.2.5. Antimutajenik madde arayisi

Son yillarda giderek artan niifus ve buna bagli olarak olusan ¢evre kirliligi, yasayan
biitiin canlilart olumsuz yonde etkilemekte ve canlilarin sagliklarimi tehdit
etmektedir. Ayn1 zamanda sanayilesme, kullanilan cesitli ilaglar, gidalara katilan
tatlandirict ve renklendiriciler, tarimda bitkileri zararlilardan korumak i¢in kullanilan
cesitli kimyasallar cevre kirliligine bliylik Olgiide sebep olan etmenlerdir. Bu
kirlenmeler tiim canlilarin yasamina dogrudan ya da dolayli olarak zarar vermekte ve
cevre kirliligi toplumlarda 6nemli bir sorun haline gelmektedir. Canlilarin olumsuz
yonde etkilenmesine dogal ya da sentetik kimyasal maddeler neden olmaktadir

(Akyil, 2006)

Endiistri devriminin ardindan, I. Diinya Savasi ve ozellikle II. Diinya Savasi’ndan
sonra sentetik kimyasal maddelerin sayis1 ve liretiminde biiyiik bir gelisme olmustur.
Son 50-100 wil igerisinde tip, endiistriyel, tarimsal ve ev gereksinimleri igin
kullanilan kimyasal maddelerin say1 ve miktar olarak hizla artmasi, niikleer enerjinin
kullanilmas1 gibi nedenlerle ortaya bir¢ok toksikolojik olaylar ¢ikmustir (Vural,
1996).

Kimyasal maddelerin olas1 mutajenik etkilerini arastiran ilk calismalar Ikinci Diinya
Savasi’ndan hemen sonra bir grup kimyasal iizerinde yapilmis ve ilk olarak Hardal
gazinin etkili bir mutajen oldugu tespit edilmistir. Ardindan diinyanin hemen her
yerinde yapilan deneylerle diger bazi kimyasallara dikkat c¢ekilmistir. 1972 yilinda
yapilan bir arastirmada yiyecekleri renklendirme, koruma ve diger amagclarla

kullanilan 2500 kadar katki maddesi oldugu tespit edilmistir. Yiyeceklere bulasarak



viicuda giren pestisitler ve ¢esitli amaglarla kullanilan ilaglar {izerinde durulmus ve

bu sayede pek ¢ok mutajenite test sistemi gelistirilmistir (Pai, 1985).

Cevresel faktorlerin, kalitimsal dogum bozukluklari, kalp hastaliklari, yaslanma,
katarakt ve gelisimsel dogum bozukluklarina neden olmalarinin yan sira kanserin
temel nedeni olduklarina iliskin hipotez, giin gegtikce destek kazanmaktadir. Ureme
hiicrelerinin DNA’sinda ortaya ¢ikan hasar, gelecek kusaklarda kendini gosterecek

genetiksel bozukluklara neden olabilir (\Vural, 1996).

Genetik degisiklikler ve kanser arasindaki nedensel bir iliskinin varhg: birgcok
deneysel ve epidemiyolojik veri ile desteklenmektedir. Timor baskilayici genlerin
mutasyonel inaktivasyonu ve onkogenlerin aktivasyonu, birgok kanser tiiriiniin
gelisimi ile baglantihdir. Mutajenite ve Kkarsinojenite arasindaki iliski, hem
karakteristik mutasyonlara neden olan kimyasal maddelere maruz kalma sonucu
gelisen kanserlerle, hem de DNA onarim hatalart sonucu artan kanser riski ile
anlasilabilir. Mutajenite kanser gelisiminin hem baslangi¢, hem de gelisme evresinde

rol oynar (Biitliner ve Kantarci, 2006).

Somatik hiicrelerin DNA’sinda ortaya ¢ikan mutasyon, normal hiicresel
mekanizmalar1  degistirerek, kanserli hiicrelerin ortaya ¢ikmasina neden
olabilmektedir (Vural, 1996).

Bu nedenlerle antimutajenik ve antikarsinojenik ozellige sahip kimyasal bilesikleri
arastirmak ve kesfetmek; giiniimiizde insanlarda kanser riski ve mutasyon
oranlarindaki artisin beraberinde getirdigi istenmeyen sonuglar nedeniyle de zorunlu

hale gelmistir (Hartman ve Shankel, 1990).

Bitkiler, biyoaktif bilesiklerin (Cragg vd., 2009) ve ozellikle antikanser
komponentlerin ana kaynagidir (Cano-Campos vd., 2011). Hartwell’in 1967 yilinin
sonlarinda yayinlamaya bagladig1 “insanlarin kansere kars1 kullandiklar: bitkiler” adli
makale serisinde antikanser 6zelligi oldugu one siiriilen ve daha 6nce yaymlanmis ya
da yaymlanmamis toplam 3000’den fazla bitki tiirii yer almaktadir (Graham vd.,
2000).

Ayrica NAPRALERT (Chicago Illinois Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik

Bilimler ortak arastirma programi tarafindan yiiriitiilen bir veritabani) veritabaninda
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kullanilarak Hartwell’in ¢alismasinda yer almayan ancak kansere karsi kullanilan
350’nin lzerindeki bitki taranmistir. Graham vd. (2000) tarafindan bu galisma
sonuglar1 yayinlanmistir. Bu sonuglar, kanser tedavisinde bitkilerden yeni bilesiklerin
elde edilmesi ve veritabanindaki mevcut bitkilerle karsilastirabilmesine imkan

saglamasi agisindan 6nem tasimaktadir.

Gliniimiizde halen klinik agidan kanser tedavisinde kullanilabilecek cesitli
bitkilerden farkli yontemlerle elde edilen bitkisel ekstraktlarla ilgili ¢alismalar devam

etmektedir (Ozmen, 2008).

Bitki kimyasallar1 farkli etkilerde bulunarak anti-kanser veya anti-timor aktivite
gosterebilmektedirler. Bitkilerde bulunan fitokimyasallardan 6zellikle alkaloidler ve
fenolik bilesikler antikanser veya antitiimor aktiviteye sahiptirler. Alkalodiler ig
ipliklerine etki ederek, kanserli hiicrelerin hiicre dongiisii boyunca ilerlemelerini
engellerken, fenolik bilesikler ise daha ¢ok hiicre dongiisii kontrol proteinleri ve

apoptozis mekanizmasinin uyarilmasi iizerinde etki yaparlar (Pillai vd., 2004).

Modern tip tedavilerinin yan sira, kanserin tedavisi i¢in alternatif tedavi amaci ile
klinik agidan arastirllmayr bekleyen c¢ok sayida bitki ve bitkisel formiilasyon
bulunmaktadir. Tamamlayic1 kanser tedavisi agisindan bu dogal kaynaklarin
incelenerek yeni anti-kanser bilesiklerin belirlenmesi 6nemli ve gereklidir (Ozmen,
2008).

1.2.6. Geofitler

Geofitler (Geophyta) Latince yer anlamina gelen “geo” ile bitki anlamina gelen
“phyta” sozciiklerinin birlesmesi ile meydana gelen yer bitkileri ya da gizli bitkiler
anlamindadir. Ozellesmis toprak alt1 yapilara sahip olan geofitler, bitkiler aleminde
Tohumlu Bitkiler boliimiinde, Kapali Tohumlu Bitkiler alt boliimiinde yer almaktadir
(Yildiz ve Aktoklu, 2010). Geofitler sogan, yumru veya rizom gibi 6zellesmis
kokleri ile gida maddesi depo eden otsu bitkilerdir. Yilin biiyiik bir boliimiinii toprak
altinda gecirmektedirler. Cogunlugu ilkbaharda cicek agan bu bitkilerin ¢icekleri
oldukca gosteriglidir ve ekonomik toleranslarmin genis olmasi nedeniyle kolay

yetistirilebilmektedir (Cetik, 1973; Koyuncu, 1994; Akan vd., 2005).
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Geofit tiirleri yaygin olarak Akdeniz iilkelerinde, Amerika kitas1 ve Avustralya’da
bulunmaktadir. Akdeniz iilkeleri arasinda yer alan Tiirkiye’de geofitler yoniinden
olduk¢a zengin bir iilkedir. Ulkemizdeki geofitlerin sayisinin gesitli kaynaklarda
1000 civarinda oldugu belirtilmektedir. Diinya iizerinde yaklasik 4300 geofit oldugu
dikkate alindiginda, iilkemizin bu grup bitkiler agisindan ne kadar 6nemli bir yere
sahip oldugu goriilmektedir. Bu bitkiler Tiirkiye’de genel olarak Giineybati Ege,
Karadeniz Bolgesi, Akdeniz Bolgesi’nde Toroslar’da yayilis gostermektedir
(Koyuncu, 1994; Sekeroglu vd., 2013).

Geofitler ekonomik agidan oOnemli tiirler barindirmaktadir. Tiirkiye’de ihracati
yapilan 20 kadar geofit tliri vardir. Bunlarin en Onemlileri; Galanthus elwesii
Hooker Fil. (Toros kardeleni), Sternbergia lutea L. (Karagigdem), Eranthis hyemalis
Salisb. (Sar1 kar ¢igegi), Anemone blanda L. (Yogurt ¢icegi), Leucojum aestivum L.
(Go6l sogant), Arum italicum L. (Yilan fistigi), Geranium tuberosum L. (Devetabani),
Cyclamen hederifolrum Aiton. (Siklamen), Cyclamen coum Mill, Cyclamen cilicium
Boiss&Heldr, Fritillaria persica L. (Adiyaman lalesi), Fritillaria imperialis L.
(Aglayan gelin), Lilium candidum L. (Mis zambagi), Dracunculus vulgaris Schott.
(Yilan bigag) tirleridir (Atay, 1996). Ekonomik agidan degerli olan bu geofit
tiirlerinin ayn1 zamanda tibbi agidan da 6nemli olmasi, onlarin bu pazarda daha genis
yer almasini saglamistir. Sahip olduklari 6zelliklerden dolayr geofitler, milattan
onceki devirlerden beri iyi bilinmekte, siis bitkisi olarak kullanilmanin disinda, tibbi
ve aromatik amach olarak da yaygm bir sekilde degerlendirilmektedir (Ozel ve
Erden, 2010). Eskiden beri halk tibbinda sogan, yumru ve rizomlarinin igerdikleri
etken maddeler sayesinde de giinlimiizde modern tipta yerini almistir (Demirhan,
2001; Ozel ve Erden, 2010). Ornegin kardelen ve nergis’in igerdigi galanthamin
maddesi uzun yillardir ¢ocuk felci asisinin yapiminda kullanilmaktadir. Ayrica
yapilan arastirmalarla bu maddenin alkol bagimliligin azalttigi goriilmiistiir
(Eichhorn vd., 1998). L. candidum L. icerdigi saponinler sebebiyle yanik ve
sisliklerin tedavisinde geleneksel tipta kullanilmaktadir (Mimaki vd., 1999). L.
aestivum L., icerdigi galantamin maddesi nedeniyle alzheimer hastaliginin
tedavisinde kullanilmaktadir (Eichhorn vd., 1998).

Genel olarak bitkilerle tedavi etken maddelerin bulunmasi ile yeni bir boyut
kazanmigtir. 1800’ yillarda morfin, kinin, atropin, kokain alkaloidlerinin

bulunmasi, daha sonra da vitamin ve antibiyotiklerin bulunmasi bitkilerin 6nemini
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daha da arttirmigtir. Son yillarda bitkilerle tedaviye bir yonelme vardir. Bunun
baslica nedeni bu tedavinin yan etkilerinin minimum seviyede olmasi, dogal olmasi
ve de etkisinin genis bir yelpazeye sahip olmasidir (Erdemir, 1998; Demirhan, 2001).
Bu ¢alismada kullanilan Liliaceae familyalarmna ait tiirler “Flora of Turkey” 8. cildi
temel alinarak secilmis ve tayin edilmistir. Flora of Turkey 8. cildinde calisilan
bitkilerden A. ampeloprasum 163. sayfada, A. acutifolius 76. sayfada, M.
armeniacum 255. sayfada, O. sigmoideum 239. sayfada ve G. graeca 317. sayfada

yer almaktadir.

1.2.7. Liliaceae familyasi

Liliaceae familyasi, ¢icekli bitkilerin biiyilk ve onemli familyalarindan biridir.
Kozmopolit bir familya olup daha cok tropikal ve iliman boélgelerde dogal yayilis
gostermektedir. Bu familyadaki bitkilerin ¢cogunlugu ¢ok yillik ve otsu; az bir kismi
da odunlu bitkilerdir. Yapraklart sarmal dizilisli, yassi, seritsi, paralel damarli bazen
kalp seklinde veya etli bazen da pul seklindedir. Cigekler cogunlukla iri, giizel ve
gosterisli, bazi tiirlerde ise kiigiiktiir. Liliaceae familyasi diinyada yaklasik olarak 250
cins ve 3500 tiir ile temsil edilmektedir (Tanker vd., 2007). Ulkemizde ise 36 cins ve
461 tiirii bulunmaktadir (Erik ve Tarikahya, 2004). Cesitli droglar igeren tiirler ihtiva
etmesinin yani sira bu familyada 6nemli siis bitkileri, aromatik bitkiler ve sebzeler de

bulunmaktadir (Tanker vd., 2007).
1.2.7.1. Allium L.

Liliaceae familyasinin en genis yayilisa sahip cinslerinden biri olan Allium Kuzey
Yarimkiire, Kuzey Amerika, Kuzey Afrika, Avrupa ve Asyada bulunmaktadir
(Tsiaganis vd., 2006). Bu cinse ait diinyada yaklagik 750 tiir bulunmaktadir (Stearn,
1992). Tiirkiye’de, son bulunan taksonlar da dahil olmak iizere, 165 taksonu vardir.
Allium cinsinin en yaygin oldugu iilkeler Afganistan, Iran, Rusya ve Tiirkiye’dir

(Davis, 1984; Davis, 1988; Giiner vd., 2000; Ozhatay ve Kiiltiir, 2006 ).

Bu cinse ait tiirlerin kullanim alanlar1 da oldukga gesitlidir. Insanlar tarafindan
yiizyillardir A. sativum, A. cepa, A. schoenoprasum, A. porrum, A. ascalonicum

tiirleri sebze ve baharat olarak, A. roseum, A. rotundum, A. akaka gibi tiirler ise siis
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bitkisi olarak ayrica cesitli hastaliklarin iyilestirilmesinde ilag olarak halk tibbinda
kullanilmislardir (Ozhatay, 1977; Fattorusso vd., 2000; Lanzotti, 2006; Tsiaganis vd.,
2006; Abid-Essefi vd., 2012).

Allium cinsine ait tiirlerin goriiniis, koku ve tatlar1 birbirlerinden farkli ancak
biyokimyasal ve fitokimyasal igerikleri birbirlerine yakindir (Benkeblia, 2004). Bu
cinse ait tiirler sekonder metabolitler yoniinden zengin bir kaynaktirlar (Havey vd.,
2004). Bu cinsin sahip oldugu sekonder metabolitlerden en 6nemlisi siilfiir igeren
Allicin bilesigidir. Baz1 Allium tiirleri, tasidiklar1 alliin ve allicin alkaloidlerinden
dolay1 antiseptik ve antibakteriyel 6zellik tasimaktadir (Erdemir ve Elgioglu, 1999;
Ozhatay, 1999).

Allium cinslerinin antimikrobiyal aktiviteleri ¢esitli tiirlerdeki tiyosiilfinatlar (Leuter
vd., 1996) ve onlarin doniistim tiriinleri (Yoshida vd., 1987; Leuter vd., 1996; Choi
ve Kyung, 2005; Chung vd., 2008; Kang vd., 2010), peptitler (Wang ve Ng, 2002),
flavonoidler, fenoller (Santas vd., 2010), alkoloidler (O’Donnell vd., 2009) ve
saponinlerden (Barile vd., 2007) kaynaklanmaktadir.

Allium cinsi fitokimyasal igeriginde bulunan siilfiir iceren komponentlerin yani sira
steroidal saponinlerce de zengindir (Kravets vd., 1990; Hostettmann ve Marston
1995; Matsuura, 2001; Lanzotti, 2005; Iciek vd., 2009). Dogal iiriinlerin 6nemli bir
smifi olan steroidal saponinler, hemolitik (Wang vd., 2007), antifungal (Barile vd.,
2007; Sautour vd., 2007), antidiabetik (Yoshikawa vd., 2007), trombosit
akreditasyonu inhibitérii (Zhang vd., 1999), antienflamatuar (Shao vd., 2007) ve
immiinomodiilator aktivite (Lacaille-Dubois, 2005; Zhang vd., 2007) gibi ¢esitli
onemli biyolojik etkilere sahiptir. Steroidal glikosidazlar, 16semi hiicreleri
(Yokosuka vd., 2009), meme kanseri, hela servikal hiicreleri (Kaskiw vd., 2009) ve
insan kolon kanser hiicrelerine (Wang vd., 2004; Acharya vd., 2010) kars1 belirgin
sitotoksik aktiviteye sahip olmalari ile oldukga dikkat ¢ekicidir.

Liliaceaea familyasina ait g¢esitli Allium tiirlerinden, A. sativum L. (sarimsak), A.
cepa L. (sogan), A. roseum, A. ascalonicum L. (sogancik), A. ampeloprasum L. (fil
sogani), A. ursinum L. (yabani sogan), A.scabriflorum, A. tuncelianum, A. aviride’nin
antimikrobiyal 6zellik tasidiklar1 ortaya ¢ikarilmistir (Taskin vd., 1997; Avato vd.,
2000; O’Gara vd., 2000; Harris vd., 2001; Griffiths vd., 2002; Benkeblia, 2004;
Cutler ve Wilson, 2004; Xia ve Ng, 2005; Chung vd., 2008; Abubakar, 2009;
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Ivanova vd., 2009; Nedorostova vd., 2009; Perry vd., 2009; Rattanachaikunsopon ve
Phumkhachorn, 2009a; Rattanachaikunsopon ve Phumkhachorn, 2009b; Kocic-
Tanackov vd., 2009; Sohn vd., 2009; Santas vd., 2010; Kang vd. 2010; Krisch vd.
2010; Mohamed, 2010; Pundir vd., 2010; Bouabdelli vd., 2012; Dziri vd., 2012,
Meriga vd., 2012; Bakht vd., 2013; Ye vd., 2013).

Ayrica Allium tiirlerinden A. giganteum, A. ursinum, A. sativum L., A. cepa, A.
caepa, A. ampeloprasum, A. oschaninii, A. vineale, A. roseum L., A. nevsehirense, A.
sivasicum, A. dictyoprasum, A. scrodoprasum, A. flavum tiirlerinin antioksidan (Ali
vd., 2000; Tepe vd., 2005; Stajner vd., 2006; Prakash vd., 2007; Bozin vd., 2008;
Godevac vd., 2008; Roldan vd, 2008; Stajner vd., 2008; Dini vd., 2008; Singh vd.,
2009a; Santas vd., 2010; Lawrence ve Lawrence, 2011; Lu vd., 2011a; Lu vd.,
2011b; Shori ve Baba, 2011; Bernaert vd., 2012; Dziri vd., 2012; Meriga vd., 2012;
Bernaert vd., 2013; Demirtas vd., 2013; Simin vd., 2013; Ye vd., 2013; Zouari vd.,
2013); A. minutiflorum L., A. cepa L., A. obliquum, A. sativum, A. cepa, A.
fistulosum, A. ampeloprasum, A. ascalonicum, antifungal (Kim vd., 2004; Choi ve
Kyung, 2005; Fatima ve Ahmad, 2005; Pyun ve Shin, 2006; Barile vd., 2007;
Mahmoudabadi ve Nasery, 2009; Parvu vd, 2009; Santas vd., 2010; Bernaert vd.,
2012; Lanzotti vd., 2012); A. cepa, A. sativum antimutajenik (Gyonnet vd., 2001:
Shukla ve Taneja, 2002; Singh vd., 2009a) ; A. sativum, A. porrum L., A. vavilovii,
A. schoenoprasum, A. flavum tiirlerinin sitotoksik (Fattorusso vd., 2000; Abdalla vd.,
2010; Simin vd., 2013; Timite vd., 2013; Zolfaghari vd., 2013) aktivitelere sahip

olduklar1 belirlenmistir.

Yine Allium tiirleri ile yapilan ¢alismalarda A. cepa, A. sativum antiviral (Harris vd.
2001; Mehrbod vd., 2009; Mohamed, 2010), A. schoenoprasum, A. sativum
antiparazitik (Sharma vd. 2009; Waag vd., 2010; Dkhil vd., 2011; Millet vd., 2011,

Timite vd., 2013) aktivite gostermislerdir.

A. sativum tiirtiniin antiprotozoal (Harris vd., 2001), antikanser ve antitimor
(Moriguchi vd., 1996; Ali vd., 2000; Harris vd., 2001) aktivitelere sahip oldugu

belirlenmistir.

Allium tiirleri ile ilgili bircok ¢alisma da bu tiirlerin karsinojenez, ateroskleroz,
akciger hasari, karaciger nekrozu gibi hastaliklar1 Onleyebilir oldugu ileri

stiriilmiistiir (Silagy ve Neil, 1994, Steiner ve Lin, 1998; Steiner ve Li, 2001).
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1.2.7.1.1. Allium ampeloprasum L.

A. ampeloprasum (Fil sogani) morfoloji ve tat olarak sarimsak ile benzerlik
gostermektedir (Kocic-Tanackov, 2009). Biiyikk disli, taze ve tath lezzette bir
sarimsak c¢esididir. Evlerde kolay yetistirilebilir olmasi sebebiyle halk tarafindan
sikca tliketilmektedir (Rattanachaikunsopon ve Phumkhachorn, 2009). Genel olarak
biiyiik baslt sarimsak, fil sarimsagi ya da arpacik sogani olarak adlandirilmaktadirlar

(Kocic-Tanackov, 2009).

A. ampeloprasum tarimsal tretim degeri olan Onemli sebze bitkilerinden biridir
(Platteau vd., 2010). Gida olarak yaygin kullanimlart nedeniyle kiiltiirii
yapilmaktadir. Bitkinin biiyiimesi i¢in optimum sicaklik 20 °C civarindadir. Bu tiir
diger Allium tiirleriyle karsilastirildiginda soguk havaya toleranslidir. Farkli iklim
kosullarina adapte olmasi ve piyasadaki talep nedeniyle yerel ¢esitleri Bulgaristan ve
frlanda arasinda birgok Avrupa iilkesinde ve diinyanin diger bélgelerinde

yetistirilmektedir (Bernaert vd., 2012).

Bu bitki sadece gida olarak degil tibbi olarak da kullanilmaktadir. Soganlar
Brezilya’da geleneksel tipta antienflamatuar olarak kullanilmaktadir. Ezilmis A.
ampeloprasum soganlart oksiiriik, mukus sekresyonu ve bogaz agrist gibi
rahatsizliklarda ilk asamada tedavi amaciyla kullanilmaktadir. A. ampeloprasum
tiriiniin taze suyu mide hastaliklarinin ve spazmatik rahatsizliklarin tedavisi

amactyla icilmektedir (Correa vd., 1926).

Kocic-Tanackov (2009), tarafindan yapilan bir ¢aligmada A.ampeloprasum ve A.
cepa tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin maya ve mantarlarin biiytimelerine karsi
olan etkileri incelemis ve her iki bitki ugucu yaginin % 1°lik konsantrasyonunun
Saccharomyces cerevisiae’ya karst giiclii inhibisyon etkisine sahip oldugu
goriilmistiir. Ayrica A. ampeloprasum ugucu yaginin Penicillium griseofulvum’a

kars1 gii¢lii antifungal etki gosterdigi belirlenmistir.

Tayland’da yapilan bir ¢alismada ise A. ampeloprasum ugucu yagmin test edilen
biitin V. cholerae suslarina karsi bakterisidal etkiye sahip oldugu bulunmustur

(Rattanachaikunsopon ve Phumkhachorn, 2009).

Brezilya’da fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada A. ampeloprassum var. porrum

tirii ekstraktindan izole edilen steroidal saponinin in vitro kosullarda hemolitik
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etkisinin oldugu, antienflamatuar ve gastroprotektif Ozelliklerinin bulundugu
goriilmistiir. Calisma sonucunda modern tipta veya yiyecek kaynagi olarak bu

bitkilerin kullanilabilinecegi kaydedilmistir (Adao vd., 2011).

A. sativum ve A. ampeloprasum bitkilerinin metanol ekstraktlarinin antioksidan
aktiviteleri incelenmis ve DPPH yontemine gore A. ampeloprasum bitki ekstraktinin

antioksidan aktivitesi 6.95 umol Trolox/g FW olarak bulunmustur (Lu vd., 2011).

2012 yilinda yapilan bir ¢alismada A. ampeloprasum var. porrum tiiriiniin sogan ve
yaprak ekstraktlar1 ile yapilan bir c¢alismada bitkinin antioksidan aktivitesi
incelenmistir. Bu tiirlin yesil yaprak ekstraklarinin sogan ekstraklarindan daha giicli

antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Bernaert vd., 2012).

Sekil 1.1. A. ampeloprasum bitkisi ve soganindan bir goriintii

1.2.7.2. Asparagus L.

Asparagus cinsi ¢ok yillik bir bitkidir. Herdem yesil ve yapraklar kiigiik pul seklinde
indirgenmistir. Bu cins ig seklinde tuberli, basit ve ya dallanmig rizomlu, siiriiniici,
dik tirmanici ot veya cali seklinde bir bitkidir. Toprak {istli cok dall1 ve yesilimsidir.
Meyveleri kiiciik kiiresel bakla tipinde, kirmizidir (Zeybek ve Zeybek, 1994).
Asparagus cinsinin yeryliziinde 300 tiiriiniin oldugu bilinmektedir (Bozzini, 1959;
El-Gazzar ve Radawi, 1975; Townsend vd., 1985; Koppel vd., 1986; Giiveng, 1997).
Bu cinsin merkezi Akdeniz bolgesi olup, Giiney Avrupa, Anadolu, Asya, Afrika ve
Avrupa’da yayilis gostermektedir (Bailey, 1950; Tutin 1980; Davis, 1984).

Davis’in "Flora of Turkey and The East Aegean Islands" isimli eserinde belirtildigi
izere; Tiirkiye'de 31 endemik 11 Asparagus taksonu bulunmaktadir. Bunlar, A.
acutifolius L., A. aphyllus ssp. Orientalis Baker., A. coodei P.H. Davis (Endemik), A.
lycaonicus P.H. Davis (Endemik), A. lycius P.H. Davis (Endemik), A. officinalis L.,
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A. palaestinus Baker., A. persicus Baker., A. stipularis Forssk, A. tenuifolius Lam., A.
verticillatus L. tiirleridir.

Eski Yunanlilar zamanindan beri bilinen Asparagus tiirleri giiniimiizde O6zellikle
Almanya ve Amerika’da sebze olarak bol miktarda tiiketilmekte ve {retimi
yapilmaktadir.  Tiirkiye’de  kendiliginden  yetismekte fakat c¢ok yaygmn
tilketilmediginden yetistiriciligi nadiren goriilmektedir. Ancak yabani yenilebilen bir
bitki olarak Tiirkiye’de oOzellikle Akdeniz, Ege ve Dogu Anadolu boélgelerinde
ignemsi yaprakli dallar1 ile genc¢ siirgiinleri tliketilmektedir (Sancaktaroglu vd.,
2011). Bu cinsin tiirlerine genel olarak narin ince goriiniimiinden dolayr halk
arasinda “kuskonmaz” denilmistir. Asparagus cinsinin yenen yabani tiirleri yoresel
olarak Marmaris’te “Tilkisen”, Bat1 Anadolu’da “Aci1 ot” olarak adlandirilmaktadir
(Baytop, 1999; Baytop, 2007). Giinlimiizde Asparagus cinsinin tiirlerinden sadece A.
officinalis L. tiiriiniin kiltiiri yapilmaktadir. Diger yabani tiirler yenilen ve
geleneksel tiiketilen tiirlerdir (Venezia vd., 1993). Yabani olarak yenilen A.
abyssinicus Schweinf, A. adscendents ve A. sarmentosus L. (Hindistan) tiirlerinin
tiiberli kok benzeri kisimlar1 da yenilmektedir (Dalla Fior, 1934; Riccardi vd., 2011).
A. plumosus Baker, A. densiflorus Kunth, A. virgatus Baker, A. myriocladus ve A.
retrofractus Forsk siis bitkileri olarak kullanilirken, A. racemosus Willd, A.
verticillatus L., A. adscendens Kunth ve A. curillus Wall. sifali bitkiler olarak
kullanilmaktadir (Stajner vd., 2002).

Bu cinse ait tiirlerin besleyici yonii ¢ok yiiksek olup icerdikleri etken maddeler
sayesinde c¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilirlar (Sancaktaroglu vd., 2011).

Bu cinsin tirleri {izerinde yapilan c¢aligmalarin ¢ogunlugunu kimyasal ve
farmakolojik ¢alismalar olusturmaktadir (Khorasani vd., 2010). Asparagus cinsinin
asparagin ve vitaminlerce zengin oldugu, idrar soktiirticii 6zellik tasidig: belirtilmistir
(Zeybek ve Zeybek 1994). Ayrica Asparagus cinsi tiirlerinin kimyasal igeriginde
steroidal saponinler bulunmustur (Sharma vd., 1982; Sati ve Pant, 1985;
Shimoyamada vd., 1990; Oketch-Rabah ve Dossaji, 1997; Ahmad vd., 1999; Debella
vd., 1999; Zhang vd., 2004; Yang vd., 2004; Kim vd., 2005; Sautour vd., 2007).

Asparagus cinsine ait tlirlerden A. acutifolius, A. officinalis, A. racemosus
antimikrobiyal (Poyrazoglu vd., 2009; Battu ve Kumar, 2010; Khorosani vd., 2010);
A. acutifolius, A. racemosus, A. officinalis antioksidan (Kamat vd., 2000; Nindo vd.,
2003; Visavadiya ve Narasimhacharya, 2005; Rodriquez vd., 2005b; Sun vd., 2007a;
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Sun, 2007b; Sun, 2007c; Fuentes-Alventosa vd., 2009; Khorosani vd., 2010; Ferrara
vd., 2011; Gindi vd., 2011; Martins vd., 2011; Wang vd., 2011; Vadivelan vd., 2011,
Morales vd., 2012; Zhao vd., 2012; Di Maro vd., 2013); A. racemosus, A. officinalis,
A. filicinus sitotoksik (Shao, 1996a; Kigondu vd., 2009; Kim vd., 2009; Wu vd.,
2010); A. officinalis antitiimédr (Shao, 1996b; Zhao vd., 2012); A. cochinchinensis, A.
horridus, A. pubescens anti-inflamatuar (Nwafor ve Okwuasaba, 2003; Bremner vd.,
2009; Lee vd., 2009); A. africanus antimalariyal (Dikasso vd., 2006); A. racemosus
antiparazitik (Kigondu vd., 2009); A. racemosus antidepresan (Sing vd., 2009); A.
racemosus immunomodulator (Guatam vd., 2009); A. recemosus hipodemik ve

hipolipidemik (Vadivelan, 2011) aktivitelere sahiptirler.

1.2.7.2.1. Asparagus acutifolius L.

A. acutifolius bitkisi Davis’in “Flora of Turkey” kitabina gore Liliaceae familyasinda
yer almaktadir. Asparagus cinsinin yenen yabani bir tiirtidiir (Venezia vd., 1993). Bu
tiriin merkezi ve cografi dagilimi Giiney Avrupa’dir (Stajner vd., 2002). A.
acutifolius otsu ve ¢ok yillik bir bitkidir. 2 m’ye kadar boylanan, odunsu ve dallari
dikenli olan A. acutifolius, biitiin Akdeniz Bolgesi’nde yabani olarak yetismekte,
koklerinden idrar soktiiriicli ve kabizliga kars1 faydalanilmaktadir (Sica vd., 2005).
Bu tiiriin geng siirglinleri Bati Anadolu pazarlarinda demetler halinde satilarak sebze
olarak tiiketilmektedir (Baytop, 1999). Genellikle yabani olarak toplananlarinin
muzrak seklindeki ince uglar lezzetlidir. A. acutifolius tiirii omletler, soslar, risotto
gibi yerli yemeklerde hatta karigik salatalarda ¢ig olarak kullanilir (Arcidiacono ve
Pavone, 1994). Genellikle yiiksek fiyatlarla yerel pazarlarda satilir ve restoranlarda
tipik yemekler icin kullanilir (Venezia vd., 1993; Fiori vd., 2001; Rosati, 2001;
Adam, 2004; Pieroni vd., 2005; Della vd., 2006). Gida alaninda kullanimlarinin
disinda tibbi olarak kullanimlari da s6z konusudur. Bu bitkinin ¢esitli kisimlarinda
bulunan sapojeninler ve steroidal saponinlerin varligi ile tibbi 6zellikleri arasinda bir
iliski bulunmaktadir (Sautour vd., 2007; Velavan vd., 2007). Ornegin bu bitkinin
kaynatilmis suyu diiiretik olarak kullanilmaktadir (Maccioni vd., 2004).

A. acutifolius ile yapilan fitokimyasal bir c¢alismada bu tiiriin toprak {stii

kisimlarindan flavonoidler elde edilmistir (Panova vd., 1984; Sautour vd., 2007).

19



Portekiz yenilebilir bitkilerin fenolik 6zellikleri ve komponentleri iizerine yapilan bir
calismada A. acutifolius, Bryonia dioca, Tamus communis, tiirlerinin metanol ve su
ekstraktlar1 ¢alisilmistir. A. acutifolius ve T. Communis ekstraktlarinin igeriginde
glikozitler, flavanoidler gibi ana fenolik komponentler bulunurken B. dioca

ekstraktlarinda C-glikozillenmis flavanoidler saptanmistir (Barros vd., 2011).

Aydin ilinde yapilan bir calismada A. acutifolius, A. officinalis, Malva vulgaris ve
Salicornia europaea tiirlerinin eter, aseton, etanol ve sulu ekstraktlart hazirlanmis ve
disk diflizyon metodu ile 10 adet test mikroorganizmasina karsi antimikrobiyal
aktivitesi arastirilmistir. A. officinalis ve A. acutifolius tiirlerinin M. vulgaris ve S.
europaea tiirlerinden daha fazla antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir. Bununla beraber eterli ekstraktlarin aseton, etanol ve sulu ekstraktlardan

daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdikleri belirlenmistir (Coban vd., 2009).

Portekiz’de A. acutifolius, B. dioca ve T. communis ile yapilan antioksidan aktivite
calismasinda T. communis diger iki bitkiye gore en yiiksek, A. acutifolius orta

derecede, B. dioca diisiik antioksidan aktivite gostermistir (Martins vd., 2011).

Ayrica A. acutifolius L. ile ilgili yapilan baska bir ¢aligmada bu bitkinin besin
degerleri, metabolik profili ve radikal giderim kapasitesi incelenmis yag ve proteince
zengin olup igerdigi fenoller nedeniylede yiiksek antioksidan 6zelligi bulundugu

belirlenmistir (Ferrara vd., 2011).

Ispanya’daki yabani sebzelerin antioksidan aktiviteleri ve takoferol bilesikleri
tizerine yapilan bir ¢alismada A. acutifolius tirii de dahil 8 tiirlin metanol
ekstraktlarinin antioksidan aktiveleri incelenmistir. A. acutifolius bitki ekstraktlarinin
DPPH yonteminde DPPH giderim aktivitesi 4.87 mg/ml ile diger bitkilere gore en
diigik antioksidan aktivite bulunurken [-karoten-linoleik asit yonteminde A.
acutifolius bitki ekstraktinin inhibisyonu 0.47 mg/ml olarak bulunmustur (Morales
vd., 2012).

Italya’da yapilan bir ¢alismada A. acutifolius metanol ve kloroform ekstraktlarinin
antioksidan aktivitesini ¢alisilmis ve metanol ekstraktlarinin kloroform ekstraktlarina
gore daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi, ayrica bu aktivitenin doza bagh

olarak arttig1 bildirilmistir (Di Maro vd., 2013).
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Sekil 1.2. A. acutifolius bitkisinin geng siirgiinii (Solda) ve sonraki hali (Sagda)

1.2.7.3. Muscari Miller

Muscari cinsi genel olarak Akdeniz bdlgesinden Iran ve Rusya’ya kadar yayilis
gosteren bir cinstir. Genellikle acik ve sulak alanlarda yetisir. Diinyada 72 tiirli olan
Muscari cinsi Tirkiyede 18’1 endemik 28 tiir ile temsil edilmektedir (Davis, 1982;
Tan, 1988; Giiner vd., 2000). Muscari cinsi {iyeleri iiziim siimbiilii olarak
adlandirilan soganl bitkilerdir (Nakano vd., 2005). Bu cinse ait tiirlerin rengi mavi,
mor, erguvani, sar1, kahverengi ve beyaz olabilmektedir. Ciceklenme donemleri tiirlere
gore degismekle birlikte Mart—Mayis aylar1 arasindadir. Ortalama bitki yiikseklikleri 10-
25 cm’dir. Agag ve ¢alilarin altinda, taslik alanlarda ve su kenarlarinda yayilis gosterirler
(Davis, 1984).

Bu cinse ait tiirlerin ¢cogu park ve bahgelerde siis bitkisi olarak kullanilmaktadir
(Pehlivan ve Ozler, 2003). “Misk kokulu” anlamma gelen Muscari tiirleri icinde
sadece M. massayanum ve M. muscarimi giizel kokuludur. M. massayanum Datca
yarimadast ve Yunan Sitvet Adalari’nda, M. muscarimi ise Anadolu’da Toros
Daglari’nin diginda higbir yerde yetismemektedir (Koyuncu, 1993; Hopa, 2005)

Tibb1 ve aromatik 6zellikleri nedeniyle Muscari tiirleri ¢ok 6nceki devirlerden bu
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yana tedavi amaciyla kullanilmistir. Ayrica Osmanli doneminde kosk ve yal
bahgelerinde siis bitkisi olarak, giizel kokulu olanlari Osmanli saraylarinda koku
verici olarak kullanilmistir (Uzun, 1984; Baytop, 2002). Giiniimiizde de sogani,
dahilen infiizyon (% 2), idrar attirict ve balgam soktiiriicli, haricen ise ¢ibanlar
olgunlastirici olarak kullanilmaktadir (Baytop, 1984; Malyer, 1985; Akan vd., 2005).
Muscari cinsine ait tiirlerle yapilan g¢alismalarda M. racemosum antimutajenik
(Miadakova vd., 2002); M. caucasicum, M. comosum, M. fennifolium ve M.
masmeganus antimikrobiyal (Yigit vd., 2003; Lotfipour vd., 2008; Zaouia vd., 2010);
M. aucheri, M. comosum antifungal (Zaouia vd., 2010; Yildirim vd., 2013); M.
aucheri, M. racemosum, M. comosum antioksidan (Juranek vd., 1993; Pieroni vd.,
2002; Loizzo vd., 2010; Yildirim vd., 2013) aktivite gostermislerdir

Tuncelide yapilan bir ¢alismada Bellevalia gracilis Feinbrun, M. aucheri (Boiss.)
Baker ve Tulipa armena Boiss. var. lycica (Baker) Marais tiirlerinin yaprak ve sogan
kisimlarinin  sulu, hekzanik, metanol ve etanol ekstraktlarinin antifungal ve
antioksidan aktiviteleri incelenmis M. aucheri (Boiss.) tiirliniin ¢aligilan diger tiirler
arasinda en diisiik antioksidan ve antifungal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir

(Yildirim vd., 2013).

1.2.7.3.1. Muscari armeniacum Leichtlinex Bakerin Gard.

Bir siis bitkisi olan M. armeniacum genellikle “muscari” veya “lizim simbiilii”
olarak adlandirilmaktadir. Diinyada iliman boélgelerde yaygin olarak bulunur. Bu
bitki ciceklerinin mavi renkli olmasi ve hizli biiyiimesi gibi nedenlerle dikkat c¢ekici

ozelliktedir (Nakano, 2005).

Soganlar1 1-2.5 cm olup yapraklar1 dogrusal dar lineer-lansolattir. Bitkinin sap kismi
10-40 cm uzunluktadir. Cigcek kismi salkim seklinde ve yogun olup gokyiizii mavisi

veya mor renklerdedir. Tohumlar1 1.8-2.2 mm ¢apindadir (Davis, 1982).

M. armeniacum tiirii ile yapilan bir c¢alismada bitkinin igerdigi Musarmin adli
birlesigin protein sentezini engelledigi tespit edilmistir (Arias vd., 2003). Bu tiir ile
yapilan bir diger calismada yeni bir pirolizidin tiirevi alkaloid teshis ve izole
edilmistir. Bu alkaloidin c¢esitli glikosidaz enzimlerine karsi inhibitor etkiye sahip

oldugu bulunmustur (Asano vd., 2000).
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Sekil 1.3. M. armeniacum bitkisinin genel goriiniisii

1.2.7.4 Ornithogalum L.

Ornithogalum cinsinin revizyonu ilk defa Baker tarafindan 1873 te yapilmistir ve 73
tiirii betimlenmistir (Baker, 1873). 1980 yilinda yapilmis bir ¢aligmada ise diinyada
140 Ornithogalum tiirii bulundugu rapor edilmistir (Zahariadi, 1980; Mutlu ve
karakus, 2012). Ornithogalum cinsinin yaygin olarak goriildiigi bolgeler Giiney
Afrika ve Tirkiye’dir (Wendelbo, 1984). Bu cins Davis’in “Flora of Turkey” adli
eserinin 11. cildi itibariyle 39 tiirle temsil edilirken, daha sonra bulunan 7 yeni tiirle
bu say1 46 ya yiikselmistir (Ozhatay ve Kiiltiir, 2006; Diisen ve Siimbiil, 2002; Diisen
ve Stimbiil, 2003; Diisen ve Deniz, 2005).

Ornithogalum tiirleri, ¢ogunlukla ¢iplak, skapuslu ve soganli ¢ok yillik otsu
bitkilerdir. Tibbi ve ekonomik degerleri vardir. O. umbellatum L. kozmopolit bir
tiirdiir ve biiyiik soganlar1 vardir. Soganlari, yapraklari ve genis skapusu sebze olarak
kullanilir. Yumrular1 eski devirlerden bu yana kusturucu ve ¢iban agici olarak
kullanilmistir. Bilhassa soganlarinda, kalbe etkili bazi bilesikler (konvallotoksin ve
glikozitler) ve saponinler tasidigi bilinmektedir (Baytop, 1996).

Yapilan birgok caligmada Ornithogalum cinsine ait tiirlerden O. caudatum, O.
sintenisii, O. alpigenum ve O. sigmoideum antioksidan (Heves, 2008; Ebrahimzedeh
vd., 2010; Makasc1 vd., 2010; Yan-yu, 2011; Chen vd., 2012); O. alpigenum, O.
sphaerocarpum ve O. umbellatum antimikrobiyal (Makasc1 vd., 2010); O.

longibracteatum antimutajenik (Verschaeve vd., 2004); O. saundersiae, O.
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longibracteatum (Kuroda vd., 1997; Kuroda vd., 1998) sitositatik; O. saundersiae, O.
caudatum antitimér (Zhou vd., 2006; Chen vd., 2010); O. saundersiae, O.
cuspidatum sitotoksik (Gryszkiewicz-Wojtkielewicz vd., 2003; Samavati vd., 2010)
etki gostermistir.

Ornithogalum tiirleri tizerine yapilan fitokimyasal ¢alismalarda, kolestan glikozitleri
(Kubo vd., 1992a; Kubo vd., 1992b; Kuroda vd., 1998; Kurudo vd., 2006), kolestan
bisdesmosidleri (Kuba vd., 1992c), kardenolid glikozitleri (Ferth vd., 1992; Ferth ve
Kopp, 1992) ve flavonoid glikozitleri (Azzioui ve Braemer, 1989; Sabudak vd.,
2002) bulunmustur.

Ayrica O. longibracteatum tiirinden 3-benzil, 4 kromanon tirevi ve 7-O-
metillokomin tiirevi yeni homoizoflavononlar teshis ve izole edilmistir (Mulhollond
vd., 2004).

O. saundersiae tiirii lizerine yapilan bir ¢alismada, 6 tane bilinmeyen kolestan
glikozit izole edilmis ve Saundersiozit C-H (1-6) olarak adlandirilmiglardir. Bu
glikozitlerin insanlardaki HL-60 hiicreleri iizerine yiiksek sitositatik etkilerinin

oldugu gozlemlenmistir (Kuroda vd., 1998).

Yine Kuroda vd. tarafindan O. saundersiae tiirii iizerine yaptig1 baska bir arastirmada
2 yeni kolestan glikozit izole edilmistir. Bu glikozitlerin HL-60 ve MOLT-4
hiicreleri lizerine sitositatik aktivitelerinin bulundugu gézlemlenmistir (Kuroda vd.,

1997).

O. saundersiae tiirtinden izole edilen saponin tiirevi bir bilesik olan ikogenin isimli
bilesigin antitiimor aktivitesi taranmig ve olumlu sonuglar alinmistir (Zhou vd.,

2006).

1.2.7.4.1. Ornithogalum sigmoideum Freyn & Sint.

Bu tiirin sap uzunlugu 10 cm kadardir. Yapraklar1 ¢ok sayida, bitki sapini asan
uzunlukta dogrusaldir. Genellikle 3-6 kadar ¢icegi vardir. Cigek oOrtiisii; i¢i beyaz,
dis1 beyaz bir bant ile yesildir. Ormanlar, cayirlar, acik taslik yamaclarda
yetismektedir (Davis, 1982).
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Bu tiir ile yapilan bir tez ¢alismasinda tiiriin sulu, etil alkol ve aseton ekstraktlarinin
antioksidan aktiviteleri, indirgeme giicii, serbest radikal giderme aktivitesi (DPPH),
hidroksi radikali giderme aktivitesi, ABTS radikal giderme aktivitesi, metal
selatlama aktivitesi gibi ¢esitli antioksidan testler kullanilarak incelenmistir. Ayrica
tiirtin ekstraklarmin toplam fenolik ve flavonoid bilesik miktarlari da tayin edilmistir.
Sonu¢ olarak bu c¢alismada, antioksidan aktivitelerinin bitki ekstraktlarinin
konsantrasyonuna bagli olarak arttigi saptanmistir. Testlerin biiyiik bir kisminda
flavonoidce zengin aseton ekstresinin yiiksek antioksidan aktivite gostermesinden
dolay1, antioksidan aktivite ile flavonoid bilesikler arasinda bir ilgi oldugu
disiiniilmistiir. Bitki ekstraktlar: biitiin testlerde antioksidan aktivite gostermis ve bu

ekstraktlarin dogal bir antioksidan kaynagi olabilecegi sonucuna varilmistir (Heves,

2008).

Sekil 1.4. O. sigmoideum bitkisinden genel bir goriiniis

1.2.7.5. Gagea Salisb.

Avrupa ve Bat1 Asya’da yayilis gosteren (Mathew, 1987) bu cinsin adi, Salisbury
tarafindan botanik¢i Toma Gage adina ithaf edilmistir (Ozler, 2001). Gagea Salisb.
cinsi otoritelerin taksonomik kriterlerine gore 250 kadar tiir igermektedir (Caparelli
vd., 2006). Tirkiye’de s6z konusu cinsin 25 tiirii (27 takson) yayilis gostermektedir
Ki bunlardan da 2 tanesi endemiktir (Davis, 1984).

Bir¢ok Gagea tiirii yliksek dag bitkisi olmasina ragmen, deniz seviyesinde kuru, tagh
ortamlarda da yasayanlari vardir (Grey-wilson ve Mathew, 1981).

Gagea cinsi tiirlerinden Gagea fibrosa ile yapilan bir ¢alismada bu tiirtin antioksidan
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aktivitesi ¢alisilmigtir. B-karoten-linoleik asit yontemine gore G. fibrosa bitkisi sogan
etanol ekstrakti ve yaprak metanol ekstrakti yiiksek aktivite gosterirken, DPPH
yontemine gore ise tiiriin yaprak etanol ve metanol ekstraktlar1 yiiksek aktivite

gostermistir (Mammadov vd., 2011).

1.2.7.5.1. Gagea graeca L.

Soganlari, genellikle kalinlasmis kokler ile kaplhidir. Bazal yapraklar1 dogrusal, 4-12
X 0.1-0.2 cm, diiz ve tiiyslizdiir. Kaulen yapraklar (sapta bulunan), alternat, diistik 3-
6 X 0.1-0.2 cm’dir. Cigekleri 1-5 adet, tomurcuk halinde tam olarak agilmaz. Cicek
ortiisii; beyaz, 7-16 mm ve her bir ¢i¢cek yapraginda 3 morumsu damar
bulunmaktadir. Kayaliklar tizerinde, makiler arasinda, 100-1000 m ytikseklikte
yetismektedir (Davis, 1984).

Sekil 1.5. G. graeca bitkisinden genel bir goriiniis

Bu tilire ait literatiir taramasinda herhangi bir biyolojik aktivite caligmasina

rastlanilmamustir.

26



2. MALZEME VE YONTEM

2.1. Bitki Materyallerinin Toplanmasi

Liliaceae familyasmna ait A. acutifolius, A. ampeloprasum, O. sigmoideum, M.
armeniacum ve G. graeca tiirleri Mugla Sitki Kogman Universitesi Kampiisiinden
2012 yili Nisan-Haziran aylar1 arasinda bitkilerin ¢icek agma dénemlerinde
toplanmistir. Toplanan bitki materyallerinin tiir teshisi Usak Universitesi Egitim
Fakiiltesi Fen Bilgisi Ogretmenligi Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Mehtap Dénmez
Sahin tarafindan yapilmistir. Toplanan bitki materyallerinin toprak alt1 ve toprak iistii

kisimlar1 ayrilarak oda sicakliginda kurutulmustur.

2.2. Bitki Materyallerinin Ekstraksiyonu

Kurutulan bitki orneklerinin toprak alti ve toprak istli kisimlar1 ¢oziicli solvent
olarak etanol kullanilarak soksalet cihazi (Khan vd., 1988) ile ekstrakte edilmistir
(Sekil 2.1). Son ekstrakt renksiz olana kadar ekstraksiyon iglemine devam edilmistir.
Soksalette elde edilen ekstraktlarin etanol igerigi evaporatorde uzaklastirilmistir.

Kuru ekstraktlar koyu renkli kapakli cam siselere alinarak +4 °C’ de saklanmustir.

Sekil 2.1. Calisilan bitkilerin soksalet cihazi ile ekstraksiyonu
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2.3. Mikroorganizmalar ve Kiiltiir Ortamlar:

Antimikrobiyal ve antibiyofilm ¢alismalarinda Mugla Sitki Kogman Universitesi
Kiiltiir Koleksiyonu (MUKK)’ndan temin edilen Escherichia coli ATCC 25922,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 ve Candida albicans ATCC 10239 olmak iizere toplam 5
adet mikroorganizma kullanilmistir. E. coli ATCC 25922, B. subtilis ATCC 6633, S.
aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853 mikroorganizmalar: Nutrient
Broth’da (NB), C.albicans ise Sabaoraud Dextrose Broth’da (SDB) gelistirilmistir.
Bakterilerden; E.coli, B. subtilis ve S. aureus 37+0.1 °C’de 24 s, P.aeruginosa susu
30+0.1 °C’de 24 s, C.albicans ise 30+0.1 °C’de 24-48 s inkiibe edilmistir. Ayrica
antimutajenik aktivite tayin amaci ile Salmonella typhimurium TA 98 ve Salmonella
typhimurium TA 100 suslar1 kullanilmistir. Antimutajenk aktivite tayininde
kullanilan bu suslar NB (OXOID) besiyeri ortaminda 37 C°’de 24 s gelistirilmistir.

2.4. Antimikrobiyal Etkilerin Belirlenmesi

Ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri disk difiizyon ve mikrodiliisyon metotlar

kullanilarak tespit edilmistir.

2.4.1. Disk difiizyon yontemi

Calismada  kullanilan  bitki  ekstraktlarinin ~ antimikrobiyal  aktivitesinin

belirlenmesinde disk diflizyon metodu (Bauer, 1966) kullanilmistir.

Bir gece onceden Kkiiltiire edilen bakteri suslarinin (0.5 McFarland) ve maya susunun
(0.5 McFarland) 100 pl’si, steril edilmis ve 45-50 °C’ye kadar sogutulmus 19 ml’lik
Mueller Hinton Agar (MHA) tiiplerine eklenmistir. Daha sonra bu karisim iyice
vortekslenerek steril petrilere yayilmistir ve katilagsmalar1 beklenmistir. Katilagsan
agar lizerine 10 pl ekstrakt emdirilmis 6 mm capindaki standart bos antibiyotik

diskler yerlestirilmistir. E. coli, B. subtilis ve S. aureus petrileri 37 °C’de 24 s, P.
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aeruginosa petrisi 30 °C’de 24 s, C. albicans petrisi ise 30 °C’de 24-48 s inkiibe
edilmistir. Siire sonunda besiyeri iizerinde disklerin ¢evresinde olusan inhibisyon
zonlarinin ¢aplart mm olarak Sl¢iilmiistiir (Sleigh ve Timbury, 1981). Ayrica kontrol
olarak ampisilin, penisilin, gentamisin, vankomisin ve nistatin antibiyotikleri ile

denemeler tekrarlanmistir.

2.4.2. Mikrodiliisyon yontemi

Elde edilen eckstraktlarin ¢alismada kullanilan test bakterilerine karst minimum
inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerleri broth mikrodiliisyon metoduna gore tespit
edilmistir (Wikler, 2006). Ekstraktlarin seri soliisyonlar1 diiz tabanli 96 kuyulu steril
hiicre kiiltiirii mikroplakalar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Test besiyeri olarak
Mueller Hinton Broth (MHB) kullanilmis ve her test bakterisi i¢in 5x10°> CFU/m
konsantrasyonda bakteri ve maya siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Ilk sirada sadece
besiyeri, ikinci sirada besiyeritbakteri, ti¢ilincii sirada besiyeri+bakteri+¢ozgen
olmak tiizere diger siralarda elde edilen ekstraktlarin final konsantrasyonlarimni (20,
15, 10, 5, 2.5, 1.25 mg/ml) iceren besiyeritbakteri siispansiyonlar1 kuyucuklara
eklenmistir. E. coli, S. aureus ve B. subtilis 37+0.1 °C’de, P. aeruginosa susu 30=+0.1
°C’de 24 s, C. albicans ise 30+0.1 °C’de 24-48 s inkiibe edilmis ve bulanikligin
olmadig ilk kuyu MIK olarak belirlenmistir. Olgiimler ii¢ tekrarli olarak yapilmustir.
MIK 6lgiimleri Mikroplaka Okuyucu (Thermo Scientific Multiskan FC, Vantaa,
Finlandiya) cihazinda 550 nm dalga boyunda ger¢eklestirilmistir.

2.5. Antibiyofilm Aktivite Tayini

Elde edilen ekstraktlan MIK ve MIK altt konsantrasyonlarda test
mikroorganizmalarinin biyofilm olusturma yetenekleri lizerindeki inhibisyon etkisi
mikroplaka biyofilm metodu (Merritt vd., 2005) ile tespit edilmistir. Bakteriyel
kiiltiirler % 5 glikoz igeren 5 ml Triptik Soy Broth (TSB) besiyerinde gelistirilmistir.
Kiiltiirler 1:100 oraninda TSB kullanilarak diliie edilmis ve her diliisyondan steril

mikroplakada 4 kuyucuga pipetlenmistir. 48 s 37 °C’de inkiibasyon sonrasinda tim
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kuyucuklardan planktonik bakteriler uzaklastirilmis ve kuyucuklar distile su ile iki
kez yikanmistir. Distile su ile yikamadan sonra her kuyucuga % 0.1°lik kristal viyole
soliisyonundan 200 pl eklenmis ve 20 dk beklenmistir. Boyanmis ekstraktlar
dokiilerek boya c¢ikana kadar yikama yapilmistir. Mikroplaka tablalar1 ters yiiz
edilerek i¢inde kalan s1vi bosaltilmis ve oda 1sisinda kurutulmustur. Kuyucuklara son
olarak S. aureus ve B. subtilis suslart i¢in 200 pl % 33’likk glasiyal asetik asit, P.
aeruginosa, E. coli ve C. albicans suslar1 igin % 95’lik etil alkol eklenmis ve
biyofilmlerin tuttugu kristal viyolenin alinmasi saglanmistir. Kuyulardan alinan
boyali solventler temiz bir mikroplakaya alinmig ve son optik dansiteleri Mikroplaka
Okuyucu ile 550 nm’de okunmustur. Calisma 3 kontrol grubu kullanilarak
yapilmistir. 1. grup negatif kontrol grubu olup sadece besiyeri ortami kullanilmstir.
2. grup pozitif kontrol olup besiyeri ortamina bakteriler inokiile edilmistir. 3. grupta
ise bakteri inokiile edilmis olan besiyeri ortamina bitkilerden elde edilen ekstraktlar
son konsantrasyon 20, 15, 10, 5, 2.5. 1.25 mg/ml olacak sekilde ilave edilmistir.
Olgiimler ii¢ tekrarl olarak yapilmistir. Ekstraktlarin antibiyofilm etkisinin dl¢iilmesi

yiizde indirgeme formiilasyonu ile yapilmstir.
% inhibisyon = (Akontro| - Aornek /Akontro])xloo
Axontrol: Kontrol reaksiyonunun absorbansi

Asmek: Test bilesiklerinin absorbansi

2.6. Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Orneklerin antioksidan kapasitesi DPPH serbest radikal giderim ve B-karoten-
linoleik asit metotlar1 kullanilarak tespit edilmistir. Her iki metotta da biitillenmis

hidroksitoluen ve askorbik asit pozitif kontrol olarak kullanilmustir.

2.6.1. DPPH serbest radikal giderim aktivitesinin belirlenmesi

Ekstraktlarin serbest radikal giderim aktiviteleri DPPH (Burits ve Bucar, 2000)

metodu kullanilarak belirlenmistir. Bu metoda gore etanolde ¢oziinmiis ekstraktlarin
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cesitli konsantrasyonlarindan aliman 50 pl ornekler {izerine etanolde ¢oziinmiis %
0.004’liik DPPH ¢bzeltisinden 5 ml ilave edilmistir. Ornekler oda sicakliginda 30 dk
inkiibe edilmis ve 517 nm dalga boyunda spektrofotometrik dlgiime tabi tutulmustur.
Kontrol olarak etanol eklenmis DPPH ¢o6zeltisi kullanilmistir.  Serbest radikal

giderimi agagidaki yontemle hesaplanmaigtir.
% Inhibisyon = (Axontrol — Asmek /Axontro) X100
Axontrol: Kontrol reaksiyonunun absorbansi
Asmek: Test bilesiklerinin absorbansi

Bulunan degerler grafik {izerine aktarilarak ICsy degerleri hesaplanmistir.

2.6.2. p-karoten-linoleik asit metodu

B-karoten-linoleik asit metodu Dapkevicius vd. (1998)’e gore gergeklestirilmistir. -
karoten-linoleik asit stok ¢ozeltisi hazirlanmasi i¢in 0.5 mg B karoten 1 ml kloroform
igerisinde ¢oziilmiis ve 25 pl linoleik asit ile 200 mg tween 40’la karigtirilmistir.
Ortamdaki Kloroform evaporatérde uzaklastirilmistir. Daha sonra 30 dakika boyunca
oksijenlenmis 100 ml distile su eklenerek kuvvetlice calkalanmistir. Bu reaksiyon
karisimindan 160 pl alinarak mikroplakalara dagitilmis ve ekstraktlardan 40 pl
eklenerek 0. saat Ol¢iimii ile birlikte saat bast 450 nm’de Mikroplaka Okuyucu
cthazda Ol¢iilmiistiir. Bu siire igerisinde mikroplaka 50 ©°C’de inkiibasyona
birakilmigtir. Calismada kontrol olarak etanol ve p-karoten-linoleik asit stok ¢ozeltisi
kullanilmigtir. Caligilan bitki ekstraktlarinin B-karoten-linoleik asit yontemine goére

belirlenen toplan antioksidan aktiviteleri asagidaki formiil ile hesaplanmistir:
AA= [(Rrontrol~Ramek)/Rkontro1) JX100

AA: Antioksidan aktivite

R=In (a/b)/t

In: Dogal logaritma

t: Son saatteki zaman

a: 0. saatteki absorbans degerini
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b: Son saatteki absorbans degerini gostermektedir.

Bu calismadaki p-karoten-linoleik asit yiizde inhibisyonlari, ekstraktlarin ve
standartlarin 1.56 mg/ml konsantrasyondaki degerleri kullanilarak hesaplanmistir

(Sarikiirk¢ii vd., 2010).

2.7. Antimutajenik Aktivite Tayini

Antimutajenik aktivite tayininde AMES/ Salmonella mikrozom testi (Ames vd.,
1975; Maron ve Ames, 1983) kullanilmustir.

2.7.1. Kullanilan test suslari

Calismada kullanilan histidin mutant (His") S. typhimurium TA 98 ve S. typhimurium
TA 100 suslar1 kullanilmistir.

2.7.2. Test suslarmin genetik isaretlerinin kontrolii

2.7.2.1 Histidin kontrolii

Test suslarinin his™ 6zelligi, histidin iceren Minimal Glukoz Agar (MGA) petrilerine
ekilmeleri yoluyla kontrol edilir. Suslar uvrB delesyonu nedeniyle histidine ek olarak
biyotine de gereksinim duyduklari icin histidin/biyotin ve sadece biyotin igeren
histidinsiz MGA petrilerine ekilir. Bu plaklar 37 °C’de bir gece etiivde inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda suslarn biyotin/histidin MGA ortamda iireyip,
biyotin MGA ortamda iirememeleri his™ karakterlerini dogrulamistir (Maron ve

Ames, 1983, Mortelmans ve Zeiger, 2000).

2.7.2.2. R Faktoriiniin kontrolii

Mutajenlerin daha iyi tayin edilebilmeleri amaciyla S. typhimurium TA 1538 ve S.
typhimurium TA 1535 suslarina, ampisiline direnglilik geni tasiyan pkM101 R
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faktorli plazmidinin eklenmesiyle S typhimurium TA 98 ve S. typhimurium TA 100
suglar1 elde edilmistir (Mortelmans ve Zeiger, 2000). Bu plazmidin varligi suslarin
genetik isaretinin kontrolii i¢in gereklidir. Bu sebeple his™ karakterleri dogrulanan
koloniler, ampisiline direnglilikleri agisindan test edilmistir. Bunun igin
histidin/biyotin/ampisilin igeren MGA ortamli petriler hazirlanarak R faktorii test
edilmis suslarin ekimi yapilmistir (McCann vd., 1975). 37 °C’de 12-24 s’lik bir
inkiibasyon siiresi sonunda, R faktorii igeren suslarin ampisilinli plaklarda iiredigi

gbzlenmistir.

2.7.2.3. rfa Mutasyonun kontrolii

Test suglarinin gecelik kiiltiirinden alinan 100 pl’lik 6rnekler, NA (Oxoid) petrilere
ekilip yayilmistir. Filtre kagidindan hazirlanmis ve 10 pl kristal viyole ¢ozeltisi (1
mg/ml) emdirilmis diskler, petrilerin ortasina yerlestirilmistir. Petriler bir gece
37°C’de inkiibe edildikten sonra diskin etrafindaki inhibisyon zonu gdzlenmistir
(Ames vd., 1973). Diskin gevresindeki seffaf bolge, biiylik molekiil olan kristal
viyolenin bakteri igerisine girip, onun Oliimiine neden olan rfa mutasyonunun

varliginin gostergesidir.

2.7.2.4 uvrB mutasyonunun kontrolii

Bu mutasyonun varligi suslarin ultraviyole 1sinlarina kars1 gosterdikleri duyarlilik
testi ile Ol¢iilmiistiir. Test suglarinin gecelik kiiltiirlinden alinan 100 pl’lik 6rnekler,
NA (Oxoid) petrilere ekilip yayilmistir. Petrilerin kapaklari agilip yarisi aliiminyum
folyo ile kapatilmis ve UV lambasi altinda 10 sn bekletilmistir. Bekletilen petriler, 37
°C’de bir gece inkiibe edilmistir. UV 1s1mnma maruz kalan petrinin kapatilmayan
kisminda iireme olmazken kapali olan kisimda liremenin gézlenmesi suslarin uvrB

mutasyonuna sahip oldugunu gostermistir (Ames vd., 1973).

2.7.2.5. Sitotoksik dozlarin belirlenmesi

Antimutajenite ve mutajenite deneylerine ge¢cmeden once deneyin saglikli olarak

degerlendirilmesi icin, bitki ekstraktlarinin = sitotoksik etkilerinin saptanmasi
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gerekmektedir. Uygun sayida bakteri i¢ceren (OD 0.1-0.2) kiiltiirden 1 ml alinip 9 ml
NB (Oxoid) besiyerine diliie edilerek 10, 102, 1073, 10* 10° ve 10° oranlarinda
seyreltme yapilmistir. Sitotoksik etkiyi belirlemek icin 107 seyreltmedeki kiiltiir
kullanilmistir. Daha sonra bitki ekstraktinin uygun konsantrasyonlar1 hazirlanmstir.
Bu islemler tamamlandiktan sonra bos steril tiiplere, sodyum fosfat tampondan 500
ul, bakteri kiiltiiriinden 100 pl ve bitki ekstraktlarinin degisik konsantrasyonlarindan
100 pl eklenmistir. Bu karigimin iizerine 2 ml top agar ilave edilmis ve 3 sn diisiik
hizda vortekslenerek NA (Oxoid) petrilere hizli bir sekilde dokiiliip yayilmustir.
Petriler 37 °C’de 24 s inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra petrilerdeki
koloni sayilar1 kontrol petrilerindeki bakteri sayilar1 ile karsilastirilarak toksik
olmayan dozlar saptanmistir (Dean vd., 1985). Deneme petrilerindeki koloni sayisi,

kontrol petrisindeki koloni sayisinin % 70’1 kadar olmalidir.
2.7.2.7. Mutajenite testi

Calisilan bitki ekstraktlarinin mutajen etkilerinin olup olmadiginin belirlenmesi igin
yapilmis bir testtir. 37 °C’de 48 s inkiibasyondan sonra his” haline doniisen koloniler
sayllmistir. Bu yontemde; test tiiptine 500 ul 0.2 M sodyum fosfat tampon (pH 7.4),
100 pl taze bakteri kiiltliri (ODs4g 0.1-0.2), 100 pl farkli konsantrasyonlarda bitki
ekstraktlar1 koyulmustur. Bunun {izerine 2 ml 0.5 mM biyotin/histidin igeren top agar
ilave edilmis ve 3 sn diigiik hizda vortekslenerek MGA plaklarina yayilmistir. Top
agarin petrinin biitlin yiizeyine donmadan yayilmasini saglamak i¢in karistirma,
dokme ve yayma islemlerinin tiimii, 20 sn’den az bir siirede yapilmistir. Her deneyde
mutlaka pozitif ve negatif kontroller kullanilmigtir. Calismada S. typhimurium TA 98
susu i¢in 4-nitro-o-fenilendiamin (NPD) (3 pg/petri), S. typhimurium TA 100 susu
icin ise sodyum azid (NaN3) (8 pg/petri) pozitif kontrol olarak, S. typhimurium TA
98 susu i¢in dimetil siilfoksit (DMSO) ve S. typhimurium TA100 i¢in distile su
negatif kontrol olarak kullanilmistir. Petriler 37 °C’de 48-72 s inkiibasyona
birakilmistir. Deney sonucunda petrilerde olusan koloni sayist pozitif kontrol
grubundaki koloni sayisinin % 25’inden fazla olmamalidir. Eger deney grubundaki
koloni sayis1 pozitif kontroldeki koloni sayisinin % 25’inden daha fazla ise bitkinin

mutajen etki tagidig sOylenebilir.
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2.7.2.8. Antimutajenite testi

AMES/ Salmonella mikrozom test sistemini ¢alisirken ‘standart plaka
inkorporasyon’ yontemi kullanilmistir. Bu teknikte; bitki ekstrakti, mutajen,
bakteriyel test susu ve sodyum fosfat tamponu top agara ilave edilerek minimal
glukoz agarl1 besiyerine dokiilmiistiir (Mortelmans ve Zeiger, 2000). 37 °C’de 48-72

s inkiibasyondan sonra his” haline doniisen koloniler sayilmustir.

Calismada S. typhimurium TA 98 susu i¢in NPD (3 ug/petri), S. typhimurium TA 100
susu icin ise NaNg3 (8 pg/petri) pozitif kontrol olarak kullanilmustir.

Test tiiptine 500 pl 0.2 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.4), 100 ul taze bakteri
kiiltiirti (ODsgo 0.1-0.2), 100 pl mutajen ve farkli konsantrasyonlarda 100 ul bitki
ekstraktt koyulmustur. Bunun {izerine 2 ml 0.5 mM biotin/histidin igeren top agar
ilave edilmis ve 3 sn diisiik hizda vortekslenerek MGA petrilere yayilmistir. Petriler
37 °C’de 48-72 s inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra revertant koloniler
saytlmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan petriler % 100 mutajenite olarak

tanimlanmais ve test petrilerindeki yiizde inhibisyon hesaplanmustir.
Calisma her bir konsantrasyon i¢in 2 paralelli ve 3 tekrarli olacak sekilde yapilmistir.

AMES/ Salmonella mikrozom test sisteminde elde edilen sonuglar degerlendirilirken

% inhibisyon asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmustir:

% Inhibisyon= [1-T\M]x100

T: Mutajen ve bitki ekstrakt1 varliginda geri donen koloni sayis1
M: Sadece mutajen varliginda geri donen koloni sayisi

Bitki ekstraktinin mutajen iizerindeki inhibitor etkisi % 20-40 arasinda oldugu
durumlarda antimutajenik etki orta dereceli olarak tanimlanirken; % 40’dan fazla
oldugu durumlarda bitki ekstrakti gii¢lii antimutajenik olarak kabul edilir. Inhibitor
etki % 20°den daha az oldugunda ise antimutajenik etki pozitif olarak kabul
edilmemektedir (Ikken vd., 1999; Negi vd., 2003).
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2.8. Sitotoksik Aktivite

Calisilan bitki ekstraktlarinin = sitotoksik aktivitesinin tayininde Brine Shrimp

Toksisite Analiz yontemi kullanilmistir (Meyer vd., 1982).

A. acutifolius, A. ampeloprasum, M. armeniacum, O. sigmoideum ve G. gracea
tirlerinin 10 mg/ml konsantrasyondaki ekstraktlarindan yapay deniz suyu ile
hazirlanan 10 ppm, 100 ppm, 1000 ppm’lik ¢ozeltileri kullanilmistir. Kullanilacak

olan deniz suyu, 35 gr tuz ve 1 L ¢esme suyu kullanilarak hazirlanmistir.

Calismada Artemia salina yumurtalar1 kullanilmistir. Bu yumurtalar, igerisinde 2 L
yapay deniz suyu bulunan 5 L hacimdeki plastik, seffaf, agz1 acik bir tank igerisine
0.2 g tartilarak serpilmistir. Tank icerisindeki yapay deniz suyu ¢ift ¢ikigh bir hava
motoru ile ¢ift hortum kullanilarak siirekli havalandirilmistir. Ayrica tank tizerindeki
su sicakligi 28 °C’de sabit tutulacak sekilde termostat ile 1sitilmistir. Tank masaiistii
151k kaynagmin yaninda 48 s siire ile aydinlikta birakilarak A. salina larvalarinin
yumurtadan ¢ikmalar1 beklenmistir. A. salina larvalart yumurtadan ¢iktiktan sonra
larvalarin yogun oldugu bélgeden bir mikropipet yardimiyla yaklasik 5 ml su ile
alinan larvalar stereomikroskop altinda petri kabina aktarilarak 30’ar adet sayilmistir.
Icerisinde 10 ppm, 100 ppm, 1000 ppm’lik bitki ekstrakti bulunan cam tiipler
igerisine 30 adet canli organizma aktarilmistir. 24 s 151k altinda gegen inkiibasyon
stiresi sonunda stereomikroskop yardimiyla canli ve 6lii larvalar sayilmig ve LCsg
degeri ile % 95 giivenirlik alt ve ist limitleri EPA (The U.S. Environmental
Protection Agency, Cincinnati, Ohio, U.S.A.) Probit Analiz programi (Version 1.5)
kullanilarak ~ hesaplanmistir  (Finney, 1971). Toksisite derecelerinin

degerlendirilmesinde referans degerler (Brayn vd., 1997) kullanilmistir.
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3. BULGULAR VE iIRDELEME

3.1. Antimikrobiyal Aktivite Bulgular:

3.1.1 Disk difiizyon yontemi

Mugla Sitki Kogman Universitesi kampiis alanindan toplanan bitki érneklerinden
elde edilen etanol ekstraktlarinin test mikroorganizmalarina karsi disk diflizyon

yontemi ile elde edilen inhibisyon zonlar1 Cizelge 3.1.‘de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calisma bitkilerinin test mikroorganizmalarina karsi disk difiizyon

sonuclari
Mikroorganizmalar C.albicans B.subtilis S.aureus E. coli P.aeruginosa
ATCC ATCC
Bitkiler 10239 6633 ATCC ATCC ATCC
25923 25922 27853

Zon ¢aplar1 (mm)

A.ampeloprasum

Toprak alt 20 10 10 - -
Toprak iistii - - - - -
A. acutifolius

Toprak alt1 - - - - -
Toprak iistii - 20 - - -
M. armeniacum

Toprak alti - 9 9 - -
Toprak tistii - 7 8 - -
O. sigmoideum

Toprak altt - 8 8 - -
Toprak {iistii - 9 9 - -
G. graeca

T'oprak alf1 - - - - -
Toprak iistii - 8 7 - -
Antibiyotikler

Penisilin Nt 35 32 Nt Nt
Gentamisin Nt Nt Nt 17 17
Vankomisin Nt 20 14 Nt Nt
Ampisilin Nt 21 19 Nt Nt
Nistatin 25 Nt Nt Nt Nt

Nt: Test edilmedi. -: etki yok.
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Elde edilen antimikrobiyal aktivite sonuglarina gore ekstraktlarin genellikle Gram
pozitif test suslarma karsi etkili oldugu, Gram negatif test suslarina karsi ise
antimikrobiyal aktivite gostermedikleri tespit edilmistir. C. albicans’a kars1 sadece A.
ampeloprasum toprak alt1 ekstraktinin 20 mm’lik inhibisyon zonu olusturdugu tespit
edilmistir. Gram pozitif suslar igerisinde en yiiksek inhibisyon zonu ise B. subtilis’e
kars1 A. acutifolius toprak {istii ekstraktlarinda 20 mm ile Ol¢iilmistiir. A.
ampeloprasum toprak alt1 ekstrakti hem B. subtilis hem de S. aureus’a karsi 10
mm’lik inhibisyon zonu olusturmustur (Sekil 3.1.). M. armeniacum ve O.
sigmoideum toprak alt1 ve toprak iistii ekstraktlar1 B. subtilis ve S. aureus’a kars1 7-9
mm araliginda inhibisyon zonlar1 olusturmuslardir. G. graeca toprak alti ekstraktinin
test bakterilerine kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigi toprak iistii
ekstraktinin ise B. subtilis’e 8 mm, S. aureus’a 7 mm’lik inhibisyon zonlari
olusturdugu tespit edilmistir. Gram negatif suslar E. coli ve P. aeruginosa’ya karsi

calisilan bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivite gostermedikleri tespit edilmistir.

Yapilan literatiir taramasinda A. ampeloprasum bitkisinin etanol ekstraktinin
antimikrobiyal aktivitesini ortaya koyan bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Ancak
Kocic-Tanackov vd. (2009) tarafindan yapilan bir galismada A. ampeloprasum ugucu
yaginin C. tropicalis’e karsi antimikrobiyal aktivite gostermedigi rapor edilmistir.
Ancak bizim ¢alismamizda C. albicans’a kars1 A. ampeloprasum toprak alt1 ekstrakti

20 mm’lik bir inhibisyon zonu olusturmustur.

Allium cinsine ait Allium cepa tiirii ile yapilan bir ¢alismada ise bitkinin toprak alti
kisminin petrol eter, etil asetat, kloroform ve biitanol ekstraktlar1 ¢alisilmis ve B.
subtilis susuna kars1 duyarli oldugu gériilmiistiir. Ayrica bitki ekstraktlar1 C. albicans
gelisimini inhibe ederken, E. coli ve P. aeruginosa suslarina karsi antimikrobiyal
aktivite gostermemistir (Bakht vd., 2013). Bizim c¢aligmamizda da buna benzer
sekilde B. subtilis, S. aureus ve C.albicans suslarina kars1 A. ampeloprasum toprak
alt1 ekstraktinin etkili oldugu ancak E.coli ve P. aeruginosa suslarina karsi

antimikrobiyal aktivite gostermedigi goriilmiistiir.

Ye vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada ise A. cepa tiiriinden elde edilen ugucu
yagin, E. coli ATCC 25922 susuna kars1 13.4, B. subtilis ATCC 21216 susuna kars1
19.3 ve S. aureus ATCC 25923 susuna kars1 17.4 mm’lik inhibisyon zonlart ile
antimikrobiyal aktivite gdsterdigi tespit edilmistir. Bu ¢aligmada oldugu gibi bizim
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calismamizda da B. subtilis ve S. aureus suslarina karsi1 A. ampeloprasum toprak alti

ekstrakti antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Al. acutT.b)

Sekil 3.1. A. ampeloprasum ve A. acutifolius tiirlerinin C. albicans (a) ve B. subtilis (b)’e karsi

antimikrobiyal aktiviteleri

Dziri vd. (2012) yapmis olduklar1 ¢alismada A. roseum var. odoratissimum tiiriiniin
yaprak, c¢icek ve soganlarinin metanol ekstraktinin ¢esitli bakterilere karsi
antimikrobiyal aktivitesini ¢alismiglar ve bu ekstraktin S. aureus, B. cereus, E. coli,
P. aeruginosa, Enterobacter feacalis suslarina karsi antimikrobiyal aktivite
gostermedigini bildirmislerdir. Calismada bitkinin sogan ekstrakti B. subtilis susuna

kars1 19 mm’lik inhibisyon zonu olusturmustur.

Ayrica A. sativum tiiriiniin metanol ve su ekstraktlari ile yapilan bir ¢aligmada tiiriin
metanol ekstrakti B. subtilis susuna karst 16 mm, E. coli susuna karsi 14 mm
inhibisyon zonu olustururken, S. aureus ve C. albicans suslarina karsi inhibisyon
zonlar1 goriilmemistir. Tiirlin sulu ekstraktlarinin inhibisyon zonlari B. subtilis
susuna kars1 20 mm; S. aureus susuna karst 14 mm; E. coli susuna kars1 16 mm; C.

albicans susuna karsi 12 mm olarak belirlenmistir (Meriga vd., 2012).

Durmaz vd. (2006) tarafindan A. vineale tiirii ile yapilan bir ¢alismada bitkinin
metanol, etanol, n- hekzan ve su ekstraktlarimin B. subtilis, S. aureus ve E. coli
suslarina karsi antimikrobiyal aktivitesi c¢alisilmistir. A. vineale tiiriiniin etanol
ekstrakti B. subtilis ve S. aureus suslarina karsi inhibisyon zonu olustururken E. coli

susuna karsi inhibisyon zonu olugturmamustir.

Yapilmis olan bu g¢alismalarda Allium tiirlerinin 6zellikle Gram pozitif bakterilere
kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Bizim elde ettigimiz A.

ampeloprasum sonuglarida bunu dogrular niteliktedir.
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A. acutifolius tird ile ilgili olarak yapilan literatiir taramasinda sadece Coban vd.
(2009)’nin g¢aligmasina rastlanilmistir. Bu ¢alismada A. acutifolius tiiriniin etanol
ekstraktinin E. faecalis ATCC 29212 susuna kars1 9 mm ve B. cereus CCM 99
susuna karst 17 mm inhibisyon zonu olusturdugu E. coli ATCC 35218, S. aureus
ATCC 25923 ve C. albicans suslarina karsi herhangi bir zon olusturmadigi rapor

edilmistir.

Bu cinsin diger tiirlerinden olan A. officinalis ile Malezya’da yapilan bir ¢alismada
bitkinin etanol ekstraktlarinin E. coli, P. aeruginosa, S. aureus ve B. cereus suslarina
kars1 antimikrobiyal aktiviteleri ¢alisilmis ve B. cereus susuna karsi 14 mm’lik zon
goriiliirken diger suslara kars1 antimikrobiyal aktivite goriilmemistir (Khorasani vd.,
2010). Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz A. acutifolius sonuglari Coban vd. (2009)
ve Khorasani vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alisma sonuglart ile benzerlik

gostermektedir.

Yapilan literatiir taramasinda M. armeniacum tiiriiniin antimikrobiyal aktivitesini
ortaya koyan bir calismaya rastlanilmamistir. Ancak Muscari cinsine ait diger

tiirlerle ilgili olarak bir¢ok c¢alisma goriilmektedir.

Muscari cinsinden M. caucasium tiiriiniin toprak tstii kisimlarinin diklorometan,
metanol ve su ekstraktlari ile yapilan antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus ve B. cereus bakterilerine karsi herhangi bir zon olusumu

goriilmemistir (Lotfipour vd., 2008).

Zaouia vd. (2010) tarafindan M. comosum tiiriiniin metanol ve sulu ekstraktlar ile
yapilan bir ¢alismada ise bu tiiriin metanol ekstraktlarinin inhibisyon zonlar sirasiyla
E.coli susu i¢in 14 mm, P. aeruginosa susu i¢in 12 mm, S. aureus susu i¢in 13 mm,
C. albicans susu i¢in 10 mm olarak belirlenirken bu tiiriin sulu ekstraktlarinin
inhibisyon zonlar sirasiyla E.coli ve P. aeruginosa suslari i¢in 13 mm, S. aureus

susu i¢in 14 mm, C. albicans susu i¢in 12 mm olarak belirlenmistir.

Yigit vd., (2003) tarafindan yapilan ¢alismada M. fennifolium, M. masmeganus, O.
sphaerocarpum, O. umbellatum tiirlerinide igine alan 15 bitki tiirleriiniin metanol ve
kloroform ekstraktlarinin P. aeruginosa, E. coli, E. aerogenes, S. aureus suslarina
kars1 antimikrobiyal aktiviteleri ¢alisilmistir. Calismadaki bitki ekstraktlari kullanilan

suslara kars1 antimikrobiyal aktivite gostermemistir.
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Bizim elde ettigimiz M. armeniacum sonuglari, E. coli ve P. aeruginosa suslarina
kars1 inhibisyon zonu goriilmemesiyle Lotfipour vd. (2008) ve Yigit vd. (2003)
tarafindan elde edilen sonuclar ile benzerlik gosterirken Zaouia vd. (2010) ile

farklilik gostermektedir.

O. sigmoideum tiirii ve kullanilan suslarla ilgili literatiir taramasinda herhangi bir
antimikrobiyal aktivite ¢alismasina rastlanilmamistir. Ancak Ornithogalum cinsine

ait diger tiirlerle ¢esitli calismalar bulunmaktadir.

Makasci vd. 2010 yilinda O. alpigenum bitkisinin etanol ekstraktinin antimikrobiyal
aktivitesini ¢ikaran bir ¢alismada, bitkinin sogan ekstraktinin sadece E. coli’ye karsi
7 mm’lik inhibisyon zonu olusturdugunu, yaprak ekstraktinin ise S. aureus’a 7 mm,
B. subtilis’e 11 mm ve C.albicans’a 9 mm’lik inhibisyon zonlari ile antimikrobiyal
aktivite gosterdigini rapor etmislerdir. Bu ¢alismada ozellikle bitkinin toprak tstii
kisimlar1 antimikrobiyal aktivite gosterirken bizim ¢alismamizda bitkinin hem toprak

alt1 hem de toprak iistii kisimlar1 ayn1 antimikrobiyal aktivite gostermistir.

G. graeca tiirii ile ilgili olarak yapilan literatiir taramasinda herhangi bir
antimikrobiyal aktivite calismasina rastlanilmamistir. Yapmis oldugumuz ¢alisma bu
tiir ve hatta bu cins i¢in ilk antimikrobiyal aktivite ¢alismasi olmakla birlikte bitki
toprak istii etanol ekstraktinin sadece B. subtilis ve S. aureus’a kars1 sirasiyla 8 ve 7
mm’lik inhibisyon zonlar1 olusturdugu diger test suslarma karsi antimikrobiyal

aktivitenin olmadig1 tespit edilmistir.

3.1.2 Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK)

Calismada elde edilen MIK sonuglar1 Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Calismada elde edilen antimikrobiyal aktivite sonuglarina gére ekstraktlarin Gram
negatif test suslarina karsi antimikrobiyal aktivite gostermedikleri, ayrica C.
albicans’a kars1 ise sadece A. ampeloprasum kok ekstraktt MIK degerinin 20 mg/ml

oldugu tespit edilmistir.

Gram pozitif suslardan B. subtilis’e karsi A. ampeloprasum toprak alti ve M.
armeniacum, O. sigmoideum, G. graeca toprak iistii ekstraktlarinin MiK degerleri 15
mg/ml olarak belilenirken O. sigmoideum toprak alti ekstraktiiin MIK degeri 20
mg/ml olarak belirlenmistir.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan bitki ekstraktlarinin MIK degerleri (mg/ml)

MIC (mg/ml)

Mikroorganizmalar C.albicans B.subtilis S.aureus E.coli P.aeruginosa

L ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC
Bitkiler 10239 6633 25923 25922 27853
A.ampeloprasum
Toprak alt 20 15 20 - -
Toprak iistii - - - - -
A. acutifolius
Toprak alt - - - - -
Toprak iisti - 20 - - -
M. armeniacum
Toprak alt1 - >20 >20 - -
Toprak iistii - 15 20 - -
O. sigmoideum
Toprak alt - 20 20 - -
Toprak iistii - 15 15 - -
G. graeca
Toprak alt1 - - - - -
Toprak iisti - 15 20 - -
- . Etki yok.

S. aureus’a kars1 ise O. sigmoideum toprak {istii ekstraktinin MIK degeri 15 mg/ml
olarak belirlenirken A. ampeloprasum, O. sigmoideum toprak alt1 ve M. armeniacum,

G. graeca toprak {istii ekstraktlarinin MIK degerleri 20 mg/ml olarak belirlenmistir.

Literatiirde A.ampeloprasum tiiriiyle yapilmis ve MIK degerleri tespit edilmis sadece
bir ¢alismaya rastlanilmigtir. Rattanachaikunsopon ve Phumkhachorn (2009)
tarafindan yapilan bu ¢alismada A. ampeloprasum tiirtinden elde edilen ugucu yagin
Vibrio cholerae bakterisinin cesitli suslarina kars1 MIK degerleri belirlenmistir. MIK

degerleri 3.13-25 pg/ml araliginda bulunmustur.

Ye vd. 2013 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada A. cepa ugucu yaginin E. coli, B.
subtilis, S. aureus ve C. tropicalis bakterilerine karsti MIK degerlerini
belirlemislerdir. Bu ¢alismada, E. coli susuna kars: bu tiiriin ugucu yagmin MIK
degeri 0.27 mg/ml, B. subtilis ve S. aureus suslarma kars1 0.18 mg/ml, C. tropicalis

susuna kars1 0.36 mg/ml olarak bulunmustur.

A. sativum tiirinden elde edilen ugucu yagin E.coli ve P. aeruginosa suslarina karsi
MIK degerleri 0.53 pl/cm?, S.aureus susuna kars1 0.0083 pl/cm® olarak belirlenmistir
(Nedorostova vd., 2009).
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Meriga vd. 2012 yilinda yapmis olduklari ¢aligmada A. sativum bitkisinin metanol
ekstraktinin B. subtilis susuna karst 100 pg/ml, E. coli susuna karst 150 pg/ml
konsantrasyonlarda inhibisyon etkisi rapor etmislerdir. Ayni1 ¢alismada ekstraktin S.
aureus ve C. albicans’a kars1 antimikrobiyal aktivite saptanamamistir. A. sativum
tiriiniin sogan sulu ekstrakti ise B. subtilis, S. aureus, E. coli suslarina kars1 100

ug/ml, C. albicans susuna kars1 150 pg/ml konsantrasyonda MIK etkisi gdstermistir.

Calismamizda bulunan diger tiirlere ait ekstraktlarin MiK degerlerinin tespit edildigi

herhangi bir calismaya rastlanilmamastir.

3.2. Antibiyofilm Aktivite Bulgulan

Calisilan bitki ekstraktlarinin C. albicans biyofilm olusumunu giderim yiizdeleri

Cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan bitki ekstraktlarin C. albicans biyofilm

olusumuna karsi biyofilm giderim yiizdeleri

Konsantrasyon 20 15 10 5 25 1.25
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
Bitkiler % Inhibisyon

A.ampeloprasum

Toprak alt1 49.43+0.26 26.15+0,33 10.73+1.5 - -
Toprak istii 3.17+2.28 - - - - -
A. acutifolius

Toprak alt1 - - - - - -
Toprak iistii 15.28+1.86 6.2242.40 - - - -

M. armeniacum

Toprak alt1 - - - - - -
Toprak iistii 25.46+13.6 6.97+£1.33 - - - -

O. sigmoideum

Toprak alt1 - - - - - -
Toprak iistii 19.45+0.83 7.03£2.10 - - - -

G. graeca

Toprak alt1 - - - - - -

Toprak iistii - - - - - -

- . Etki yok.
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Calismada elde edilen sonuglara gore C. albicans’a karsi en yiiksek antibiyofilm
aktiviteyi A. ampeloprasum toprak alti ekstrakti gostermis ve biyofilm olusumunu

giderme yiizdesi 20 mg/ml konsantrasyonda % 49.43 olarak tespit edilmistir.

C. albicans’a kars1 ¢alismadaki bitkilerin toprak tistii ekstraktlarinin, toprak alti
ekstraktlarina gore daha fazla sayida inhibisyona neden oldugu tespit edilmistir. A.
acutifolius, M. armeniacum, O. sigmoideum toprak alt1 ekstraktlarinin antibiyofilm
aktivite gostermedikleri belirlenmistir. Buna ek olarak G. graeca toprak alti ve

toprak Ustii ekstraktlar1 da antibiyofilm aktivite gdstermemistir.

Calisilan bitki ekstraktlarinin B. subtilis biyofilm olusumunu giderim yiizdeleri
Cizelge 3.4.’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan bitki ekstraktlarin B. subtilis biyofilm

olusumuna karsi biyofilm giderim yiizdeleri

Konsantrasyon 20 15 10 5 2.5 1.25
mg/ml mg/ml mg/ml mg/mil mg/mil mg/ml
Bitkiler % Inhibisyon

A.ampeloprasum

Toprak altt Nt 19.1241.32  5.53+0.01 - - -

Toprak tstii - - - - - -

A. acutifolius

Toprak alt1 14.87+7.78 - - - - -

Toprak iistii - - - - - -

M. armeniacum

Toprak altt 1.94+0.02 - - - - -

Toprak stii - - - - - -

0. sigmoideum

Toprak alt1 5.48+2.49 - - - - -

Toprak iistii - - - - - -

G. graeca

Toprak alt1 - - - - - -

Toprak {istii - - - - - -

- : Etki yok.

Antibiyofilm aktivite sonuglarina gore B. subtilis’e kars1 bitki ekstraktlarinin toprak
alti kisimlari, toprak iistii kisimlarindan daha yiliksek aktivite gostermistir. B.

44



subtilis’e karsi en yiiksek antibiyofilm aktiviteyi A. ampeloprasum toprak alti
ekstrakti  gostermis ve biyofilm olusumunu giderme yilizdesi 15 mg/ml
konsantrasyonda % 19.12 olarak tespit edilmistir. G. graeca ekstraktlar1 B. subtilis’e

kars1 antibiyofilm aktivite gostermemistir.

Calisilan bitki ekstraktlarmin S. aureus biyofilm olusumunu giderim yiizdeleri

Cizelge 3.5.’de verilmistir.

Cizelge 3.5. Calismada kullanilan bitki ekstraktlarin S. aureus biyofilm

olusumuna kars1 biyofilm giderim yiizdeleri

Konsantrasyon 20 15 10 5 25 1.25
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
Bitkiler % Inhibisyon

A.ampeloprasum

Toprak alt1 40.17+£3.53  30.81+3.17 10.26+0.04 - - -
Toprak isti 44.16+4.22 19.81+3.07 - - - -
A. acutifolius

Toprak altt 8.09+0.06 2.72+0.04 - - - -
Toprak iistii 7.834+0.17 2.66+0.01 - - - -

M. armeniacum

Toprak alt1 - - - - - -
Toprak isti 15.74£3.95 8.12+2.8 - - - -

0. sigmoideum

Toprak alt1 - - - - - -

Toprak iistii - - - - - -

G. graeca

Toprak alt1 - - - - - -

Toprak iistii - - - - - -

- . Etki yok.

S. aureus biyofilm olusumuna karst A. ampeloprasum toprak alti ve toprak iistii
ekstraktlarin 20 mg/ml konsantrasyonda % 40.17 ile % 44.16, 15 mg/ml
konsantrasyonda ise % 30.81 ile % 19.81 oraninda indirgeme sagladigi tespit
edilmistir. O. sigmoideum ve G. graeca bitkilerine ait ekstraktlarin S. aureus

biyofilm olusumunu indirgeyemedikleri belirlenmistir.
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Calisilan bitki ekstraktlariin E. coli biyofilm olusumunu giderim yiizdeleri Cizelge

3.6.’de verilmistir.

Cizelge 3.6. Calismada kullanilan bitki ekstraktlarin E. coli biyofilm olusumuna

kars1 biyofilm giderim yiizdeleri

Konsantrasyon 20 15 10 5 25 1.25
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
Bitkiler % Inhibisyon

A.ampeloprasum

Toprak alt 26.64+2.86 9.64+0.5 - - - -

Toprak iistii - - - - - -

A. acutifolius

Toprak alt1 - - - - - -

Toprak tstii - - - - - -

M. armeniacum

Toprak alt - - - - - -

Toprak iistii - - - - - -

0. sigmoideum

Toprak alt 6.56+0.13 - - - - -

Toprak tstii - - - - - -

G. graeca

Toprak alt1 - - - - - -

Toprak iistii - - - - - -

- : Etki yok.

Calismada elde edilen sonuglara gore O. sigmoideum ve A. ampeloprasum toprak alti
ekstraktlarinin E. coli’ye kars1 biyofilm giderim yiizdeleri 20 mg/ml konsantrasyonda
sirastyla % 6.56 ve % 26.64 olarak tespit edilirken bu bitkilerin toprak {istii
ekstraktlarinin antibiyofilm aktiviteleri tespit edilememistir. A. acutifolius, M.
armeniacum ve G. graeca bitki ekstraktlariin ise test bakterilerinin biyofilm

olusumuna kars1 aktivite gostermedikleri goriilmiistiir.

Calisilan bitki ekstraktlariin P.aeruginosa biyofilm olusumunu giderim yiizdeleri

Cizelge 3.7.’de verilmistir.
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Cizelge 3.7. Calismada kullanilan bitki ekstraktlarin P.aeruginosa biyofilm

olusumuna kars1 biyofilm giderim yiizdeleri

Konsantrasyon 20 15 10 5 25 1.25
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
Bitkiler % Inhibisyon

A.ampeloprasum

Toprak alt1 10.52+0.6 2.1+£0.2 - - - -

Toprak iistii - - - - - -

A. acutifolius

Toprak alt1 - - - - - -

Toprak istii - - - - - -

M. armeniacum

Toprak altt 11.16+1.7 2.234+0.3 - - - -
Toprak iistii 9.28+0.8 - - - - -

0. sigmoideum

Toprak altt 35.65£2.96  13.88+1.1 - - - -
Toprak istii 2.16+1.92 - - - - -

G. graeca

Toprak alt1 - - - - - -

Toprak iistii - - - - - -

- : Etki yok.

Calismada elde edilen sonuglara gére P. aeruginosa’ya karsi en yiiksek antibiyofilm
aktiviteyi 20 mg/ml konsantrasyonda % 35.65 indirgeme ile O. sigmoideum toprak
alt1 ekstrakti gostermistir. A. acutifolius, G. graeca toprak alti ve toprak isti

ekstraktlarinin antibiyofilm aktivite gostermedikleri tespit edilmistir.

Literatiir taramasinda c¢alismada kullanilan bitki ekstraktlarinin  bakterilerin

olusturdugu biyofilmlerin giderimlerini gosteren ¢alismaya rastlanilmamaistir.
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3.3. Antioksidan Aktivite Bulgular:

3.3.1 DPPH ve B-karoten-linoleik asit metotlar:

Bitki ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim sonuglar1 ICsq degeri seklinde, B-

karoten-linoleik asit sonuglar1 ise % indirgenme seklinde Cizelge 3.8.’de verilmistir.

Cizelge 3.8. Bitki ekstraktlarimin (DPPH) ve B-Karoten-Linoleik asit sonuclari

Ornek DPPH? p-Karoten-Linoleik asit”
A.ampeloprasum

Toprak altt 40.94 + 0.87 96.21 £ 0.07
Toprak iistii 54.66 +1.62 94.41 £0.18
A. acutifolius

Toprak alt1 12.47+0.2 9475+ 1.47
Toprak istii 18.29+0.11 93.69 + 0.62
M. armeniacum

Toprak alt1 12.20+ 0.1 92.15+0.35
Toprak isti 4845+ 1.5 91.93+£1.20
0. sigmoideum

Toprak alt 11.24 +£0.37 83.26 £1.21
Toprak iistii 43.92+0.6 90.56 = 0.25
G. graeca

Toprak alt 26.28 +1.40 9537+ 1.27
Toprak iistii 22.57+6 97.40 £ 0.48
BHT (Pozitif) 0.95+0.01 95.37+0.38
Askorbit asit (Pozitif) 0.59£0.01 53.62 £2.07

4DPPH IC50 degeri (mg/ml)
® Linoleik asit yiizde inhibisyonu (1.56 mg/ml)

Ayrica bitki ekstraktlarinin DPPH radikal giderim sonuglar1 1Csp degerleri seklinde
Sekil 3.2.°de ve P-karoten-linoleik asit sonuglar1 ise % indirgeme seklindeSekil

3.3.’de verilmistir.
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Sekil 3.3. Bitki ekstraktlarimin -karoten-linoleik asit % indirgeme degerleri

Calisilan  Dbitkilerden A.ampeloprasum tiiriiniin  toprak alti ve toprak isti

ekstraktlarinin 1Csy degerleri sirasiyla 40.94 ve 54.66 mg/ml olarak bulunurken, (-
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karoten-linoleik asit yontemi ile % indirgenmeleri toprak alt1 ekstrakti i¢cin % 96.21,

toprak tistii ekstrakti i¢in ise % 94.41 olarak bulunmustur.

Lu vd. (2011a) yapmis olduklar1 c¢alismada A.sativum ve A.ampeloprasum
bitkilerinin metanol ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerini DPPH yontemi ile
belirlemisler ve A. ampeloprasum bitki ekstraktinin antioksidan aktivitesini 6.95

umol Trolox/g FW olarak bulmuslardir.

Bernaert vd. (2012) ise yapmis olduklar1 ¢alismada A. ampeloprasum var. porrum
ekstraktlarinin antioksidan aktivitesini belirlemisler ve tiiriin yaprak ekstraktinin
toprak altt ekstraktindan daha giiglii antioksidan aktiviteye sahip oldugu
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise DPPH sonuglarina gore toprak alti ekstrakti

toprak iistii ekstraktindan daha yiiksek antioksidan aktivite gostermistir.

Yine Bernaert vd. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada A. ampeloprasum var.
porrum tiiriiniin hasat sonrasi ve depolanma zamanlarindaki antioksidan aktivite
degisiklikleri incelenmistir. A. ampeloprasum var. porrum tiiriiniin paketlenip
depolandiktan sonraki 13 giin boyunca antioksidan aktivite ve total fenolik

iceriklerinin sabit kaldig1 belirlenmistir.

Allium cinsinin A. nevsehirense, A. sivasicum, A. dictyoprosum, A. scrodoprosum
subsp. rotundum ve A. atroviolaceum tiirleri metanol ekstraktlar1 ile yapilan
antioksidan aktivite calismasinda DPPH yontemine gore en yliksek aktivite A.
atroviolaceum ekstraktinda ICsp 79.0+2.75 pg/ml olarak belirlenirken en diisiik
aktivite A.dictyoprosum ekstraktinda ICsp 104+1.76 pg/ml olarak belirlenmistir. -
karoten-linoleik asit metoduna gore A. atroviolaceum ekstraktinda % 71.2+2.20 ve
A.dictyoprosum ekstraktinda ise % 72.3+1.20 indirgenme tespit edilmistir (Tepe vd.,
2005).

Bozin vd. (2008) tarafindan yapilan bir ¢caligmada A. sativum tiiriiniin kurutulmus
olgunlagmamuis bitkisi (I) ve yasl bitki sogani (II) ile taze bitki sogani (III) % 80
metanol kullanilarak ekstrakte edilmis ve antioksidan aktiviteleri DPPH yontemi
kullanilarak belirlenmistir. 1. ekstraktin ICsp degeri 1.03 mg/ml, II. ekstraktin 4.41

mg/ml ve III. ekstraktin 6.01 mg/ml olarak belirlenmistir.
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Ye vd. (2013) tarafindan yapilan calismada A. cepa tiiriinden elde edilen ugucu yagin
antioksidan aktivitesi ABTS, DPPH ve metal selatlama yontemleri kullanilarak
gergeklestirilmistir. Tiirlin ugucu yagmin antioksidan aktivitesi ABTS yonteminde
I1Cs0 degeri 0.67 mg/ml, DPPH ICso degeri 0.63 mg/ml ve metal selatlama yontemine

gore ise ICsq degeri 0.51 mg/ml olarak belirlenmistir.

Calisilan bitkilerden A. acutifolius tiirii etanol ekstraktlarinin DPPH y6ntemine gore
ICs degerleri toprak alti ekstraktinda 12.47 mg/ml ve toprak iistii ekstraktinda 17.8
mg/ml olarak bulunurken B-karoten-linoleik asit yontemi ile % indirgenmeleri toprak

alt1 ekstrakti icin % 94.75 ve toprak istii ekstrakti icin % 93.69 olarak bulunmustur.

Rodriquez vd. (2005a) tarafindan yapilan bir ¢alismada A. acutifolius tiirii 8 farkli
kiiltiirtiniin etanol ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri calisilmistir. Tirlerin
antioksidan aktiviteleri antiradikal aktivite, birincil oksidasyon inhibisyonu ve demir
indirgeme giicii metodlar1 kullanilarak tespit edilmistir. Bitki ekstraktlarinin
antiradikal ve indirgeme giicli sonuglar1 benzer olup fenoller ile yiiksek korelasyon
gosterdigi bildirilmistir.

Ferrara vd. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada A. acutifolius ve A. officinalis
bitkisinin metanol ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri incelenmis olup DPPH
yontemine gore A. acutifolius ve A. officinalis I1Csy degerleri sirasiyla 72.4 ug/ml ve

89 png/ml olarak bulunmustur.

Martins vd. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada A. acutifolius, Bryonia dioca ve
Tamus communis metanol ekstraktlarinin antioksidan 6zellikleri incelenmistir. DPPH
yontemine gore ICsp degerleri A. acutifolius igin 423 pg/ml, B. dioca igin 640 pug/ml
ve T. communis igin 203 pg/ml olarak bildirilmistir. f-karoten indirgeme yonteminde
ise elde edilen 1Cs degerleri A. acutifolius i¢in 166 pg/ml, B. dioca i¢in 371 pg/ml

ve T. communis i¢in ise 70.7 pg/ml olarak tespit edilmistir.

Ispanya’nin yabani sebzelerinin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi icin yapilan
bir ¢alismada Apium nodiflorum, Foeniculum vulgare, Montia fontana, Silene
vulgaris, A. acutifolius, Bryonia dioica, Humulus lupulus ve Tamus communis
tiirlerinin metanol ekstraktlar1 ¢alisilmistir. Elde edilen DPPH giderim degerleri ECsg
olacak sekilde A. nodiflorum i¢in 0.07 mg/ml, F. vulgare i¢in 2.75 mg/ml, M.
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fontana icin 1.49 mg/ml, S. vulgaris i¢in 3.31 mg/ml, A. acutifolius i¢in 4.87 mg/ml,
B. dioica i¢in 4.43 mg/ml, H. lupulus i¢in 1.36 mg/ml ve T. communis igin 3.59
mg/ml olarak bulunmustur. B-karoten-linoleik asit inhibisyonu 1Csy degerleri ise A.
nodiflorum igin 0.02 mg/ml, F. vulgare i¢in 0.47 mg/ml, M. fontana i¢in 0.48 mg/ml,
S. wvulgaris i¢in 0.62 mg/ml, A. acutifolius i¢in 0.47 mg/ml, B. dioica i¢in 0.47
mg/ml, H. lupulus i¢in 0.48 mg/ml ve T. communis i¢in 0.49 mg/ml olarak tespit
edilmistir (Morales vd., 2012).

Bir bagka ¢alismada ise Di Maro vd. (2013) A. acutifolius metanol ve kloroform
ekstraktlarinin antioksidan aktivitesini ¢alismis ve metanol ekstraktlarinin kloroform
ekstraktlarina gore daha yiiksek antioksidan aktivite gdsterdigini, ayrica bu

aktivitenin doza bagli olarak arttigin1 bildirmislerdir.

Calisilan  bitkilerden M. armeniacum tiriiniin toprak alti ve toprak isti
ekstraktlarinin 1Csqg degerleri sirasiyla 12.2 ve 48.45 mg/ml olarak bulunurken, B-
karoten-linoleik asit yontemi ile % indirgenmeleri toprak alt1 ekstrakti igin % 92.15,

toprak Ustii ekstrakti i¢in ise % 91.93 olarak bulunmustur.

Muscari cinsine ait M. comosum sogan kismi etanol ekstraktin antioksidan aktivitesi
incelenmis ve DPPH giderim aktivitesi ICsg degeri 40.9 ug/ml olarak bulunmustur
(Loizzo vd., 2010).

Caligilan bitkilerden O. sigmoideum tiiriiniin toprak alt1 ve toprak iistii ekstraktlarinin
ICso degerleri sirasiyla 10.25 ve 47.2 mg/ml olarak bulunurken, p-karoten-linoleik
asit yontemi ile % indirgenmeleri toprak alti ekstrakti icin % 83.26, toprak iistii

ekstrakti i¢in ise % 90.56 olarak bulunmustur.

Literatiir taramasinda O. sigmoideum tiiriiniin antioksidan aktivite tayini ile ilgili
sadece bir caligmaya rastlanilmigtir. Heves (2008) tarafindan yapilan tez
calismasinda Karadeniz bolgesinden toplanan O. sigmoideum tiiriiniin sulu, etanol ve
asetonlu ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri ¢alisilmigtir. Calisma sonunda biitiin
ekstraktlarin antioksidan aktivite gosterdigi ve bu ekstraktlarin dogal bir antioksidan

kaynagi olabilecegi belirlenmistir.

Ornithogalum cinsi O. alpigenum tiirii toprak altt ve yapraklarinin farkl

solventlerdeki (metanol, etanol, aseton ve benzen) ekstraktlarinin antioksidan
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aktivitesi c¢aligilmistir. Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde [-karoten-linoleik
asit ve DPPH yontemleri kullanilmistir. Calismadaki en yiiksek antioksidan aktivite
O. alpigenum toprak alti kismi metanol ekstraktindan goriilirken en disiik
antioksidan aktivite toprak alt1 kismi benzen esktraktinda gortilmistiir (Makasci vd.,
2010).

Ebrahimzadeh vd. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada O. sintenisii toprak alt1 ve
toprak {istii metanol ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi incelenmis ve DPPH
metoduna gore 1Csp degerleri toprak lstii ve toprak alti kisimlarinda sirasiyla 368

ug/ml ve 669 pg/ml olarak belirlenmistir.

Calisilan bitkilerden G. graeca tiirii etanol ekstraktlarinin DPPH yontemine gore ICsg
degerleri toprak alti 26.28 mg/ml ve toprak tstii 22.57 mg/ml olarak bulunurken p-
karoten-linoleik asit yontemi ile % indirgenmeleri toprak alt1 % 95.37 ve toprak iistii

% 97.4 olarak bulunmustur.

G. fibrosa ve Romulea ramiflora toprak alt1 ve yaprak kisimlarinin metanol ve etanol
ekstraktlari ile yapilan bir ¢alismada R. ramiflora sogani etanol ekstrakti % 89.64 ve
G. fibrosa yaprak metanol ekstrakti % 72.54 indirgeme ile en yiiksek antioksidan

aktivite gostermislerdir (Mammadov vd., 2011).

3.4. Sitotoksisik Aktivite Bulgular

A. ampeloprasum toprak alt1 ve toprak iistii etanol ekstraktlarinin sitotoksik aktivite
ve LCsy degerleri Cizelge 3.9.’de verilmistir. LC50 degerinin 10 ppm’in iistiinde
fakat 100 ppm’in altinda olmasi, ekstraktlarin toksik etkisini ortaya koymaktadir.
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Cizelge 3.9. A. ampeloprasum bitki ekstraktinin sitotoksik aktivitesi

Bitkiler Ekstrakt Olii organizma  LCso pg/ml
ppm sayisi

A.ampeloprasum

Toprak alt1 10 15 12.159
100 23
1000 30

Toprak tistii 10 3 162.134
100 11
1000 25

Toksisite derecelerinin degerlendirilmesinde kullanilan referans araliklari, Oldukga toksik<10pg/ml;
Toksik>10pg/ml; Zararli> 100 pg/ml; Toksik degil>1000 pg/ml (Brayn vd., 1997).

Elde edilen sonuglara gore A. ampeloprasum toprak alt1 ekstraktinin LCsy degeri
12.159, toprak iistii ekstraktinin LC50 degeri ise 162.134 mg/ml olarak bulunmustur.

Fattorusso vd., (2000) tarafindan yapilan bir ¢aligmada Allium cinsine ait A. porrum
L. soganindan elde edilen 8 saponinin sitotoksik aktiviteleri incelenmis ve bunlardan

1, 2 ve 6 olarak numaralandirilan saponinlerde sitotoksik aktivite rapor edilmistir.

Zolfaghari vd. (2013) ise yapmis olduklar1 ¢alismada A. vavilovii tiiri soganlarindan
elde edilen yeni glikosidazlarin sitotoksik aktivitelerini ¢alismislar ve bitkiden izole

edilen saponinlerin sitotoksik aktiviteye sahip olduklarini bildirmislerdir.

Timite vd. (2013) ise Fransa’dan topladiklar1 A.schoenoprasum tiiriiniin steroidal
glikosidazlarinin sitotoksik aktivitesini incelemislerdir. Bu calismada bitkiden elde
edilen bes icerigin HCT 116 ve HT-29 kodlu kolon kanser hiicrelerine karsi

sitotoksik aktivite gosterdigi belirlenmistir.

A flavum tiirtiniin %70 sulu metanol ekstrakti ile yapilan bir ¢aligmada, dort kanser
hiicresine kars1 bitki ekstraktinin kanser hiicrelerinin gelisimini inhibe ettigi

belirlenmistir (Simin vd., 2013).

A. acutifolius toprak alt1 ve toprak {iistii etanol ekstraktlarinin sitotoksik aktivite ve
LCso degerleri Cizelge 3.10.°de verilmistir. Sonuglara gore A. acutifolius kok

ekstraktinin toksik etkisinin bulunmadigi tespit edilmistir.
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Cizelge 3.10. A. acutifolius bitki ekstraktinin sitotoksik aktivitesi

Bitkiler Ekstrakt ppm  Olii _ LCso ug/ml
organizma
say1st
A.acutifolius
Toprak alt1 10 5 8438.277
100 11
1000 12
Toprak st 10 6 161.206
100 14
1000 28

Toksisite derecelerinin degerlendirilmesinde kullanilan referans araliklari, Olduk¢a toksik<10 pg/ml;
Toksik>10 pg/ml; Zararli> 100 pg/ml; Toksik degil>1000 pg/ml (Brayn vd., 1997).

Elde edilen sonuglara gore A. acutifolius toprak alti ekstraktinin LCsy degeri
8438.277, toprak fustlii ekstraktinin LCsp degeri ise 161.206 mg/ml olarak

bulunmustur.

A. acutifolius tiiriiniin sitotoksik aktivitesini ortaya koyan bir caligmaya literatiir

taramasinda rastlanilmamuistir.

Ancak Asparagus cinsine ait A. filicinus tiirlinden elde edilen 10 adet steroidal
saponin, sitotoksik aktiviteler agisindan insan meme kanser hiicrelerine Kkarsi
incelenmis olup, izole edilen saponinlerden 8, 9 ve 10 numarali saponinlerin

sitotoksik aktivite gosterdikleri bildirilmistir (Wu vd., 2010).

Kigondu vd. (2009) tarafindan Kenya’da yapilan bir calismada ise A. racemosus
tiirliniide i¢ine alan 6 bitkinin metanolik ekstraktlarinin sitotoksik aktivitesi ¢alisilmig
ve biitiin ekstraktlarin insan embriyonik akciger fibroblast hiicrelerine karst diisiik

sitotoksisite gosterdigi rapor edilmistir.

M. armeniacum toprak alt1 ve toprak iistii etanol ekstraktlarinin sitotoksik aktivite ve

LCso degerleri Cizelge 3.11.’de verilmistir.
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Cizelge 3.11. M. armeniacum bitki ekstraktinin sitotoksik aktivitesi

Bitkiler Ekstrakt Olii organizma  LCso pg/ml
ppm sayisi

M.armeniacum

Toprak alt1 10 2 311.713
100 3
1000 25
Toprak tstii 10 2 455.791
100 4
1000 21

Toksisite derecelerinin degerlendirilmesinde kullanilan referans araliklari, Olduk¢a toksik<10pg/ml;

Toksik>10pg/ml; Zararli> 100 pg/ml; Toksik degil>1000 pg/ml (Brayn vd., 1997).

Elde edilen sonuglara gére M. armeniacum toprak alti ekstraktinin LCso degeri

311.713, toprak iistii ekstraktinin LCsq degeri ise 455.791 mg/ml olarak bulunmustur.

M. armeniacum tiirii ile ilgili hem cins hem de tiir bazinda yapilan literatiir
taramasinda daha once yapilmis bir sitotoksik aktivite ¢alismasina rastlanilmamistir.

Bu acidan ¢alismamiz bir ilk 6zelligide tasimaktadir.

O. sigmoideum toprak alt1 ve toprak iistii etanol ekstraktlarinin sitotoksik aktivite ve

LCso degerleri Cizelge 3.12.’de verilmistir.

Cizelge 3.12. O. sigmoideum bitki ekstraktinin sitotoksik aktivitesi.

Bitkiler Ekstrakt Olii organizma LCso pg/ml
ppm sayist

O. sigmoideum

Toprak alt1 10 9 36.044
100 18
1000 30
Toprak st 10 5 186.568
100 6
1000 26

Toksisite derecelerinin degerlendirilmesinde kullanilan referans araliklari, Oldukca toksik<10pg/ml;

Toksik>10pg/ml; Zararli> 100 pg/ml; Toksik degil>1000 pg/ml (Brayn vd., 1997).
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Elde edilen sonuglara gore toprak alt1 ekstraktinin LCso degeri 36.044, toprak iistii
ekstraktinin LCsg degeri ise 186.568 mg/ml olarak bulunmustur.

O. sigmoideum sitotoksik aktivitesini ortaya koyan bir c¢alismaya literatiir

taramasinda rastlanilmamustir.

Bu cinse ait O. saundersiae tiirii ile ilgili Polonya’da yapilan bir ¢aligmada tiiriin
soganlarindan izole edilen kolestan glikozitlerin kanser hiicrelerine karsi sitotoksik
aktivitesi calisilmistir. Izole edilen saponinlerden OSW-1 adi verilen saponinin
tiimor hiicrelerine karsi sitotoksik aktivite gosterdigi ancak normal insan karaciger
hiicrelerine  diisiik oranda toksik oldugu tespit edilmistir (Gryszkiewicz-
Wojtkielewicz vd., 2003).

Samavati vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada ise O. cuspidatum metanolik
ekstraktlarinin kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkisi arastirilmis ve sonug¢ olarak
bu tilirin metanol ekstraktinin kanser hiicre gelisimini inhibe edici ve sitotoksik

aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Ghareeb (2012) tarafindan yapilan ¢alismada ise O. umbellatum tirii sulu
ekstraktlarinin HepG2 hepatik kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkileri incelenmis

ve bitki ekstrakti HepG2 hiicrelerine kars1 toksik bulunmustur.

G. graeca toprak alt1 ve toprak iistii etanol ekstraktlarinin sitotoksik aktivite ve LCsg

degerleri Cizelge 3.13.’de verilmistir.

Cizelge 3.13. G.graeca bitki ekstraktinin sitotoksik aktivitesi

Bitkiler Ekstrakt Oli organizma LCso pg/ml
ppm say1st

G. graeca

Toprak alt1 10 2 237.627
100 4
1000 27

Toprak isti 10 10 29.379
100 20
1000 29

Toksisite derecelerinin degerlendirilmesinde kullanilan referans araliklari, Oldukga toksik<10pg/ml;
Toksik>10pg/ml; Zararli> 100 pg/ml; Toksik degil>1000 pg/ml (Brayn vd., 1997).
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Elde edilen sonuglara gore toprak alt1 ekstraktinin LCso degeri 237.627, toprak {istii
ekstraktinin LCsg degeri ise 29.379 mg/ml olarak bulunmustur.

G. graeca tiirii ve Gagea cinsi ile ilgili yapilan literatiir taramasinda daha énceden
yapilmis bir sitotoksik aktivite tayin caligmasma rastlanilmamistir. Bu agidan

calismamiz bir ilk 6zelligi tagimaktadir.

3.5. Antimutajenik Aktivite Bulgular

3.5.1. Test bakterilerinin genotipik 6zelliklerinin kontrolii

Calismamizda kullandigimiz S. typhimurium TA 98 ve S. typhimurium TA 100
suslarmin genetik isaretleri malzeme ve yontem boliimiinde belirtildigi gibi kontrol

edilmistir.

3.5.1.1. Histidin mutasyonunun kontrolii

S. typhimurium TA 98 ve S. typhimurium TA 100 suslar1 histidin/biyotin i¢eren
minimal glukoz agarli petrilerde tireme gostermistir (Sekil 3.4.) (Sekil 3.5.). Test
bakterileri, biyotin igeren histidinsiz minimal glukoz agarli petrilerde {irememistir.

Suslarin his™ karekteri dogrulanmugtir.

Sekil 3.4. S. typhimurium TA 98’in histidin gereksinim kontrolii sonucu a) Histidin/biyotin

agarda iireme (+) b) Histidin agarda iireme zayif c) Biyotin agarda iireme (-)
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Sekil 3.5. S. typhimurium TA 100’in histidin gereksinim kontrolii sonucu a) Histidin/biyotin

agarda iireme (+) b) Histidin agarda iireme zayif c)Biyotin agarda iireme (-)

3.5.1.2. R Faktorii kontrolii

S. typhimurium TA 98 ve S. typhimurium TA 100 suslar1 histidin/biyotin/ampisilin

iceren minimal glukoz agarli petrilerde tireme gostermistir (Sekil 3.6.).

Sekil 3.6. S. typhimurium TA 98 ve S. typhimurium TA 100 suslarinin R faktér varhginin

kontrolii. Biyotin/histidin/ampisilin agarda iireme (+)

3.5.1.3. rfa mutasyon kontrolii

Nutrient agar (Oxoid) besiyerinde iiretilen test suslarinin kristal viyole emdirilmis
disklerin g¢evresinde tiremeleri gozlenmistir. Olusan zon rfa mutasyonun varligini

dogrulamaktadir (Sekil 3.7.).
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Sekil 3.7. S. typhimurium TA 98 ve S. typhimurium TA 100 suslarinda rfa mutasyon kontrolii

3.5.1.4. uvrB mutasyon kontrolii

Suslar nutrient agar (Oxoid) besiyerine ekilmis ve sonra petrinin yarist aliiminyum
folyo ile kapatilmis, 30 w UV lambasi altinda 10 sn bekletilmistir. UV 1s1n1na maruz
kalan petrinin kapatilmayan kisminda tireme olmazken, kapali olan kisminda iireme
gozlenmistir (Sekil 3.8.). Bu sekilde test suslarmin uvrB mutasyonu tasidiklari

dogrulanmistir.

Sekil 3.8. S. typimurium TA 98 ve S. typhimurium TA 100 suslarinda uvrB mutasyon kontrolii
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3.5.2. Calisilan bitkilerin antimutajenik 6zelliklerinin belirlenmesi

A. ampeloprasum, A. acutifolius, M. armeniacum, O. sigmoideum, G. graeca
tiirlerinin antimutajenik aktivitelerinin tayini amaciyla 6nce her bir tiir i¢in sitotoksik
doz tayini yapilmistir. Belirlenen sitotoksik doz konsantrasyonlarinda bitki
ekstraktlarinin  mutajeniteleri tespit edilmis ve biitiin ekstraktlarin mutajen
olmadiklar1 goériilmiistiir. Buna bagli olarak c¢aligmanin devaminda antimutajenite
caligmalarina gecilmis ve bitki ekstraktlarinin sitotoksik dozlari 1/10 oraninda
seyreltilerek elde edilen ii¢ konsantrasyonda antimutajenite 6zellikleri belirlenmistir.
Her konsantrasyon i¢in c¢alisma 3 tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir. Calisma

sonuglart Ikken vd. (1999) ve Negi vd. (2003)’ye gore degerlendirilmistir.

A.ampeloprasum toprak alti ve toprak istli ekstraktlarinin antimutajenik aktivite

sonuclar1 Cizelge 3.14.’de verilmistir.

Cizelge 3.14. A. ampeloprasum toprak alt1 ve toprak iistii ekstraktinin S.
typhimurium TA 98 ve S. typhimurium TA 100 suslarina kars1 antimutajenik

aktivitesi

Konsantrasyon (mg/petri) Geriye donen koloni sayisi Inhibisyon (%)

TA 98 TA 100 TA 98 TA 100
Negatif kontrol 4+1 14+2.16 - -
Pozitif kontrol
4-NPD 339 +1.41 - - -
NaN3 - 448 +15.94 - -
A. ampeloprasum
Toprak alt1 ekstrakti
5 75 +£12.27 151 £19.11 77.87 66.29
0.5 116 £11.35 283 £19.75 65.78 36.83
0.05 191 £4.99 312+ 13.64 43.65 30.35
Toprak istii ekstrakti
10 91 +£8.38 170 +4.97 73.15 62.02
1 132 £26.32 183 +£2.64 61.06 59.37
0.1 190 £11.26 218+22.62 43.95 51.33
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A. ampeloprasum toprak alt1 ektrakti, 4-NPD tarafindan indiiklenen S. typhimurium
TA 98 susu lizerine; 0.05 mg/petri, 0.5 mg/petri ve 5 mg/petri dozlarinda sirasiyla %
43.65, % 65.78 ve % 77.87 oranlarinda indirgenme ile gliclii antimutajenik etki
gostermistir. A. ampeloprasum toprak altt ektrakti sodyum azid tarafindan
indiiklenen S. typhimurium TA 100 susu iizerine; 0.05 mg/petri ve 0.5 mg/petri
dozlarinda sirasiyla % 30.35 ve % 36.83 oranlarinda inhibisyonla orta dereceli
antimutajenik etki gosterirken, 5 mg/petri dozunda % 66.29 oraninda inhibisyonla

giiclii antimutajenik etki géstermistir.

A. ampeloprasum toprak istii ektrakti ise 4-NPD tarafindan indiiklenen S.
typhimurium TA 98 susu iizerine; 0.1 mg/petri, 1 mg/petri ve 10 mg/petri dozlarinda
sirasiyla % 43.95, % 61.06 ve % 73.15 oraninda inhibisyonla gii¢lii antimutajenik
etki gostermistir. A. ampeloprasum toprak istii ektrakti sodyum azid tarafindan
indiiklenen S. typhimurium TA 100 susu tizerine; 0.1 mg/petri, 1 mg/petri ve 10
mg/petri dozlarinda sirastyla % 51.33, % 59.37 ve % 62.02 oranlarinda inhibisyonla

giiclli antimutajenik etki gostermistir.

A. ampeloprasum bitkisinin S. typhimurium TA 98 susuna kars1 toprak alt1 ve toprak
stli ekstraktlarinin gii¢lii antimutajenik etki gosterdigi, S. typhimurium TA 100
susuna karst ise toprak alt1 ekstraktinin 0.05 ve 0.5 mg/petri dozlarinda orta, 5
mg/petri dozunda giiglii aktivite, toprak istii ekstraktinin ise tiim dozlarda giicli

aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

A. ampeloprasum tiirii ile ilgili yapilan literatiir taramasinda daha 6nceden yapilmis

bir antimutajenik aktivite ¢alismasina rastlanilmamustir.

Ancak Guyonnet vd. (2001) tarafindan yapilan bir caligmada A. cepa ve A. sativum
tirlerinden elde edilen organosiilfir komponentlerinin antimutajenite aktiviteleri
calisilmis ve organosiilfiir komponentlerinin ¢esitli karsinojenlere kars1 antimutajenik

aktivitesinin bulundugu belirlenmistir.

Shukla ve Taneja (2002) tarafindan yapilan c¢alisgmada ise A. sativum sulu
ekstraktlarinin antimutajenik aktivitesi incelenmis ve A. sativum ekstraktlarinin
albino fareler {izerinde yapilan antimutajenite calismasinda kromozomal

mutasyonlara kars1 kemopreventif potansiyele sahip oldugu tespit edilmistir.
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Sing vd. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada A. cepa tiirlinden elde edilen etil
asetat fraksiyonunun S. typhimurium TA 102 susuna kars1 doza bagl antimutajenik

aktivite gosterdigi belirlenmistir.

A.acutifolius toprak alti ve toprak dstii ekstraktlarmin antimutajenik aktivite

sonuclar1 Cizelge 3.15.’de verilmistir.

Cizelge 3.15. A. acutifolius toprak alt1 ve toprak iistii ekstraktlarinin S.

typhimurium TA 98 ve S. typhimurium TA 100 suslarina kars1 antimutajenik

aktivitesi

Konsantrasyon (mg/petri) Geriye donen koloni sayist Inhibisyon (%)

TA 98 TA 100 TA 98 TA 100
Negatif kontrol 13+£3.95 70 £12.71 - -
Pozitif kontrol
4-NPD 488 +48.62 - - -
NaN3 - 308 +£3.19 - -
A. acutifolius
Toprak alt1 ekstrakti
10 375+15 245+ 8.28 23.15 20.45
1 384 +13.20 272 +£12.25 21.31 11.68
0.1 450 +£21.10 307 £19.36 7.78 0.32
Toprak iistii ekstrakti
25 305+ 12.57 193 +£9.88 37.50 37.33
0.25 356 +£19.15 201 £6.01 27.04 34.74
0.025 408 +16.93 215+3.11 16.39 30.19

A. acutifolius toprak alt1 ekstrakti, 4-NPD tarafindan indiiklenen S. typhimurium TA
98 susu tizerine; 1 mg/petri ve 10 mg/petri dozlarinda sirastyla % 21.31 ve % 23.15
oraninda indirgenme ile orta dereceli antimutajenik etki gostermistir. A. acutifolius
toprak alt1 ekstrakti, sodyum azid tarafindan indiiklenen S. typhimurium TA 100 susu
tizerine; 10 mg/petri dozunda % 20.45 oraninda inhibisyonla orta dereceli

antimutajenik etki gostermistir.

A. acutifolius toprak iistii ekstrakti ise, 4-NPD tarafindan indiiklenen S. typhimurium

TA 98 susu lizerine; 0.25 mg/petri ve 2.5 mg/petri dozlarinda sirasiyla % 27.04 ve %
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37.50 oraninda indirgenme ile orta dereceli antimutajenik etki gostermistir. A.
acutifolius toprak istii ekstrakti, sodyum azid tarafindan indiiklenen S. typhimurium
TA 100 susu lzerine; 0.025 mg/petri, 0.25 mg/petri ve 2.5 mg/petri dozlarinda
sirastyla % 30.19, % 34.74 ve % 37.33 oraninda inhibisyonla orta dereceli

antimutajenik etki gostermistir.

A. acutifolius bitkisinin S. typhimurium TA 98 susuna kars1 toprak alt1 ve toprak {istii
ekstraktlarinin orta dereceli antimutajenik etki gosterdigi, S. typhimurium TA 100
susuna karsi ise toprak alti ekstraktinin 1 mg/petri dozunda ve toprak iistii
ekstraktinin 0.025 mg/petri, 0.25 mg/petri ve 2.5 mg/petri dozlarinda orta dereceli

aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

A. acutifolius tiirii ile ilgili yapilan literatiir taramasinda daha onceden yapilmis
antimutajenik aktivite ¢aligmasina rastlanilmamistir. Bu agidan c¢alismamiz bir ilk

ozelligi tasimaktadir.

Ancak Mashele ve Fuku (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada A. laricinus tiirtiniin
sulu ekstraktinin antimutajenik ve mutajenik aktiviteleri belirlenmistir. Caligma
sonucunda A. laricinus tiirii ekstraktinin TA 98 susuna karst % 49 oraninda

indirgeme ile giiclii antimutajenik aktivite gdstermistir.

Asparagus cinsi ile yapilan bir diger ¢calismada ise Asparagus suyunun antimutajenik

etkisi ¢alisilmis ve caligma sonucunda doza bagli olarak inhibisyon etki goriilmiistiir

(Tang, 2000).

Edenharder vd. (1990) tarafindan yapilan c¢alismada ise asparagus suyunun
antimutajenik aktivitesi belirlenmis ve sonucunda % 50’den fazla inhibisyon

gostererek giiclii antimutajenik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.

M. armeniacum toprak alti ve toprak tistii ekstraktlarinin antimutajenik aktivite

sonuglar1 Cizelge 3.16.’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.16. M. armeniacum toprak alt1 ve toprak iistii ekstraktlarinin S.

typhimurium TA 98 ve S. typhimurium TA 100 suslarina kars1 antimutajenik

aktivitesi

Konsantrasyon(mg/petri) Geriye donen koloni sayis1 Inhibisyon (%)

TA98 TA 100 TA98 TA 100
Negatif kontrol 13 +1.56 34 +4.04 - -
Pozitif kontrol
4-NPD 432 +£33.04 - - -
NaN3 - 484 + 18.08 - -
M. armeniacum
Toprak alt1 ekstrakti
10 101 £4.96 192 +£4.35 76.62 60.33
1 181+£3.05 218 £0.95 58.10 54.95
0.1 293 £4.35 329 £12.05 32.17 32.02
Toprak iistii ekstrakti
10 284 +2 216 +3.05 34.25 55.37
1 302+5.29 345 +9.53 30.09 28.71
0.1 379 +£3.05 390+ 13.57 12.26 19.42

M. armeniacum toprak alt1 ekstrakti, 4-NPD tarafindan indiiklenen S. typhimurium
TA 98 susu iizerine; 0.1 mg/petri dozunda % 32.17 oraninda indirgenme ile orta
dereceli antimutajenik etki gosterirken 1 mg/petri ve 10 mg/petri dozlarinda sirasiyla
% 58.10 ve % 76.62 oraninda indirgenme ile giiclii antimutajenik etki gostermistir.
M. armeniacum toprak alti ekstrakti, sodyum azid tarafindan indiiklenen S.
typhimurium TA 100 susu iizerine; 0.1 mg/petri dozunda % 32.02 oraninda
indirgenme ile orta dereceli antimutajenik etki gosterirken 1 mg/petri ve 10 mg/petri
dozlarinda sirasiyla % 54.95 ve % 60.33 oraninda indirgenme ile gii¢lii antimutajenik

etki gostermistir.

M. armeniacum toprak tistii ekstrakti, 4-NPD tarafindan indiiklenen S. typhimurium
TA 98 susu lizerine; 1 mg/petri ve 10 mg/petri dozlarinda sirasiyla % 30.09 ve %
34.25 oraninda indirgenme ile orta dereceli antimutajenik etki goOstermistir. M.
armeniacum toprak istii ekstrakti, Sodyum azid tarafindan indiiklenen S.

typhimurium TA 100 susu tizerine; 1 mg/petri dozunda % 28.71 oraninda indirgenme
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ile orta dereceli antimutajenik etki gosterirken 10 mg/petri dozunda % 55.37

oraninda indirgenme ile gii¢lii antimutajenik etki gostermistir.

M. armeniacum bitkisinin S. typhimurium TA 98 ve TA 100 suslarna kars1 toprak altt
ekstrakti 0.1 mg/petri dozunda orta, 1 ve 10 mg/petri dozlarinda giiglii dereceli
antimutajenik etki gostermistir. S. typhimurium TA 98 susuna karsi toprak Tistii
ekstraktinin 1 ve 10 mg/petri dozlarinda orta dereceli aktivite gosterdigi S.
typhimurium TA 100 susuna kars1 ise 1 mg/petri dozunda orta, 10 mg/petri dozunda
giiclii dereceli aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

M. armeniacum tiiri ile ilgili yapilan literatiir taramasinda daha 6nceden yapilmis bir

antimutajenik aktivite caligsmasina rastlanilmamustir.

Muscari cinsi ile ilgili olarak literatiir taramasinda Miadokova vd. (2002) tarafindan
yapilan calisma disinda baska bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu c¢aligmada M.
racemosum tiiriinden elde edilen homoizoflavanoidlerin S. typhimurium TA 97, S.
typhimurium TA 98, S. typhimurium TA 100 ve S. typhimurium TA 102 suslari
kullanilarak antimutajenik aktivite tayini yapilmistir. Calisma sonucunda bu
homoizoflavanoidlerin antimutajenik 6zelliklerinden dolayr kanserin 6nlenmesinde

faydali olabilecegi ve farmakolojik agidan da biiyiik onem tasidiklari belirlenmistir.

O. sigmoideum toprak alti ve toprak istii ekstraktlarmin antimutajenik aktivite

sonuclar1 Cizelge 3.17.’de verilmistir.

66



Cizelge 3.17. O. sigmoideum toprak alt1 ve toprak iistii ekstraktlarinin S.

typhimurium TA 98 ve S. typhimurium TA 100 suslarina kars1 antimutajenik

aktivitesi

Konsantrasyon(mg/petri) Geriye donen koloni sayisi Inhibisyon (%)

TA 98 TA 100 TA 98 TA 100
Negatif kontrol 3+1.29 38+5.59 - -
Pozitif kontrol
4-NPD 330 +46.60 - - -
NaN3 - 344 +28.58 - -
O. sigmoideum
Toprak alt1 ekstrakti
10 155 +47.42 123 £5.31 65.15 64.24
1 159 £ 11.44 249 +£15.94 51.81 27.61
0.1 202 +18.27 319+11.69 38.78 7.26
Toprak iistii ekstrakti
10 45+6.18 245+10.78 86.36 28.77
1 155 +17.81 320+9.83 53.03 6.97
0.1 242 £10.44 343 £ 14.46 26.66 0.29

O. sigmoideum toprak alt1 ekstrakti, 4-NPD tarafindan indiiklenen S. typhimurium
TA 98 susu iizerine; 0.1 mg/petri dozunda % 38.78 oraninda indirgenme ile orta
dereceli antimutajenik etki gosterirken, 1 mg/petri ve 10 mg/petri dozlarinda sirasiyla
% 51.81 ve % 65.15 oraninda indirgenme ile gii¢lii antimutajenik etki gostermistir.
O. sigmoideum toprak alt1 ekstrakti, sodyum azid tarafindan indiiklenen S.
typhimurium TA 100 susu tizerine; 1 mg/petri dozu % 27.61 oraninda indirgenme ile
orta dereceli antimutajenik etki gosterirken, 10 mg/petri dozu % 64.24 oraninda

indirgenme ile gii¢lii antimutajenik etki gostermistir.

O. sigmoideum toprak {istii ekstrakti, 4-NPD tarafindan indiiklenen S. typhimurium
TA 98 susu iizerine; 0.1 mg/petri dozunda % 26.66 oraninda indirgenme ile orta
dereceli antimutajenik etki gosterirken, 1 mg/petri ve 10 mg/petri dozlarinda sirasiyla
% 53.03 ve 86.36 oraninda indirgenme ile giiclii antimutajenik etki gdstermistir. O.

sigmoideum toprak iistii ekstrakti, sodyum azid tarafindan indiiklenen S. typhimurium
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TA 100 susu tizerine; 10 mg/petri dozunda % 28.77 oraninda indirgenme ile orta

dereceli antimutajenik etki gostermistir.

O. sigmoideum bitkisinin S. typhimurium TA 98 susuna karsi toprak alt1 ve toprak
st ekstraktlarmin 0.1 mg/petri dozunda orta, 1 ve 10 mg/petri dozlarinda giiglii
dereceli antimutajenik etki gosterdigi, S. typhimurium TA 100 susuna karsi ise toprak
alt1 ekstraktinin 1 mg/petri dozunda orta, 10 mg/petri dozunda giiglii ve toprak {istii

ekstraktinin 10 mg/petri dozunda orta dereceli aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

O. sigmoideum tiirii ile ilgili yapilan literatiir taramasinda daha onceden yapilmis bir

antimutajenik aktivite caligmasina rastlanilmamustir.

Ornithogalum cinsi ile ilgili olarak Verschaeve vd. (2004) tarafindan yapilan
caligmada O. longibracteatum diklorometan ekstraktinin mutajenik ve antimutajenik
aktivitesi ¢alisilmis ve bu tiiriin yaprak ekstraktinin genetoksik potansiyel tasidigi
bildirilmistir.

G. graeca toprak alt1 ve toprak lstii ekstraktlarmin antimutajenik aktivite sonuglari

Cizelge 3.18.’de verilmistir.

Cizelge 3.18. G. graeca toprak alt1 ve toprak iistii ekstraktlarinin S. typhimurium

TA 98 ve S. typhimurium TA 100 suslarina kars:1 antimutajenik aktivitesi

Konsantrasyon(mg/petri) Geriye donen koloni sayisi Inhibisyon (%)
TA 98 TA 100 TA 98 TA 100
Negatif kontrol 9+0.83 37+6.83 - -

Pozitif kontrol
4-NPD 333 +27.94 - - -
NaN; - 455 +21.64 - -
Gagea graeca

Toprak alt1 ekstrakti

5 239 +£32.86 219 +37.72 28.22 51.86
0.5 259 +21.94 331 +£27.25 22.22 27.25
0.05 312+12.27 370 + 18.68 6.30 18.68
Toprak listii ekstrakti

5 266 + 6.63 193 £9.88 20.12 32.3
0.5 292 +£11.48 201 £6.01 12.31 10.1
0.05 313+4.78 215+3.11 6 6.81
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G graeca toprak alt1 ekstrakti, 4-NPD tarafindan indiiklenen S. typhimurium TA 98
susu tzerine; 0.5 mg/petri ve 5 mg/petri dozlarinda sirasiyla % 22.22 ve 28.22
oraninda indirgenme ile orta dereceli antimutajenik etki gostermistir. G. graeca
toprak alt1 ekstrakti, sodyum azid tarafindan indiiklenen S. typhimurium TA 100 susu
tizerine; 0.5 mg/petri dozunda % 27.25 oraninda indirgenme ile orta dereceli
antimutajenik etki gosterirken, 5 mg/petri dozunda % 51.86 oraninda indirgenme ile

giiclii antimutajenik etki géstermistir.

G. graeca toprak istli ekstrakti ise, 4-NPD tarafindan indiiklenen S. typhimurium TA
98 susu iizerine; 5 mg/petri dozunda % 20.12 oraninda indirgenme ile orta dereceli
antimutajenik etki gostermistir. G. graeca toprak isti ekstrakti, sodyum azid
tarafindan indiiklenen S. typhimurium TA 100 susu tizerine; 5 mg/petri dozunda %

32.30 oraninda indirgenme ile orta dereceli antimutajenik etki géstermistir.

G. graeca bitkisinin S. typhimurium TA 98 susuna kars1 toprak alt1 ekstraktinin 0.5
ve 5 mg/petri dozlarinda ve toprak istii ekstraktlarmin 5 mg/petri dozunda orta
dereceli antimutajenik etki gosterdigi, S. typhimurium TA 100 susuna kars1 ise toprak
alt1 ekstraktinin 0.5 mg/petri dozunda orta, 5 mg/petri dozunda giiglii ve toprak iistii

ekstraktinin 5 mg/petri dozunda gii¢lii dereceli aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

G. graeca tiirii ve Gagea cinsi ile ilgili yapilan literatiir taramasinda daha 6nceden
yapilmis antimutajenik aktivite caligmasina rastlanilmamistir. Bu agidan ¢aligmamiz

bir ilk 6zelligide tagimaktadir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Yurdumuz bitki ¢esitliligi ag¢isindan oldukg¢a zengin bir iilkedir. Liliaceae familyasi
da bu zenginlik igerisinde tiir sayis1 bakimindan oldukga 6nemli bir yerdedir. Mugla
yoresi Liliaceae familyasina ait birgok tiire ev sahipligi yapmaktadir. Buna karsilik
bu tiirler ile ilgili yeteri kadar biyolojik aktivite ¢alismasi bulunmamaktadir. Bu
calismada Liliaceac familyasina ait A. ampeloprasum, A. acutifolius, M.
armeniacum, O. sigmoideum ve G. graeca tiirlerinin etanol ekstraktlarinin
antimikrobiyal, antibiyofilm, antioksidan, antimutajenik ve sitotoksik aktiviteleri

tespit edilmistir.

Disk diflizyon metodu ile elde edilen antimikrobiyal aktivite sonuclarina gore
ekstraktlarin Gram pozitif test suslarina karst Gram negatif test suslarindan daha
yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdikleri tespit edilmistir. A. ampeloprasum
toprak alt1 ve A. acutifolius toprak {istii ekstraktlar1 Gram pozitif test suslarina karsi
en yiiksek inhibisyon zonlarini olusturmuslardir. C.albicans’a karsi ise sadece A.
ampeloprasum toprak alt1 ekstraktinin 20 mm’lik inhibisyon zonu olusturdugu tespit
edilmistir. Bitki ekstraktlarinin MIK yontemi ile elde edilen antimikrobiyal aktivite
sonuglart disk diflizyon metodu sonuglari ile uyumluluk gostermektedir. Elde edilen
MIK sonuglarma gére bitki ekstraktlarmin Gram negatif test suslarina karsi
antimikrobiyal aktivite gostermedikleri, C. albicans’a karsi ise sadece A.
ampeloprasum toprak alt1 ekstraktinin MIK degerinin 20 mg/ml oldugu tespit
edilmistir. Bu g¢alismada kullanilan A. ampeloprasum, M. armeniacum, O.
sigmoideum ve G. graeca tiirleri ile ilgili olarak yapilan literatiir taramasinda
herhangi bir antimikrobiyal aktivite g¢aligmasina rastlanilmamistir. Bu nedenle
calismamiz bu tiirlerin antimikrobiyal aktivitelerinin arastirilmasinda ilk c¢alisma

olma 6zelligindedir.

Antibiyofilm aktivite sonuglarina gore en yiiksek indirgenme degeri A.

ampeloprasum toprak alt1 ekstraktinda 15 mg/ml konsantrasyonda elde edilmis olup,
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ayni konsantrasyonda bu ekstrakt C. albicans biyofilm olusumunu % 49.43 oraninda
indirgemistir. S. aureus biyofilm olusumuna karsi calisilan bitki ekstraktlarinin
icerisinde doza bagl olmakla birlikte en yiiksek indirgenme A. ampeloprasum toprak
alt1 ve toprak istii ekstraktlarinda tespit edilmistir. Bu bitkinin toprak alt1 ve toprak
iistii ekstraktlarinin sirastyla 20 mg/ml konsantrasyonda % 40.17 ile % 44.16, 15
mg/ml konsantrasyonda ise % 30.81 ile % 19.81 oranlarinda indirgenme sagladig
tespit edilmistir. E. coli ve P. aeruginosa suslarinin biyofilm olusumuna karsi
caligilan bitki ekstraktlarinin sadece 20 ve 15 mg/ml konsantrasyonda inhibisyona
neden oldugu goriilmiistiir. E. coli biyofilm olusumuna kars1 en yiiksek inhibisyon O.
sigmoideum toprak alt1 ekstraktinda 20 mg/ml konsantrasyonda % 35.65 olarak elde
edilmistir. Yapilan bu c¢alisma kullanilan bitki ekstraktlarinin = antibiyofilm

ozelliklerini ortaya koyan ilk ¢alismadir.

Calismada kullanilan bitki ekstraktlarinin 6zellikle Gram pozitif bakteriler tarafindan
olusturulan biyofilmlerin gideriminde kullanilabilecegi ortaya c¢ikarilmistir. Buna
bagli olarak bu bakterilerin olusturdugu biyofilmlerin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde, gida isletmelerinde ve sebeke sularinda olusan biyofilm ve buna bagh
enfeksiyonlarin  giderilmesinde bu  ekstraktlar  alternatif drog kaynagi

olusturabilecektir.

Antioksidan aktivite sonuglarina gore elde edilen en yiiksek ICso degeri 11.24 mg/ml
ile O. sigmoideum toprak alt1 ekstraktina aittir. Elde edilen en yiiksek B-karoten-
linoleik asit indirgenme yiizdesi ise % 97.40 orani ile G. graeca toprak iistii
ekstraktinda bulunmustur. DPPH serbest radikal giderim sonuglarina gére G. graeca
hari¢ diger bitkilerin toprak alt1 ekstraktlari, toprak iistii ekstraktlarindan daha ytiksek

antioksidan aktivite gostermislerdir.

Elde edilen bu sonuglar bitki ekstraktlarinin giiclii birer antioksidan olarak
kullanilabilecek ozellikte oldugunu gostermektedir. Literatiir taramasinda A.
ampeloprasum, A. acutifolius ve O. sigmoideum tiirleri ile ilgili gesitli antioksidan
caligmalart bulunurken M. armeniacum ve G. graeca tiirleri ile yapilan herhangi bir

antioksidan aktivite calismasina rastlanilmamustir.

Elde edilen antioksidan aktivite sonuglarina gore, ¢alismada kullanilan ekstraktlar

bunama, alzheimer, demans gibi yaslilikta ortaya ¢ikan hastaliklarin énlenmesinde
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kanser ve yaslanmaya kars1 kullanilabilecek alternatif dogal antioksidanlar
icermektedir. Ayrica bu ekstraktlar gida isletmelerinde uzun raf omrii saglayan

karsinojenik etkili sentetik antioksidanlara da alternatif olusturabileceklerdir.

Bitki ekstraktlarinin sitotoksik aktiviteleri Brine Shrimp Toksisite Testi ile tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore en yiiksek LCsy degeri A. acutifolius toprak alti
ekstraktinda tespit edilirken en diisik LCso degeri A. ampeloprasum toprak alti
ekstraktinda tespit edilmistir. Brayn (1997) tarafindan yapilan toksisite
derecelendirmesine gore calismada A. acutifolius toprak alti ekstraktinin toksik
olmadigi, A. ampeloprasum ve O. sigmoideum toprak alt1 ile G. graeca toprak istii
ekstraktlarinin toksik, diger bitki ekstraktlarinin ise zararli oldugu tespit edilmistir.
Elde edilen bu sonuglar kanser hiicreleri ile yapilacak olan sitotoksik aktivite

calismalarina temel olusturabilecektir.

Bitki ekstraktlari igerisinde en yiiksek antimutajenik aktivite S. typhimurium TA 98
susu i¢in % 86.36 oraninda inhibisyon ile 10 mg/petri dozunda O. sigmoideum toprak
iistli ekstraktinda ve S. typhimurium TA 100 susu igin ise % 66.29 inhibisyon ile 5
mg/petri dozunda A. ampeloprasum toprak alti ekstraktinda tespit edilmistir.
Literatiirde A. ampeloprasum, A. acutifolius, M. armeniacum, O. sigmoideum ve G.
graeca tiirlerinin antimutajenik aktiviteleri ile ilgili bir ¢calismaya rastlanilmamustir.
Calisma, bu tiirlerin antimutajenik aktivitelerinin belirlenmesi agisindan bir ilk olma
ozelligindedir. Ozellikle M. armeniacum, O. sigmoideum ve A. ampeloprasum
ekstraktlarinin 6nemli 6l¢iide antimutajenik aktivite gosterdikleri tespit edilmistir. Bu
bilesiklerin kullanilmasi basta kanser olmak iizere bir¢ok hastaligin 6nlenmesi i¢in

yeni tedavi olanaklar1 saglayabilir.

Biitiin bu ¢aligmalar 15181nda antimikrobiyal aktivite tayininde O. sigmoideum ve A.
ampeloprasum ekstraktlarinin Gram pozitif suslara karsi oldukga etkili olduklar1 ve
ayrica A. ampeloprasum ekstraktinin C. albicans’a karsi en yiiksek inhibisyon
zonunu olusturdugu tespit edilmistir. Antibiyofilm aktivite sonuglarina gore bu tiirler,
Gram pozitif mikroorganizmalarin biyofilm olusumunun indirgenmesinde oldukca
etkili olmuslardir. Ayrica bu iki bitki tiirii sitotoksik aktivite tayininde toksik olarak
derecelendirilmelerine karsin  antimutajenite  deneylerinde yiiksek derecede

antimutajenik aktivite gostermislerdir. Bu sonuglar géz oniine alindiginda calisilan
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bitki tiirleri igerisinden A. ampeloprasum ve O. sigmoideum tiirleri ve bunlardan elde
edilecek etken maddeler 6zellikle kanser basta olmak iizere cesitli hastaliklarin
tedavisinde alternatif droglar olarak degerlendirilebilecektir. Ayrica 6zellikle Gram
pozitif bakterilerin olusturdugu biyofilmlerin neden oldugu enfeksiyonlarin

tedavisinde de bu bitkiler alternatif bir drog kaynagi olusturabilecektir.
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EKLER

Ek A. Besiyeri Ortamlar:

Nutrient broth (NB) (Merck)

Pepton 59
Et ekstresi 39
Distile su 1000 mi

121 °C basingta 15 dk otoklavlanarak steril edilmistir. Bu besiyeri B. subtilis, S.
aureus, E. coli ve P aeruginosa suslarmin aktiflestirilmesinde kullanilmastir.

Sabaoraud Dextrose Broth (SDB) (Merck)

Et ekstresi 5¢
Pepton (Kazein) 5¢
D(+)Glukoz 20g
Distile su 1000 ml

121 °C basingta 15 dk otoklavlanarak steril edilmistir. Bu besiyeri C. albicans
susunun aktiflestirilmesinde kullanilmstir.

Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck)

Et ekstresi 290
Kazein hidrolizati 175¢g
Nisasta 159
Agar 139
Distile su 1000 ml

121°C basingta 15 dk otoklavlanarak steril edilmistir. Bu besiyeri antimikrobiyal
aktivitenin belirlenmesinde disk difiizyon metodunda kullanilmistir.
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Mueller Hinton Broth (MHB) (Merck)

Et ekstresi 29
Kazein hidrolizati 1759
Nisasta 159
Distile su 1000 ml

121 °C basingta 15 dk otoklavlanarak steril edilmistir. Bu besiyeri antimikrobiyal
aktivitenin belirlenmesinde mikrodiliisyon metodunda kullanilmistir.

Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck)

Pepton (Kazein) 179
Pepton (Soymeal) 30
D(+) Glukoz 259
Sodyum kloriir 590
K,HPO, 25¢g
Distile su 1000 ml

Besiyeri 121 °C basingta 15 dk otoklavlanarak steril edilmistir. Bu besiyeri
antibiyofilm aktivitenin belirlenmesinde kullanilmistir.

Nutrient broth No. 2 (Oxoid)

Lab-Lemco tozu 109
Pepton 109
Sodyum kloriir 50
Distile su 1000 ml

Manyetik 1sitmali karistiricida maddeler ¢oziiniip kaynayincaya kadar 1sitilir. Tiiplere
bir kism1 5-7 ml ve diliisyon i¢in bir kism1 9 ml cam tiiplere konulur. Besiyeri 121
°C’de 30 dk otoklavlanir. Oda sicakliginda muhataza edilir. Test suslar1 kiiltiirlerinin
eldesi i¢in kullanilir.

Nutrient Agar (Oxoid)

Lab-Lemco tozu 109
Pepton 109
Sodyum klortir 59
Agar 159
Distile su 1000 ml
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1000 ml su igerisine 25 g Oxoid nutrient broth ve 15 g agar ilave edilir. Manyetik
isitmali karistiricida maddeler ¢oziinlip kaynayincaya kadar isitilir. Besiyeri 121
°C’de 30 dk otoklavlanir. Otoklavdan ¢ikinca 45 °C’ye kadar sogutulur ve steril
petrilere dokiilerek katilagsmaya birakilir. Oda sicakliginda muhafaza edilir. Tek
koloni eldesi, test suslarinin rfa ve uvrB mutasyonunun tespiti i¢in ve sitotoksik doz
belirlemede alt agarli besiyeri olarak kullanilir.

Minimal glukoz agarh ortam (MGA)

Bacto agar 7549
Distile su 465 ml
50x VB tuzlar 10 ml

%10’luk glukoz ¢ozeltisi 25 ml

7.5 g bacto agar tartilip lizerine 465 ml distile su ilave edilerek manyetik karistiricida
sitilip karistirilir. Karisim otoklavda 121°C’de 30 dk otoklavlanir. Otoklavdan ¢ikan
besiyeri 45-65°C’ye kadar sogutulduktan sonra iizerine 6nceden hazirlanmis ve steril
edilmis olan 10 ml 50xVB tuzlar1 ve 25 ml % 10’luk glukoz ¢ozeltisi ilave edilir,
hafifce karigtirilir. Petrilere 20-25 ml olacak sekilde dokiiliir. Oda sicakliginda
saklanir. Antimutajen ve mutajen deneylerinde alt agar olarak kullanilir.

Top agar

Bacto agar 03¢
Sodyum klorit (NaCl) 0.3¢g
Distile su 45 ml

Karigim otoklavda 121°C’de 30 dk steril edilir. Otoklavdan ¢iktiktan sonra {izerine 5
ml Biyotin / Histidin ¢6zeltisinden konulur ve hafifce karistirilir. Antimutajen,
mutajen ve sitotoksik dozun belirlenmesinde alt agar (Minimal glukoz agarli ortam)
ylizeyine bakteri, mutajen, bitki ekstrakti ve sodyum tampon ¢ozeltisini yaymak i¢in
kullanilir.
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Ek B. Calismada Kullanilan Boya ve Soliisyonlar

Sodyum Fosfat Tamponu (0.2 M) (pH 7.4)

I. Cozelti

Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,) 0.595¢
Distile su 50 ml
II. Cozelti

Di-sodyum hidrojen fosfat dihidrat 0.756 g
(Na;HPO,4.2H,0)

Distile su 60 ml

Bir beher igerisine 5 ml ¢ozelti I’den ve 50 ml ¢ozelti II’den konularak pH 7.4° ¢
cozelti I’den eklenerek ayarlanir. Son hacim 60 ml olmahdir. Cozelti tiiplere
dagitilarak 121 °C’de 30 dk otoklavlanir. Oda sicakliginda saklanir. Antimutajen,
mutajen, sitotoksik doz ¢aligmalarinda kullanilir.

Biyotin ¢ozeltisi (% 0.13 w/v)
D-Biyotin 109
Distile su 100 mi

Su kaynayincaya kadar isitilir ve biyotin eklenir. Coziiniinceye kadar manyetik
kanistiricida karistirilir. 0.45 pum filtreden gecirilerek steril edilir. +4 °C’de saklanir.
Suslarin genetik ozelliklerinin kontrolii i¢in minimal glukoz agar ortamina ilave
edilir.

Histidin ¢ozeltisi (% 0.5 w/v)
L-Histidin 500 mg
Distile su 100 ml

Histidin distile suda iyice ¢oziindiikten sonra 121 °C’de 15 dk otoklavlanir. +4 °C’de
saklanir. Suglarin genetik 6zelliklerinin kontrolii icin minimal glukoz agar ortamina
ilave edilir.
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Ampisilin ¢ozeltisi (% 0.8 w/v)
Ampisilin 8 mg
Distile su 100 ml

Distile su 65 °C’ye kadar 1sitilir ve ampisilin ¢oziiliir. 0.45 um filtreden gegirilerek
steril edilir. +4 °C’de saklanir. Suslarin genetik 6zelliklerinin kontrolii i¢in minimal
glukoz agar ortamina ilave edilir.

%0.1°lik Kristal viyole soliisyonu (1 mg/ml)
Kristal viyole 100 mg
Distile su 100 ml

Kristal viyole distile 100 ml suda iyice ¢ozilir. +4 °C’de gilines 1sinlarindan
korumak i¢in koyu renkli sise igerisinde saklanir. Test suslarindaki rfa mutasyonunun
dogrulanmasi i¢in kullanilmstir.

Vogel Bonner Salt Medyum (50xVB tuzlar)

Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSO4.7H,0) 1.801¢g
Amonyum sodyum fosfat dibasic tetra hidrat, (HsNNaO4P.4H,0) 17.5¢g
Di-potasyum hidrojen fosfat, (K,HPO,4.3H,0) 65.5¢
Sitrik asit monohidrat 10¢
Distile su 50 ml

Su yaklasik 50 °C’ye kadar isitilir. Manyetik bir karigtirici {izerinde birinin tam
olarak ¢oziindiigiinden emin olunduktan sonra digeri katilmak suretiyle siirekli
karistirillarak ¢oziiniir. En son sitrik asit konulur ve renk seffafa doniinceye kadar
isitilir. Birt ¢oziinmeden digeri konulmamalidir. En son maddenin eklenmesi ile
seffaf karigim bir meziire alinarak son hacim 100 ml’ye tamamlanir. Cam tiiplere 10
ml olarak bolintir ve 121 °C’de 30 dk otoklavlanir. Oda sicakliginda karanlikta
saklanmalidir. Minimal glukoz agarli ortam i¢in kullanilir.

% 10’luk Glukoz ¢ozeltisi
D-glukoz 109
Distile su 100 ml

Distile suyun 50 ml si ile madde manyetik karistiricida karigtirilarak ¢oziinmesi
saglanir. Coziinen madde meziire alinarak son hacmi 100 ml’ye tamamlanir. 121
°C’de 30 dk otoklavlanir. 25 ml hacimde tiiplere dagitilir. +4 °C’de muhafaza edilir.
Minimal glukoz agarli ortam i¢in kullanilir.
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0.5 mM histidin/biyotin cozeltisi

D-Biyotin 124 mg
L-Histidin 96 mg
Distile su 1000 ml

Kaynama sicakligindaki distile suya biyotin ve histidin ilave edilir ve manyetik
karistiricida ¢oziinlinceye kadar karistirilir. 0.45 puM filtreden gecirilerek steril edilir.
+4 °C’de saklanir. Antimutajen ve mutajenite deneylerinde top agara ilave edilir.
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Ek C. Mutajenlerin Hazirlanmasi

S. typhimurium TA 98 mutajeni
4-nitro-o-fenilendiamin 05¢
Dimetil stilfoksit 5ml

Oda sicakliginda karanlikta muhafaza edilmelidir. 25 ml minimal glukoz agarli
ortamda 3 pg/petri olacak sekilde belirlenmistir. Mutajenite ve antimutajenite
deneylerinde kullanilir.

S. typhimurium TA 100 mutajeni
Sodyum azid 0.04¢
Distile su 50 ml

+4 °C’de saklanmalidir. 25 ml minimal glukoz agarli ortamda 8 pg/petri olacak
sekilde belirlenmistir. Mutajenite ve antimutajenite deneylerinde kullanilir.
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