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OZET
YUKSEK LiSANS TEZi

BAZI AROMATIK BiTKi TURLERININ ANTiOKSIDAN,
ANTIMIKROBIYAL VE DNA KORUYUCU AKTIiVITELERININ
BELIiRLENMESI

Pelin KARAMAN
Cumbhuriyet Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman
Dog. Dr. Bektas Tepe

Bu calisma, Stachys iberica, Allium sivasicum, Foeniculum vulgare,
Origanum laevigatum, Teucrium polium ve Salvia hypargeia bitkilerinden elde
edilen su Oziitlerinin in vitro antioksidan, antimikrobiyal ve DNA koruyucu
aktiviteleri arastirilmistir. Calismanin  ilk  kisminda 6ziitlerin  antioksidan
aktivitelerinin tespiti i¢in, [B-karoten-linoleik asit, fosfomolibdenyum, DPPH
serbest radikal giderimi, indirgenme gilicii ve selatlama kapasitesi yontemleri
uygulanmistir. Ayrica 6ziitlerin toplam fenolik ve flavonoid bilesik miktarlar1 da
belirlenmistir. O. laevigatum 6ziitii, DPPH ve fosfomolibdeyum metodlarma gore
en yliksek aktiviteyi sergilemistir. B-karoten-linoleik asit renk agilim testinde ise
tiim bitki 6ziitlerinin antioksidan aktivite degerlerinin sentetik antioksidanlar BHT
ve BHA ile karsilastirilabilecek kadar yiiksek oldugu gorilmiistiir. Metal
selatlama yonteminde A4. sivasicum ve O. laevigatum Ozitleri kayda deger bir
aktivite gostermezken, en yiiksek aktiviteyi F. vulgare su 0Ozitlii sergilemistir.

Indirgeme giicii testinde ise en yiiksek aktivite 4. sivasicum su Oziitiinden elde



edilmistir. O. laevigatum’un toplam fenolik bilesik miktar1 yiiksek bulunmustur.
Diger yandan, 4. sivasicum, flavonoidler acisindan en zengin bitki olarak tespit
edilmistir.  Oziitlerin antimikrobiyal aktivite testlerinin sonucunda test
mikroorganizmalarina karst orta derecede aktivite gosterdikleri belirlenmistir.
Ayrica calismada kullanilan bitki 6ziitleri DNA koruyucu aktiviteleri agisindan

etkili bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Stachys iberica, Allium sivasicum, Foeniculum
vulgare, Origanum laevigatum, Teucrium polium, Salvia hypargeia, Antioksidan

aktivite, Antimikrobiyal aktivite, DNA koruyucu aktivite
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ABSTRACT
M.Sc. THESIS

DETERMINATION OF SOME PLANT SPECIES FOR THEIR
ANTIOXIDANT, ANTIMICROBIAL AND DNA DAMAGE PROTECTION
POTENTIALS

Pelin KARAMAN
Cumhuriyet University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor
Assoc. Prof. Dr. Bektas TEPE

In this study in vitro antioxidant, antimicrobial and DNA damage protection
potentials of the water extracts of Stachys iberica, Allium sivasicum, Foeniculum
vulgare, Origanum laevigatum, Teucrium polium and Salvia hypargeia were
investigated. In the first part of the study, P-carotene-linoleic acid,
phosphomolybdenum, DPPH free radical scavenging, reducing power and metal
chelating effect tests were performed to detect antioxidant activities of the
extracts. Additionally, total phenolic and flavonoid constituents of the extracts
were determined. The extract of O. laevigatum exhibited the maximum activity
according to the results of DPPH and phosphomolybdenum assays. In B-carotene-
linoleic acid bleaching test system, it was seen that the antioxidant activities of the
plant extracts were found high enough when compared with those of synthetic
antioxidants BHT and BHA. In the case of metal chelating effect, A. sivasicum
and O. laevigatum extracts did not show remarkable activity whereas water
extract of F. vulgare exerted the highest antioxidant activity. In the case of
reducing power assay, the highest activity was obtained from the polar extract of

A. sivasicum. Amount of the total phenolic compounds for O. laevigatum extract



vii

was found high. On the other hand A. sivasicum extract was found as the richest
plant in terms of flavonoids. According to the results of antimicrobial activity
tests, the extracts were found as moderately effective against the test
microorganisms. In addition, all of the plant extracts used in this study were found

active in terms of their DNA damage protection potentials.

Key Words: Stachys iberica, Allium sivasicum, Foeniculum vulgare,
Origanum laevigatum, Teucrium polium, Salvia hypargeia, Antioxidant activity,

Antimicrobial activity, DNA damage protection potential
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1. GIRIS

1.1. Tibbi ve Aromatik Bitkiler

Bitkilerin tedavi edici giice sahip oldugu bilgisi antik caglara kadar
uzanmaktadir. Eski Misirlilar, Yunanlilar ve Romalilar tarafindan temelleri atilan
sifal1 bitkilerle tedavi ilmini, daha sonraki ¢aglarin insanlar1 da kullanmis ve onu
stirekli olarak zenginlestirmislerdir (Colli, 2007).

Tibbi bitkiler konusunda en eski ve en dnemli belge M.O. 1550°de yazilmus
olan “Papyrus Ebers” adli eserdir. Papyrus rulolar1 iizerinde mineral, bitki ve
hayvan aleminden elde edilen 700 drog (bitkisel yada hayvansal kokenli ilag
hammaddesi) ve 811 regete bulunmaktadir. Burada hastaligin ¢esidi, gerekli olan
ilag miktari, hazirlanmasi giiniimiizdeki gibi acik ve dogru bir sekilde yazilmistir.
M.O. 460-377 yillarinda ise Yunan tibbmm iinlii hekimlerinden Hippokrates,
200’{in iizerinde tibbi bitkiyi tammlamistr. Roma Imparatorlugu zamanimnda
yasamis onemli hekimlerden olan Dioscorides ise bitkileri incelemis ve bunlardan
cesitli hastaliklara karsi kullanilan bitkileri “Materia Medica” adli 5 ciltlik
eserinde toplamistir. Dioscorides’in bu eseri genellikle otlar {izerinedir ve ¢aginin
bu alanda en 6nemli kitab1 oldugu gibi, 15. asra kadar bu eser bitki ilmi i¢in temel
bir kaynak olmustur. Orta ¢agin hekimlerinden bir digeri de Galen’dir. Galen
yaklagik 540 bitki iizerine ¢aligmalar yapmis ve preparat hazirlama konusunda
20’ye yakin eser ortaya cikarmustir. Ibn-i Sina ise “Canon Medicinae” adl
eserinde biitin Yunan ve Arap tibbimmi sistematik olarak ele almistir
(Karamanoglu, 1977).

Tarih 6ncesi ¢aglardan sentetik ilaglarm bulundugu 19. yy’a kadar bitkiler tibbi
tedavilerin temelini olusturmustur (Djeridane ve ark., 2006). Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan 91 iilkenin tibbi bitkileri iizerine yapilan bir arastirmaya gore,
tedavi amaciyla kullanilan bitki sayis1 20.000 olarak tespit edilmistir. Ancak
diinyadaki tibbi bitki sayismin 100.000’1 gececegi tahmin edilmektedir (Hizlisoy,
2009). Diinya niifusunun ise % 80’1 tibbi bitkileri kullanmakta iken gelismis
iilkelerde ilag preparatlarinda tibbi bitki kullanim orani % 25’1 bulmaktadir.



Son zamanlarda ise modern tibba tamamlayic1 olarak tibbi bitkilerin
kullanilmas1 fikri yayginlagsmaktadir. Bunun nedeni sentetik ilaglarin artan
hastaliklara karst kimi zaman yetersiz kalmasi ve mutajenik, teratojenik ve
karsinojenik yan etkilerinin ortaya ¢ikmaya baslamasidir. Diger bir 6nemli neden
ise bitki droglar1 birden fazla etkiye sahipken, sentetik ilaclarin tek bir etkiye
sahip olmasidir.

Bitkilerin iyilestirici etkisi dogal yapilarinda yer alan sekonder metabolitler
olarak adlandirilan kimyasallarin ve bu kimyasallarin farkli kombinasyonlarindan
kaynaklanir. Kozmetik, gida, ila¢ ve parfimeri gibi bircok alanda bu biyoaktif
kimyasallardan yararlanilmaktadir. Ozellikle antimikrobiyal ve antioksidan
aktivite caligmalarindan elde edilen olumlu sonuclar, bu caligmalarin artmasini
tesvik etmistir.

Sekonder metabolitlerin antioksidan aktivitelerinin arastirilmasma iliskin pek
cok calisma mevcuttur (Vukics ve ark., 2008, Sharififar ve ark.,2009). Bu
arastirmalara gOre en yliksek antioksidan aktivite gosteren bilesiklerin fenolik
bilesikler oldugu sdylenebilir. Bu bilesiklerin arasinda en Onemlileri fenolik
bilesikler, flavonoidler ve alkaloitlerdir.

Baz1 bitkilerden elde edilen 6ziitler, antimikrobiyal aktiviteleri nedeniyle deri,
gastrointestinal, idrar yollar1 ve solunum enfeksiyonlarinda etkin olarak
kullanilmaktadir (Rios ve Recio, 2005). Cagm en ciddi hastaliklarindan biri olan
kansere karsi da tibbi bitkilerden yararlaniimaktadir. 1940 ile 2002 arasinda
kullanilan antikanser ilaglarin % 40 kadarmm dogal iiriin ya da dogal iiriin

tiirevlerinden olustugu bilinmektedir (Balunas ve Kinghorn, 2005).

1.2. Tiirkiye’deki Tibbi ve Aromatik Bitkiler
Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de c¢esitli bitkiler yillardan beri halk
arasinda ¢ay, baharat ve tedavi amagh olarak kullanilmaktadir. Ulkemizde bitkisel
tiir endemizminin yiiksek olmasina neden olan faktérler muhtemelen sunlardir
(Toroglu ve Cenet, 2006):
i. Ug fitocografik bdlgenin kesistigi bolgede bulunmasi

il. Giiney Avrupa ile Giineybat1 Asya floralar1 arasinda koprii olmasi



iil. Pek cok cins ve seksiyonun orjin ve farklilagma merkezlerinin Anadolu
olmasi

Tiirkiye sahip oldugu yaklasik 12.000 bitki taksonu ile diinyada onemli bir
yere sahiptir. Mevcut taksonlarin yaklasik 3800’1 endemik tiirlerden olusmakta
olup, Tiirkiye’deki endemizm orant % 31°dir. Ancak iilkemizde hala ilag
sanayinin ihtiyact olan hammaddelerin % 70’den daha fazlas: ithal edilmektedir
(Yaldiz ve ark., 2010).

Ulkemizde bitkilerle tedavi yontemleri c¢ok eski caglardan beri
bilinmektedir. Glinlimiizde modern tibbin gelismesi ile birlikte bitkisel tedaviye
olan gereksinim azalmis gibi goriinse de Ozellikle kirsal bolgelerde birgok bitki;
soguk alginligi, bronsit, mide rahatsizliklari, tansiyon problemleri, egzema ve

akne gibi cilt rahatsizliklara kars1 halen kullanilmaya devam edilmektedir.

1.3. Bitkisel Sekonder Metabolitler

Sekonder metabolit kavrami ilk olarak A. Kossel (1891) tarafindan ileri
siriilmiig; bundan otuz yil sonra F. Czapek (1921), sekonder metabolitleri

tanimlamistir (Guedes, 2009).

Sekonder metabolitler, bitkinin ekosistemle olan iligkilerinde, c¢evresel
kosullara uyumunda, savunma, koruma, hayatta kalma, nesillerini siirdiirme gibi
onemli olaylarda cesitli avantajlar saglayan kimyasallardir (Cetin, 2006). Bu
kimyasallar bitkinin temel yasamsal islevleri ile dogrudan iligkisi olmayan, buna
karsilik en az bitkinin yasamsal islevleri olan primer metabolitler kadar 6nemli
maddelerdir. Genelikle ¢cok az miktarda tretilirler. Bitkinin gelisim periyodu
siiresince belirli fonksiyonlar1 yerine getirirler, bu nedenle bitki yasamimnimn farklh
evrelerinde farkli miktarlarda sentezlenebilirler. Sekonder metabolitler primer
metabolizma yollarmin ara {irtinlerinden 6zel metabolik yollarla tiretilmektedirler
ve genellikle biyosentez yollarina gore siniflandirilirlar. Sekonder metabolitler 4

temel metabolik yoldan sentezlenirler.



Ik yol, “asetat yolu” olup bu yoldan fenoller, prostaglandinler ve makrolid
antibiyotikler sentezlenir. Diger bir yol “sikimat yolu”dur. Bu yol iizerinden
alkaloidler, sinnamik asit tiirevleri ve lignanlar sentezlenir. Ugiincii ve ddrdiincii
yol ise “mevolanat ve deoksi ksiloz fosfat” metabolik yollaridir. Terpenoidler ve

steroidler bu iki yol lizerinden sentezlenen metabolitlerdir (Dewick, 2002).
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Sekil 1.1. Sekonder metabolit sentez yollar1 (Dewick, 2002).

Bitkisel sekonder metabolitler birka¢ grup altinda toplanabilir (Siddiqui,
2009);

1.Fenolik Polifenoller:
¢ Basit Fenoller, Fenolik asitler
¢ Kinonlar

¢ Flavonlar, Flavonoidler, Flavonollar



e Tanenler

e Kumarinler

e Ligninler

e Fenilpropanoidler

e Fenilpropenler
2.Terpenoidler ve Esansiyel Yaglar
3.Alkaloidler
4.Lektinler ve Polipeptitler

1.4. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bircok fizyolojik ve patolojik reaksiyon esnasinda olusabilen,
eslesmemis bir elektronu bulunan reaktif molekiillerdir. Eslesmemis elektronlar
bu molekiilleri oldukg¢a reaktif hale getirir ve protein, lipit, niikleik asitler gibi
onemli molekiilleri tahrip edecek reaksiyonlar1 baglatabilirler (Delibas ve

Ozcankaya, 1995).

Cevre kirliligi, radyasyon, kimyasallar, toksinler, yagda kizartilmis yiyecekler,
psikolojik stres ve daha pek c¢ok nedenden dolayr olusan serbest radikaller,
bagisiklik sistemi antioksidanlarinin tiikenmesine, gen ifadesinde degismelere ve
mutasyonlarin olusumuna neden olur (Pourmorad ve ark., 2006). Saghkl
biyolojik sistemlerde antioksidasyon ile oksidasyon arasindaki denge kritik bir
oneme sahiptir. Ancak serbest radikallerin artis1 viicutta bu dengeyi bozar. Bu
dengesizlik, diyabet, kanser, felg, Alzheimer ve Parkinson gibi norodejeneratif
hastaliklarin olusmasina sebep olabilir (Letelier ve ark., 2008). Ayrica yaslanma
sirecinde cilt kirisikliklar, bobrek fonksiyonlarinda azalma ve immiin
hastaliklara yatkinligin artmasi gibi tablolara da serbest radikallerin neden oldugu

bildirilmektedir.

Aktif oksijen tiirleri arasindaki en reaktif formlar tek bir elektronun
molekiiler oksijene eklendigi siiperoksit radikalleri (O,") ve bu radikallerin bazi
metal iyonlarmin mevcudiyetinde (Fe") H,O, ile reaksiyona girmesi neticesi

olusan daha reaktif OH* radikalleridir (Kozluca, 1993).



Reaktivite siralamasi: HO ® ve !0, > 0, > H, 0,

Tablo 1.1. Radikaller, Simgeler, Ozellikleri (C611ii,2007)

Radikal Simge | Ozellikler

Hidrojen H* Bilinen en basit radikal

Stiperoksit 0,* | Oksijen metabolizmasinm ilk ara iiriinii
Hidroksil OH® | En toksik oksijen metaboliti

Hidrojen Peroksit H,O, | Reaktivitesi ¢ok diisiik, molekiiler hasar yetenegi zayif

Tekli oksijen 0,* Yarilanma 6mrii hizli, giiglii oksidatif oksijen formu

Perhidroksi radikal | HO,® | Lipitlerde hizli ¢6ziilerek lipit peroksidasyonu artirir

Peroksil radikal ROO® | Peroksil daha zayif etkili, lipitlere lokalize olur
Triklorometil CCl; | CCIl4 metabolizmast tirilinii, karacigerde tiretilen bir radikal
Tiol radikali RS® | Siilfiirlii ve eslesmemis elektron iceren tiirlerin genel adi
Alkoksil RO® | Organik peroksitlerin yikimi ile iiretilen oksijen metaboliti
Azot monoksit NO | L-arjinin amino asitinden firetilir

Azot dioksit NO, | NO’in oksijen ile reaksiyonundan {iretilir

Insanlarda ¢esitli rahatsizliklara ve yaslanmaya neden oldugu bilinen
oksidatif stres; oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin, hastaliklara
sebep olan oksidanlar lehine bozulmasi olarak tanimlanabilir. Dengenin
oksidasyon yoniine dogru kaymasi cok kolaydir (Katalinic ve ark., 2006).
Oksidatif strese neden olan radikal yapimi eksojen ve endojen faktorleri iceren
cesitli mekanizmalarla gergeklesir. Coklu doymamis yag asitleriyle beslenme,
alkol alimi, asir1 demir ve bakir alinmasi, antioksidan igeren gidalarca fakir ve
hayvansal proteinlerce zengin beslenme, sigara dumani, hava kirliligi (Os, NO,,
SO,), diger kirleticiler (asbest, pestisit) ve radyasyona maruz kalma eksojen
faktorler arasindadir. Bilingsiz yapilan veya yetersiz fiziksel egzersiz, stres,
yaslilik, doku hasar1 ve kronik hastaliklar, enzim reaksiyonlari, otooksidasyon

tepkimeleri endojen faktorlere 6rnek verilebilir (Antmen, 2005).



1.4.1. Serbest Radikal Zincir Reaksiyonlar

Lipit peroksidasyon siireci, ¢esitli radikalleri agiga ¢ikaran kompleks serbest
radikal zincir reaksiyonlarma neden olur. Gidalardaki yaglarda meydana gelen
lipit peroksidasyonu, sadece gidalarda bozulmaya neden olmaz, bunun yani sira
mutasyon ve kanser olusumu, kire¢lenme, damar tikanikligi ve yaslanmayla
iligkili peroksil, hidroksil, alkoksil serbest radikali gibi aktif oksijen tiirleri ya da
serbest radikalleri meydana getirir (Panpipat ve ark., 2010). Baslangig, ilerleme,
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sonu¢ asamalarindan olusan serbest radikal zincir reaksiyonlarma “oto-

oksidasyon” ad1 verilir.

Baslangi¢: Baslangic basamagindaki anahtar nokta, bir baslatic1 radikal
(In®) ile yag asiti (RH) substratinin reaksiyonu sonucu bir lipit radikalinin (R®)

olusmasidir.
In®* +RH —> InH+R"*
(In ® : Baslatic1 bir radikal, RH: Yag asiti, R * : Lipit radikali )

Ilerleme: Serbest radikal zincir reaksiyonlarindaki ilerleme basamagi;
oksijen ile radikal baglama, atom ya da grup transferleri, parcalama ve yeniden
diizenleme gibi siirecleri icerir. Bu asamada R® radikaline oksijen eklenmesiyle
peroksil radikali (ROO®) meydana gelmektedir (Porter ve ark., 1995). Lipit
peroksil radikalleri sadece yag asitleri ile etkilesime girmekle kalmaz ayni
zamanda karbonhidrat, peptitler gibi diger biyolojik molekiillerle de reaksiyona
girerek yapilarini bozar (Goger, 2006). Bu peroksil radikali diger bir yag asiti
(RH) molekiilinden ayrilan bir hidrojen atomu ile birleserek tekrar

hidroksiperoksitlere (ROOH) ve yent lipit radikallerine dontismektedir.
R®+ O, —» ROO*
ROO*+RH — R*+ROOH

(ROO?* : Lipit peroksil radikali, ROOH: Lipit hidroperoksidi)



Sonlanma: Sonug¢ basamaginda ise olusan radikaller birbirleriyle
reaksiyona girerek radikal olmayan ester, eter, aldehit, keton ve alkol gibi kararh

radikal olmayan iiriinlerine doniismektedir (Koca ve Karadeniz, 2003).
R*+R*— R,
R®*+RO0O* —>ROOR
2RO0O* —» ROOR + 0,
1.5. Antioksidanlar

Antioksidan maddelerin bir¢ok farkli tanimi vardir. Antioksidan maddeler,
ozellikle okside edilebilir substrata oranla, daha diisiik konsantrasyonlarda bile
substratin oksidasyonunu geciktiren, engelleyen maddelerdir (Sies, 1997).
Canlilar reaktif oksijen tiirlerine karsi viicutta organ ve hiicre sistemlerini
korumak i¢in kompleks ve karmasik antioksidan sistemleri gelistirmislerdir.
Antioksidanlar, serbest radikalleri notralize eden birlikte ve karsilikli etkilesim
gosteren hem endojen hem de eksojen orjinli farkl bilesiklerdir. Bu bilesikler

orjinlerine gore 4 ana grupta incelenebilir:

e Besin tiirevli antioksidanlar: Askorbik asit (C vitamini), tokoferol
(vitamin E), karotenoid, glutatyon ve lipoik asit gibi diger diisiik
molekiiler agirlikl bilesikler.

e Antioksidan enzimler: Serbest radikal giderme reaksiyonlarini kataliz
eden glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz.

o Metal baglama proteinleri: Oksidatif reaksiyonlar1 katalizleme
kapasitesine sahip bakir iyonlari, albliimin, laktoferrin ve ferritin.

o Diger bitkisel besin antioksidanlari: Birgok bitkide mevcut fenolik

bilesikler (Percival, 1996).



Antioksidanlar, oksidatif siiregte 5 degisik asamada gorev alabilirler. Bu

mekanizmalar;

1.  Lokal oksijen konsantrasyonunu azaltmak

2. 0O, HO gibi baslatici radikalleri ortadan kaldirarak zincir
reaksiyonunun baslamasini engellemek

3. Katalitik metal iyonlarin1 baglayarak, radikal olusumunun baglamasini
engellemek

4.  Peroksitleri parcalayarak onlarin zincir reaksiyonu olusturan
radikallere doniisiimiinii engellemek

5. Aktif radikaller tarafindan baslamig olan bir radikal zincir

reaksiyonunu kirmak (Dorman ve ark., 2003).

Antioksidanlar, enzimatik ve non-enzimatik (enzim olmayan) antioksidanlar
seklinde siniflandirilabilir. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin etkisi, hem enzim
hem de enzim olmayan antioksidanlar tarafindan dengede tutulur. En etkili
enzimatik  antioksidanlar; sliperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz’dir. Vitamin C, vitamin E, karotenoidler, thiol antioksidanlar
(glutatyon, thioredoksin, lipoik asit), dogal flavonoidler ve melatonin non-

enzimatik antioksidanlar arasinda sayilabilir (Sahin ve ark., 2004).

Antioksidan maddeler, sentetik ve dogal antioksidanlar olarak da 2 temel
kategoriye ayrilir. BHT (butillenmis hidroksi toluen) ve BHA (butillenmis
hidroksi anizol), 1940’11 yillarda sentetik antioksidanlar olarak yaygin bir sekilde
kullanilmistir. BHT ve 2-BHA karisimy, lipit peroksidasyonuna kars1 birlikte etki
gostererek, peroksit radikalleri ile olan reaksiyonlar1 engeller. BHT ve 2-BHA ’nin
hidrojen verici olmasi BHT ve 2-BHA karisiminin antioksidatif etkisinin
sonucudur (Hudson, 1990). Sentetik antioksidanlarin cesitli yan etkilere sebep
olduklarinin anlasilmasinin ardindan kullannmi bircok {ilkede kisitlanmistir
(Gllgin ve ark., 2004). Bu maddeler, canli organizmalarda kanserojen etkiler
gosterebilmekte ve karacigerde biiylimeye ve mikrozomal enzim aktivitelerinde

artisa sebep olabilmektedir. Bu nedenle gidalarin bozulmasini engelleme, gesitli
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hastaliklardan insanlar1 koruma, yaglarin oksidatif bozulmalarini1 geciktirme ve
serbest radikal reaksiyonlarin1 6nleme kapasitesine sahip dogal antioksidanlara
olan ilgi son yillarda artmaktadir (Ebrahimabadi ve ark., 2010).

Fitokimyasallarin (bitkisel kokenli kimyasallarin) antioksidan aktiviteleri
giin gectikge daha fazla anlasilmaya baslamistir (Percival, 1996). Insan saghgi
iizerindeki olumlu rolleri nedeniyle bitkilerdeki antioksidan bilesenler ve
fitokimyasallar bilim adamlari, gida treticileri ve tiiketiciler arasinda dnemli bir
yere sahiptir (Lako ve ark., 2007). Bir¢ok tibbi bitki organi (kdkler, yapraklar,
govdeler, kabuklar, ¢icekler ve meyveler); flavonoidler, fenolik asitler, stilbenler,
taninler, kumarinler, ligninler ve lignanlar gibi fenolik bilesiklerce zengindir.
Flavonoidler ve fenolik asitlerin antioksidan o6zellikleri, onlarmn tekli oksijen
giderme, metal selatlama yetenekleri ve redoks potansiyellerine dayanmaktadir

(Surveswaran ve ark., 2007).

1.6. Antimikrobiyal Ajanlar

Tibbi ve aromatik bitkilerin antiseptik Ozellikleri eski ¢aglardan beri
bilinmesine ragmen, ancak 1900°1ii yillarin basinda laboratuvarlarda bu 6zellikleri
test etmek i¢in girisimler baglamistir (Dorman ve Deans, 2000). Bitkilerin govde,
yaprak, tohum ve koklerinden bir¢ok mikroorganizmanin biiyliimesini inhibe
edebilecek maddeler izole edilmistir (Hizlisoy, 2009). Antik caglardan bu yana,
insanoglu bazi yaygin enfeksiyon hastaliklarmnin tedavisinde bitkileri kullanmustur.
Halk arasinda yaban mersini (Myrtus communis) liriner sistem enfeksiyonlarmin
tedavisinde kullanilirken, ogulotu (Melissa officinalis), sarimsak (Allium sativum)
ve cay agaci (Melaleuca alternifolia) gibi tiirler genis spektrumlu antimikrobiyal
ajanlar olarak kabul gormiistiir. Pek cok bitkisel 0ziit; solunum, iiriner ve
gastrointestinal sistemlerdeki bulasici patojenlerin tedavisinde basarili bir sekilde
kullanilmaktadir (Rios ve Recio, 2005). Antimikrobiyal etki gésteren kimyasallar
genel olarak alkaloid, flavonoid, isoflavonoidler, taninler, kumarinler, terpenler,
fenilpropenler ve organik asitlerdir.

Antimikrobiyal ajanlarin etki mekanizmalar1 mikroorganizmalarn hedef

bolgeleri ve bakteri hiicre yapilar1 ile iligkilidir (Mendonga, 2006). Bakteriler
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hiicre duvar1 yapilarina goére gram pozitif ve gram negatif olmak iizere 2 grupta
incelenir.

Gram pozitif bakterilerde peptidoglikan tabaka, hiicre duvarmm %350-90,
gram negatif bakterilerde ise sadece % 5-10 kadarin1 kapsamaktadir. Gram pozitif
hiicre duvari, teichoic asit ve polisakkaritler icerir. Gram negatif hiicre duvari
daha komplekstir ve lipopolisakkaritler mevcuttur. Lipopolisakkaritler distan ige
dogru 3 boliimden olusur. ilk bdliim O-antijenlerinin tespit edildigi, ikinci boliim
cekirdek polisakkarit ve iiglincii boliim ise endotoksin aktiviteden sorumlu
glikolipit kisimdir. Gram negatif bakterilerde dis zar olarak adlandirilan tabaka dis
zar proteinlerinden olusmustur. Bu proteinler arasinda kiigiik molekiillerin

diflizyonunu saglayan porinler yer almaktadir (Kakore, 2008).

L] Ilac molekilleri

Gram-pozitif
bakteri

Gram-negatif
bakteri

Girigyok
Hiicra Duwari

Digzar

Periplazmik bogluk {
‘\\ Peptidoglokan {

—_—— "
_(‘? () O 0 (_? ) Bakteriyel zar —{

Penizilin baglama
proteinleri

gy
BEH‘EFWE””EWE :l

Lizis

Bakteriyel fragmentler @

Sekil 1.2. Antimikrobiyal ajanlarin Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteri

hiicrelerine girisi (Baron, 1996).
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1.6.1. Antimikrobiyal Ajanlarin Etki Mekanizmalan

Antimikrobiyal ajanlar, hiicre duvar1 sentezini, protein sentezini, niikleik
asit sentezini ve metabolik yollar1 inhibe ederek etkinlik saglayabilirler (Sekil
1.3).

Hiicre duvary inhibitorleri: Bazi antimikrobiyal ajanlar peptidoglikan
tabakanin sentezi i¢in gerekli olan enzimleri engelleyerek etki saglarlar.

Protein sentezi inhibitorleri: Bakteri ribozomlar1 ile dkaryotik ribozomlarin
yapilar1 birbirinden farklidir. Bazi antimikrobiyal ajanlar bu farkliliktan
yararlanarak, prokaryot ribozomunun iki alt birimi olan 30S ve 50S veya bu alt
birimlerin birlesimi olan 70S ribozomal alt birimine baglanarak etki ederler.

Hiicre duvan sentezi DMA sentezi (DMA giraz)
Lyrlossrne { Maliehixia azid
Quinolones DMA bagimh RNA polimeraz

Ritampzin

Vancomycin
Bacitrai
Fosforvein T A
Periaifling P
Cephalospasing
Manobactams
Carbapanems

Protein sentezi
(505 inhibitérd)

Folik asit metabolizmas { Erythromycin

Chigramghenicol
¥

Trimethoprim i :
£ Clindamyzin

Protein sentezi
[20% inhibit&ri)

Tetracychne
- Spectinamycin
Hiicre membrani

Pobumyxing i i
ehuTryRIng Gentamicin, tobramysin

{ Streptomyein
Armikzcin

Sekil 1.3. Baz1 antimikrobiyal ajanlar ve etki mekanizmalar1 (Baron, 1996).

Niikleik asit sentezi inhibitorleri: Bazi antimikrobiyal ajanlar folik asit
sentezini inhibe ederek ve DNA replikasyonu sirasinda DNA ¢ift zincirini
gevseten DNA giraz enzimine baglanarak etki gosterir.

Metabolik yol inhibitorleri: Folik asit analogu olarak etki gdsteren
antimikrobiyal ajanlar, bakteriyel folik asit sentezinde enzimatik yoldaki bazi

basamaklar1 inhibe ederek DNA sentezini durdurur.
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Sitoplazmik membran inhibitorleri: Antimikrobiyal ajanlarin  bu  tipi
sitoplazmik membran gecirgenligini artirarak destabilizasyona yol agabilir. Bazi
ajanlar ise bakteri hiicre zarindaki lipit i¢erisine girerek membran1 depolarize eder

ve bakteri hiicresinin 6 liimiine neden olur (Tenover, 2006).

1.6.2. Antimikrobiyal Ajan Direncliligi

Tarih boyunca insanlarla hastaliga sebep olan mikroorganizmalar arasinda
sirekli bir savas olmustur. 20. yy ortalarinda antibakteriyal ilaglarla ilgili
gelismeler ve enfeksiyon kontroliinde yardimci olan diger ilaglarin katkisi ile bu
savas insanlarin lehine donmiistiir. Antibakteriyal ajanlarin yaygin kullanilmaya
baslamasindan hemen sonra bakteriler cesitli diren¢ formlar: ile karsilik vermistir
(Kuyucu, 2007).

Bakteriler ¢esitli mekanizmalar ile antibakteriyal ilaglara diren¢ ortaya
koyabilirler. Baz1 bakteri tiirleri dogal diren¢ mekanizmasina sahiptirler. Ancak
asil kaygi verici olan, eskiden antibakteriyal ajanlara duyarli olan bakteri
populasyonunun bu ajanlarin kullannminin segici baskisi altinda direng kazanmasi,
iiremesi ve yayilmasidir (Tenover, 2006). Bakterilerin, genetik 6zelliklerindeki
degisime bagli olarak Onceden duyarli oldugu bir antibakteriyal ajandan
etkilenmemesi durumuna, “kazanilmis direng” adi verilir (Yiice, 2001). Genetik
degisiklik ¢esitli mekanizmalarla meydana gelebilir. Nokta mutasyonlar hedef
baglanma yerlerini degistirerek antimikrobiyal ajanin aktivitesini engelleyebilir.
Bakterilerde goriilebilen diger bir genetik degisiklik biiylik bir DNA segmentinin
yeniden  diizenlenmesidir. ~ Bakteri kromozomu veya plazmidi  bir
lokalizasyonundan biiylik bir DNA segmenti, bir diger bdlgeye inversiyon,
duplikasyon, insersiyon, delesyon veya transpozisyon ile tasinarak yeniden
diizenlenme gecirebilir. Plazmidler, bakteriyofajlar, yalin DNA dizilimleri veya
taginabilir genetik elementler araciligiyla gerceklesen yabanct bir DNA
segmentinin kazanilmasi1 da diger bir genetik degisikliktir. Bu mekanizmalarla
herhangi bir antimikrobiyal ajana diren¢ gelisebilir. Antibiyotik direng geni bir
kez gelistikten sonra bu diren¢ transformasyon, transdiiksiyon, konjugasyon ve

transpozisyon ile bakteriler arasinda yayilir (Kuyucu, 2007).
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. Transformasyon: Hiicre lizisinden sonra aciga ¢ikan DNA’nin diger
bakteri hiicresi tarafindan icine almmmasidir. Bu sekilde onceden
duyarl suslarin icerisine direng genleri taginabilir.

o Transdiiksiyon: Direng genlerinin bakteriyofaj araciligiyla transferidir.

o Konjugasyon: 1ki bakteri arasinda, uzamis proteinli bir yap1 olan
piluslar araciligiyla ger¢eklesen DNA transferidir (Tenover, 2006).

. Transpozisyon: Transpozon veya tasmabilir elementler seklinde
bilinen kisa DNA sekanslarinin aktarimidir (Yiice, 2001).

Bakterilerde enzimatik inaktivasyon, permeabilitenin azalmasi, antibiyotigin
aktif pompa sistemiyle disar1 ¢ikarilmasi, reseptor veya baglanma bolgesinde
olusan degisme, alternatif bir metabolik yolun kullanilmasi gibi farkli direng
mekanizmalar1 vardir.

Enzimatik inaktivasyon: Bakteriler, onlar1 inaktif hale getiren antimikrobiyal
ajanlar1 kimyasal olarak degistiren, pargalayan bir enzim ya da daha fazla enzim
iiretebilir (Alanis, 2005).

Bakteriyel membran permeabilitesinde azalma: Gram negatif bakterilerde
bulunan dis membran lipitlerden zengin bir tabaka olup antibiyotiklerin hiicreye
girmesini engelleyen bariyer gorevi yapar. Bu bakterilerde antibiyotiklerin hiicre
icine girmesi, dig membrandaki porinler aracilifiyla olur. Mutasyonlar ile
membran porin proteinlerindeki degisimlerle gecirgenlik azalarak direncli suglar
ortaya c¢ikabilir (Yiice, 2001).

Aktif pompa sistemi: Aktif pompalar, hiicre icinden dis ortama ¢ikarilan
toksik maddelerin atilmasini saglayan transport proteinlerdir. Bu proteinler hem
gram pozitif hem de gram negatif bakterilerde bulunur (Webber ve Piddock,
2003).

Reseptor veya baglanma bolgesinde olusan degisme: Antibiyotiklerin
baglandig1 hedef bolgeler farklidir. Bunlar ribozomlar ve ¢esitli enzimler olabilir.
Bu noktalarda tek bir mutasyon sonucu antibiyotige baglanma 6zelligi diisiik yeni
bir hedef olusumu s6z konusudur. Bazen de bir dizi mutasyon veya yabanci bir
DNA’nin kromozoma eklenmesi sonucu hedef degisimi olabilmektedir (Yiice,

2001).
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1.6.3. Bitki Oziitlerinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Bitkilerin tedavide kullanilmalar1 ¢ok eski tarihlere dayanir. Dogada yetisen
bazi bitkilerin antimikrobiyal etkilere sahip olduklari uzun yillardir bilinmektedir.
Bitkilerin mikroorganizmalar1 6ldiiriicii ve insan saglhigi i¢in dnemli ozellikleri
1926 yilindan bu yana laboratuvarlarda arastirilmaya baslanmistir (Kirbag ve
Zengin, 2006). T1bbi bitkiler antimikrobiyal ajan olarak ¢ok zengin bir kaynaktir.
Yiizlerce bitki tiirliniin antimikrobiyal 6zellikleri ¢alisilmasina ragmen, ¢ok biiyiik
bir boliimii heniiz kesfedilmemistir (Masesh ve Satish, 2008). Antibiyotiklerin
ortaya ¢iktig1 1950’lerde, bitkilerden elde edilen maddelerin antimikrobiyal olarak
kullanimi heniiz yaygin degildi. Enfeksiyon hastaliklarmin tedavisinde elde edilen
basarilarin {izerine antibiyotikler, mucize ila¢ olarak kabul edilmis ve bir¢ok
hastaligin tedavisinde yaygmn olarak kullanilmaya baslanmigtir. Fakat daha
sonraki yillarda direng gelisimi goriilmeye baslanmistir. Giiniimiizde tiim diinyada
bir yandan hizla yeni ilaglar gelistirilmekte iken, 6te yandan bu ilaclara siiratle
diren¢ kazanan mikroorganizmalarla olusan enfeksiyonlar bildirilmekte ve
sorunun boyutlar1 giderek biiyiimektedir (Kiirek, 2007). Buna karsilik
mikroorganizmalar antimikrobiyal aktivite gosteren bitkilere ve bitkisel iirlinlere
kars1 diren¢ kazanamamaktadir. Bunun nedeni sentetik olarak tiretilen ilaglarin tek
bir aktif madde icermesidir. Oysa bitkilerdeki aktif maddeler diger maddelerle
birlikte kompleks yapi halinde bulunduklarindan bakterilerin bu yapilara karsi
“coklu” direng gelistirmesini giliclestirmektedir. Bu nedenle son yillarda bilim
adamlar1 bitkilerin antimikrobiyal aktivitelerinin arastirilmasi ¢aligmalarina agirlik

vermistir.

1.6.4. Antimikrobiyal Aktivite Gosteren Bitkisel Sekonder Metabolitler

Bugiine kadar bitkilerden 12.000’in iizerinde sekonder metabolit izole
edilmistir. Bu sayinin toplam sekonder metabolit sayisinin sadece %10’u kadarmni
olusturdugu tahmin edilmektedir.

Antimikrobiyal aktivite gosteren fitokimyasallar birka¢ ana grup altinda

incelenebilir.
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Basit fenoller ve fenolik asitler: Tek bir fenolik halka iceren en basit
biyoaktif fitokimyasallardan birisidir. Fenol gruplar1 iizerindeki hidroksil
gruplarmin baglanma yeri ve sayisinin, mikroorganizmalar iizerine toksisitesi ile
iliskili oldugu disiiniilmiis ve hidroksilasyon artisinin toksisiteyi artirdigi
kanitlanmistir. Buna ek olarak, bazi arastirmacilar daha yiliksek oranda okside
olmus fenollerin daha iyi inhibitor oldugunu tespit etmistir (Cowan, 1999).

Fenolik bilesiklerin ana etki mekanizmasinin, okside olmus bilesiklerle
proteinlerin spesifik olmayan etkilesimleri oldugu diisiiniilmektedir. Fenolik
bilesikler icerisinde yer alan eugenol, catechol, caffeic ve sinnamic acid gibi
bilesiklerin bakteri, virlis ve mantarlara kars1 antimikrobiyal etkiye sahip olduklar1
bildirilmistir (Cowan, 1999).

Kinonlar: Kinonlar, iki keton igeren aromatik halkaya sahiptir. Bu
bilesikler, niikleofilik aminoasitlerle geriye doniisiimsiiz bir kompleks olusturarak,
proteinlerin inaktivasyonuna ve fonksiyon kaybina neden olur. Kinonlarin
potansiyel antimikrobiyal etki araligi c¢ok genistir. Mikrobiyal hiicrelerdeki
hedefler, hiicre duvar1 polipeptitleri ve membran bagimli enzimlerdir.

Flavonlar, flavonoidler ve flavonoller: Flavonlar, bir karbonil grubu iceren
fenolik yapilardir. Bu yapiya 3-hidroksil grubu eklenerek bir flavonol olusur.
Flavonoidler ise aromatik bir halkaya C;-Cg linitesinin baglanmasiyla olusan
hidroksillenmis fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler bitkiler tarafindan mikrobiyal
enfeksiyonlara cevap olarak iretilirler. Bu nedenle in vitro ortamda
mikroorganizmalarin birgoguna kars1 etkili olmalar siirpriz degildir. Bu bilesikler
antimikrobiyal aktivitelerini bakteri hiicre duvar1 ve hiicre dis1 ¢oziinebilir
proteinlerle kompleks olusturma yeteneklerine borgludurlar. Daha lipofilik
flavonoidler mikrobiyal membrana da hasar verebilirler.

Tanenler: Buruk tadlar1 ile tanman, derinin dabaklanmasinda kullanilan,
kani pihtilastirma 6zelligi bilinen polimerik fenolik bilesiklerin bir grubunun
genel adidir. Molekiiler agirliklar1 500-3000 dalton arasinda degismekte olup
genellikle birgok bitkinin kabuk, odun, yaprak, meyve ve koklerinde bulunur. iki
grup altinda incelenebilirler; hidrolizlenebilen tanenler ve kondense tanenler.

Hidrolizlenebilen tanenler gallik asit merkezliyken, kondense tanenler ise
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flavonoid monomerlerinden tlirevlenirler (Cowan, 1999). Bu bilesikler
antimikrobiyal etkilerini hiicre membraninda elektron tasima sistemlerini tahrip
ederek saglarlar (Ergezer ve Cam, 2008).

Kumarinler: Benzen ve a-piron halkasmin kaynagmasiyla olusan fenolik
bilesiklerdir. Kumarinler; antitrombotik, anti-inflamatuar, anti-viral ve vazodilator
aktiviteleri ile bilinirler. Bu gruptaki bilesiklerin makrofajlar1 uyardigi tespit
edilmistir.

Terpenoidler ve esansiyel yaglar: Terpenler olarak isimlendirilen bu yaglar,
izopiren yapilardan olusan sekonder metabolitlerdir. Izopiren birimlerinden olusan
zincirlerin ~ biliylimesiyle meydana gelen terpenlerin  smiflandirilmass;
hemiterpenler (Cs), monoterpenler (Cio), seskiterpenler (C;s), diterpenler,
triterpenler ve tetraterpenler (Cag, C30.Cao) seklinde olur.

Bu bilesikler bakterilere, funguslara, virlislere ve protozoalara karsi
aktiftirler. Terpenlerin antimikrobiyal etki mekanizmasi heniliz anlasilamamis
olmasina ragmen, hiicre membram igerisindeki lipofilik bilesiklerin arasina
girerek etki gosterdigi tahmin edilmektedir (Cowan, 1999).

Alkaloidler: Alkaloidler, heterosiklik bir halka ve nitrojen atomu igerirler.
Ilk teshis edilen alkaloid olan “morfin”, 1805 yilinda Papaver somniferum
(haghas) bitkisinden izole edilmistir. Kodein ve eroin, morfin tiirevleridir.
Yaklasik 6500 bilesik ile sekonder metabolitler arasinda en genis siniflardan
biridir. Alkaloidlerin dogal ve modifiye edilmis formlar1 giinlimiizde modern tipta
halen kullanilmaktadir. Berberin, antimikrobiyal aktivitesi ile tanman bir
alkaloiddir. DNA zincirleri arasina girerek replikasyonu engelleyici etki
gosterdigi bilinmektedir. Berberin, HIV-1 revers transkripsiyonunu inhibe ettigi
icin AIDS hastaligmin tedavisinde kullanilmas1 muhtemel bilesiklerdendir

(Aniszewski, 2007).

1.7. UV Kaynakh DNA Hasan
Endojen ve ekzojen faktorlerin etkisiyle, genetik materyalin molekiiler
biitlinliigiinde meydana gelen tiim degisiklikler “DNA hasarr” olarak adlandirilir.

DNA biitiinliigli cevresel faktorlerin etkisiyle siirekli olarak tehdit altindadir.
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Reaktif oksijen tiirlerinin artmasi sonucu ortaya ¢ikan oksidatif stresin, farkli
mekanizmalar ile DNA {izerinde seker ve baz modifikasyonlari, tek ve ¢ift zincir
kiriklari, bazik olmayan bdlgeler, DNA-protein ¢apraz baglanmasi gibi bir takim
lezyonlara neden olarak hasara yol ac¢tig1 bilinmektedir (Atmaca ve Aksoy,2009).
Sonucta meydana gelen DNA hasar1 mutajenite, karsinojenite ve yaslanmaya yol
acmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri DNA’da 20°den fazla oksidatif hasarli baz
irlinliniin olugmasina yol acgar. Guanin, DNA bilesenleri igerisinde en diisiik
iyonizasyon potansiyeline sahip bilesik olup serbest radikallerin etkilerine g¢ok
aciktir. Modifiye bir baz olan 8-hidroksi-2’deoksiguanozin (8-OHdG), guanin’in
8. karbon atomuna hidroksil radikali ataklari1 sonucu olusan, oksidatif DNA
hasarinin duyarli bir gostergesidir. 8-OHdG, reaktif oksijen tiirlerinin DNA’da
yaptig1 yaklasik 23 tane oksidatif baz hasar iiriinlerinden en sik karsilagilan ve
mutajenitesi en 1iyi bilinendir. DNA replikasyonu smrasinda GC’den AT’ye
doniisiime neden olarak mutasyona egilimini artirir.

Reaktif oksijen tiirleri iiretiminin artmasina sebep olan tiim etkenler, 8-
OHAG olusumuna yani oksidatif DNA hasarina katkida bulunur. Oksijen radikali
ireten ajanlar arasinda H,O, + UV’ nin deoksiguanozin’ den (dG) 8-OHdG
olusumu in vitro olarak gosterilmistir (Yokus ve Cayir, 2002).

Deri kanseri goriilme siklig1 stirekli olarak artmaktadir, bunun nedeni ise
glinesin  genotoksik UV (ultraviyole) 1smlarmin artisma baglanmaktadir
(Yamaguchi, 2009). Diinyaya ulasan UV 1smlarinin cogu (% 90) UV-A (315-400
nm) 1smlar1 olup UV-B’ ye (280-315 nm; epidermise kadar ulasabilir) oranla
derinin daha derin tabakalarina (dermis) ulasabilir.

Insan derisi VIS (goriiniir 1smlar) ve UV 1sinlarmin zararl etkisini azaltacak
bir dizi mekanizmaya sahiptir. Bunlar, reaktif oksijen tiirlerini baskilayan ya da
yakalayan enzimatik ya da non-enzimatik antioksidan savunma sistemleridir. UV-
A / VIS ismlarma yiiksek seviyede maruz kalma hiicresel antioksidan
tilkkenmesine ve sonucta reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu DNA hasarina yol

acabilir (Roche ve ark., 2010).
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1.7.1. Bitki Oziitlerinin DNA Koruyucu Etkisi

Antioksidanlari oksidatif DNA hasarina ve kansere karsi koruyucu etkileri
bircok ¢alismada kanitlanmistir (Yamaguchi ve ark.,2009, Tepe ve ark., 2010). Bu
calismalarda  antioksidanlarin  kanser indiiksiyonunu veya biiylimesini
azaltabildikleri gosterilmis ve reaktif oksijen tiirleri ile indiiklenen DNA hasarinin
bu fitokimyasallar ile kontrol edilebilecegi tespit edilmistir (Karaca ve Giider,
2009).

Wei ve ark. (1999), yesil ¢ay ve siyah ¢aym su oziitlerinin UV-kaynakh
oksidatif DNA hasarin1 engelleme etkinlikleri iizerine bir calisma yapmislardir.
Calisma sonucunda hem yesil, cay hem de siyah ¢ayin UV-kaynakli oksidatif
DNA hasarina kars1 koruma etkinligi anlamli bulunmustur.

Yamaguchi ve ark. (2009), Araucaria angustifolia’dan izole edilen
biflavonoidlerin UV-kaynakli DNA hasarin1 engelleme yeteneklerini arastirmak
icin yaptiklar1 calismada biflavonoidlerin UV-B 1smlarma kars1 etkili oldugunu
ancak UV-A isinlarina karst DNA koruyucu etki gosteremediklerini ortaya
koymuslardir.

Kumar ve Chattopadhyay (2009) tarafindan Mentha spicata n-butanol
Oziitiiniin DNA koruyucu aktivitesi iizerine yapilan ¢alismada ise, DNA koruyucu
etkinin yiiksek oldugu ve bu etkinin bitkideki polifenollerden kaynaklandigi
gosterilmistir.

Diger bir ¢calismaya gore ise, Cistus incanus ve C. monspeliensis’den elde
edilen su oziitlerinin DNA hasarini 6nleme yetenekleri ve antioksidan aktiviteleri
arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore her iki bitkinin de doza bagimli serbest
radikal yakalama kapasitelerinin varligi kanitlanmistir. Ayrica buna paralel olarak
DNA hasarin1 6nleme kapasiteleri de yiiksek bulunmustur (Attiguile ve ark.,

2000).
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1.8. Cahisma Kapsaminda Degerlendirilen Bitkiler

1.8.1. Stachys iberica ssp. stenostachya (Boiss.) Rech.fil

Stachys,  “misir kog¢anr” ya da “basak” anlamina gelen Yunanca bir
kelimedir. Stachys, Lamiaceae familyasmnin en genis siniflarindan birisidir ve
270’in iizerinde bitki tiirli igerir (Radulovic ve ark., 2007). Tiirkiye’de 76 tiir ile
temsil edilir. Tiirkiye’de bu tiir 3 alttiir ve 2 varyete ile temsil edilir (Kaya ve ark.,
2001). S. iberica, halk arasinda; bronsit, astim, soguk algmligi, karmn agrisi, safra
ve karaciger rahatsizliklarmin giderilmesinde bitkisel tedavi ajan1 olarak

kullanilmaktadir (Tepe ve ark., 2010).

Sekil 1.4. S. iberica

1.8.2. Allium sivasicum Ozhatay & Kollmann

Allium genusu Liliaceae familyasma ait olup polifenollerin bir grubu olan
besinsel flavonoidlerin en biiyiik kaynaklarmmdan birisidir. Bu genus iiyeleri ¢ok
yillik, yumrulu ve otsu bitkilerdir. Kuzey yarimkiirenin iliman bdlgelerinde
yayilis gosterirler. Tek yillik, iki yillik ve ¢ok yillik otsu bitkilerdir ve diinyada
700’0n tizerinde tiirle temsil edilirler. Tiirkiye’de ise 164 tiirli mevcut olup bu
tiirlerin 65’1 endemiktir (Polat ve ark., 2007). Allium tiirlerinin diinyanin en eski

tarim1 yapilan sebzelerden oldugu bilinmektedir. Bu bitkiler sebze ya da baharat
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olarak ve tipta kullanilmaktadir. Allium tiirleri bugiine kadar genellikle tatlar
nedeniyle tliketilmelerine ragmen son zamanlarda onlarin besinsel Onemleri
nedeniyle de tiiketimlerine olan ilgi artmistir (Benkeblia ve Lanzotti, 2007). A.
sivasicum tiri ise halk arasinda “yabani sarimsak” olarak bilinir. Caligmalarda bu
tiirlin gliclii antineoplastik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Turan ve ark.,
2010). Ayrica farkli caligmalarda antioksidan ve amip oldiriicli aktivitelerin

varligi tespit edilmistir (Tepe ve ark., 2005).

Sekil 1.5. 4. sivasicum

1.8.3. Foeniculum vulgare Miller

Cok eski tarihlerden bu yana bilinen F. vulgare, Apiaceae familyasina ait bir
tiiriidtir. Halk arasinda bilinen ad1 “rezene” olan bu bitki; tek yillik, iki yillik ya da
cok yillik olabilir. Akdeniz kiyisindaki iilkelerde dogal olarak yetigmektedir
(Oktay ve ark., 2003). Bitkinin gdvdeleri dik, icleri bos ve silindirik seklinde ve
tiiysiizdiir. Uzun sapl, birlesik semsiye seklinde ve kiigiik sar1 ¢igekleri vardir.
Tohumlar ise oval sekilde, gii¢lii, lezzetli bir tada sahiptir (Kaur ve Arora, 2010).
Aromatik tadi sebebiyle soslara, yemeklere, salatalara katilabilmektedir. Rezene;
kas gevsetici, idrar soOktiirlici ve uyarici etkileri nedeniyle halk arasinda
kullanilmaktadir (Ozcan ve Chalchat, 2006). Ayrica rezene ve rezenenin tibbi ilag
preparatlarindan mide-bagirsak rahatsizliklary, sigkinlik, gaz sikayetleri gibi
hazimsizlik sorunlarinda da faydalanildig1 bilinmektedir (Ozbek ve ark., 2003).

Anethole, limonene ve fenchone gibi rezeneden izole edilen terpenoidler tibbi
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amagla, kozmetikte ve parfimeri endiistrisinde siklikla kullanilan bilesiklerdendir

(Ozbek ve ark., 2002).

Sekil 1.6. F. vulgare

1.8.4. Origanum laevigatum Boiss.

Origanum tirleri yar1 ¢alimst ya da otsu ¢ok yillik bitkilerdir. Bu tiirler
ozellikle Akdeniz iilkelerinde, Avrupa, Iran, Anadolu, Kuzey Amerika, Asya’nin
bir boliimiinde ve Sibirya’da yetisir. Origanum genusu Tirkiye’de 23 tiir ve 32
takson, diinyada ise 41 tiir ve 52 taksonla temsil edilir. Tiirkiye’de “kekik” adi ile
bilinen Origanum tiirleri, tiim diinyada eski ¢aglardan beri ilag ve baharat olarak
kullanilan bitkilerdir (Oflaz ve ark., 2002). Origanum genusuna ait bitkiler, spazm
giderici, antimikrobiyal, gaz giderici, Oksiiriik kesici etkileri nedeniyle siklikla
kullanilmaktadir. Bu bitkiden tibbi tedavi amaciyla yararlanildig1 gibi izole edilen
ucucu yaglardan da parfiimeri ve kozmetik sektoriinde faydalanilmaktadir (Sahin
ve ark., 2004). O. laevigatum Tirkiye’de; Adana, Hatay, Maras, Gaziantep ve
Kibris’ta yayilis gosterir. Bu tiir Amerika’da bahgelerde siis bitkisi olarak
yetistirilmektedir (Tabanca ve ark., 2001).
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Sekil 1.7. O. laevigatum

1.8.5. Teucrium polium L.

T. polium Lamiaceae familyasina ait 10-40 cm boyunda, yatik ya da dik, gri
ve beyaz tiiylli, ¢cok yillik bir bitki tiriidiir. Bu tiir halk arasinda “#iylii kisa
mahmutotu” olarak bilinir. Cicekleri beyazimtirak renktedir. Toprak Tstii
kisimlarinda %0.04-0.06 oraninda ugucu yag tespit edilmistir (Toroglu ve ark.,
2005). T. polium siklikla Akdeniz bolgesinde yetisir ve bu genusun yabani olarak
biiyliyen c¢igekli tiirlerinden birisidir (Tepe ve ark., 2010). Antik ¢aglardan beri
bitkisel tedavide kullanilan bir bitkidir. Uzun yillar boyunca idrar soktiiriicii,
terletici, kuvvet wverici, ates disiliriicii Ozellikleri nedeniyle yaygin olarak
kullanilmistir. Ayrica bitkinin hipoglisemik, insiilin diizenleyici, zayiflatici etkisi,
tansiyon diisiiriicii ve antioksidan aktivitelerinin varligi bilinmektedir (Ljubuncic
ve ark., 2006). Bu bitkiden hazirlanan ¢ay c¢ocuklarda istah agic1 olarak

kullanilmaktadir.
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Sekil 1.8. T. polium

1.8.6. Salvia hypargeia Fisch & Mey.

Salvia, Lamiaceae familyasina ait bir genus olup tiim diinyada yaklasik 900
tiir ile temsil edilir. Tirkiye’de ise 94 takson ve 89 tiir yetismekte ve bunlar
icerisinde 45 tiirlin endemik oldugu bilinmektedir. Salvia tiirleri halk arasinda
“adagayr” olarak bilinmektedir. Bu cinse ait tiirler, bitki ¢cay1 ya da yemeklerde
baharat olarak kullanilabilecegi gibi bu tiirlerden kozmetik, parfiimeri ve ilag
endiistrisinde de faydalanilmaktadir (Tepe ve ark., 2007). Bir¢ok Salvia tiiriiniin
ve o tiirlerden izole edilen bilesiklerin enzimatik ve non-enzimatik sistemlerde
onemli bir antioksidan aktivite gosterdikleri anlasilmistir (Tepe, 2005). Ayrica bu
genusa ait bitkilerin fenolik bilesiklerinin bazilarmin yiliksek antimikrobiyal
aktivite gosterdigi bildirilmistir. S. hypargeia tirii ise Tirkiye’de dogal olarak
yetisen ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Yapraklar1 bazal ve basit sekilde, cicekleri
zigomorf ya da simetrik yapili mor, eflatun ve krem renkte 4-8 cicek igcermektedir

(Kandemir, 2003).
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1.9. Amag

Bu ¢alismada, halk arasinda tedavi amaciyla kullanilan bazi1 aromatik bitki
tiirlerinin; antioksidan, antimikrobiyal ve DNA koruyucu aktivitelerini arastirmak
amaglanmustir. 7. polium ve F. vulgare tiirlerinin, daha 6nceki ¢alismalarla pek
cok aktivitesi aydinlatilmistir. Ancak S. hypargeia, S. iberica, A. sivasicum ve O.
laevigatum tiirlerinin aktiviteleri hakkindaki ¢alismalar sinirli sayidadir. Son
yillarda popiilerite kazanan bir alan olan DNA koruyucu aktivitenin tespiti,
bilinen aromatik ve tibbi bitki tiirlerine yeni uygulanmakta olan ydntemlerden
birisidir. Dolayisiyla burada ele alinan bitki tiirlerinin biiyiik bir kismi, bu a¢idan
degerlendirildiginde tamamen 0zgiin veriler ortaya koymaktadir.

Bitkilerin antioksidan aktiviteleri; p-karoten-linoleik asit sistemi,
fosfomolibdenyum metodu, DPPH serbest radikal giderim yontemi, indirgenme
giicli ve selatlama kapasitesi olmak tizere 5 farkli metot ile ayrmtili bir sekilde
ortaya konulmustur. Aktivite testlerinin yani sira Oziitlerin toplam fenolik ve
flavonoid bilesik miktar1 da belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivite ise agar-
kuyucuk metodu ve minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIiK) testleri ile tespit
edilmistir. DNA koruyucu aktivite ise, kuvvetli UV 151k ve bitkisel 6ziit varliginda
pBR322 plazmit DNA’sinin korunumu prensibine dayali olarak tespit edilmistir.
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2. MATERYAL ve METOD
2.1. Bitkilerin Toplanmasi ve Adlandirilmasi

Tez kapsaminda degerlendirilen bitkilerin tiir diizeyinde adlandirma iglemi,
Cumhuriyet Universitesi, Egitim Fakiiltesi 6gretim iiyesi Do¢. Dr. H. Askin
AKPULAT tarafindan gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan bitkilerin isimleri

ve lokaliteleri soyledir:

1. S. iberica: Sogiitliigdl yaylasi, Diizigi-Osmaniye C6 22/07/2009, AA
4424,
2. A. sivasicum: B6 Sivas, Ulas ziyarettepe, 1250 m, 19/07/2008, AA 4358.

3. F. vulgare: A6 Trabzon, Macka-Hamsikoy arasi, 400-500 m, 27/07/2008,
AA 4382.

4. O. laevigatum: Sogiitligdl yaylasi, Diizici-Osmaniye C6 22/07/2009, AA
4425.

5. T. polium: B6 Sivas, Ulas ziyarettepe, 1250 m, 19/07/2008, AA 4359.

6. S. hypargeia: B6 Sivas-Deliilyas arasi, Bogazdere koyii civari, 1200-1300
m, 19/07/2008, AA 4360.

2.2. Bitkilerin Kurutulmasi ve Oziitleme islemi

Toplanan bitkilerin toprak {iistii kisimlari, dogrudan giines 15181 almayan ve
hava akimmnin bulundugu bir ortamda kurutuldu. Literatiir ¢alismalari
dogrultusunda tiim bitkilerin 0Oziitleme islemleri asagidaki yOnteme gore

gerceklestirildi.

Serin ve dogrudan giines almayan bir ortamda kurutulan bitkilerin her
birinden 25 g’lik 6rnekler almmarak blender yardimiyla 6gitiildii. Ardindan
ornekler 30 °C’ de 24 saat siiresince su ile oziitlendi. Elde edilen 6ziit - 80 °C” de

dondurularak liyofilize edildi ve 6ziitler + 4 °C* de sakland.
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Tezde kullanilan bitkilerin farkli kisimlarindan su Oziitleri hazirlandi. Biitiin
bitki 6ziitleri antioksidan, antimikrobiyal ve DNA koruyucu aktivite testleri i¢in

kullanildi. Elde edilen bitki 6ziitii verimleri Tablo 2.1°de verilmektedir.

Tablo 2.1. Bitkilerin 6ziit verimleri

Bitki tiirii Familyasi Oziit verimleri (%)
S. iberica Lamiaceae 7.24 (W/w)
A. sivasicum Liliaceae 3.16 (w/w)
F. vulgare Apiaceae 5.40 (w/w)
O. laevigatum Lamiaceae 5.82 (w/w)
T. polium Lamiaceae 4.62 (w/w)
S. hypargeia Lamiaceae 3.28 (w/w)

2.3. Antioksidan Aktivite

Hazirlanan tiim Oziitlerin antioksidan aktiviteleri literatiirde tanimlanan
yontemler izlenerek yapildi (Dapkevicius ve ark., 1998; Prieto ve ark., 1999;
Hatano ve ark., 1988; Oyaizu, 1986; Dinis ve ark., 1994; Chandler ve Dodds,
1983; Slinkard ve ark., 1999; Arvouet-Grand ve ark., 1994).

2.3.1. DPPH Serbest Radikal Giderim Kapasitesi

Orneklerin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlendi (Hatano ve ark., 1988). Igerisinde
I ml o6ziit c¢ozeltisi (0.2-0.8 mg/ml) bulunan test tiiplerine 1 ml metanolde
hazirlanmigs DPPH c¢ozeltisi (final derisimi 0.2 mM) ilave edildi. Kontrol i¢in test
tiipiine 6ziit yerine 1 ml su konuldu. Ornekler oda sicakliginda ve karanlikta 30 dk
inkiibasyona birakildiktan sonra 517 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. Serbest radikal

giderim aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi:

1nhibisy0n (%) = [(Akontror-Asmek)/Akontror] X 100
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Burada; Ayontror kontroliin absorbansi ve Asmex Ornegin absorbansidir. BHA

ve BHT pozitif kontrol olarak kullanildi.

2.3.2. p-Karoten-Linoleik Asit Renk A¢ilim Yontemi

Oziitlerin  aktivitesi ~ p-karoten-linoleik  asit  sistemiyle belirlendi
(Dapkevicius ve ark., 1998). B-karoten ¢oOzeltisi, 0.5 mg B-karotenin 1 ml
kloroformda ¢6ziilmesiyle hazirlandi. Bu ¢ozeltiye 25 pl linoleik asit ve 200 mg
Tween 40 ilave edildi. Kloroform rotary evoparatorde buharlastirildiktan sonra
100 ml oksijenlendirilmis distile su ile karistirildi. Bu emiilsiyondan 2.5 ml, 2.0
mg/ml derisimdeki oziitlerin 0.5 ml’sine ilave edildi. Kontrol i¢in test tiipline 0ziit
yerine 0.5 ml su konuldu. Emiilsiyon test tiiplerine ilave edilir edilmez
spektrofotometre kullanilarak baslangic absorbanslar1 490 nm’de 6lgtildii. Tiipler
50 °C’de inkiibasyona brrakildi. [-karotenin rengi kayboluncaya kadar
inkiibasyona devam edildi (120 dk).

B-karoten renk ac¢ilim orani (R), 1 nolu esitlige gore hesaplandt:
R=1In(ab)/t (1)

Burada; In: dogal logaritma, a= baslangic absorbansi, b= 120 dakika

inkiibasyondan sonraki absorbans degeri
Antioksidan Aktivite (AA) ise 2 nolu esitlige gore hesaplandi:
AA = [(Rkonlrol_ Ri)’rnek) /Rkontrol] X 100 (2)

Testlerde BHA ve BHT pozitif kontrol olarak kullanildi.

2.3.3. Metal-Selatlama Kapasitesi

Orneklerin Fe™ iyonlarini selatlama kapasiteleri Dinis ve ark. (1994)
tarafindan belirlenen yonteme gore belirlendi. Igerisinde 2 ml 6ziit ¢ozeltisi (1.0

mg/ml) bulunan test tiiplerine 2 mM 0.05 ml FeCl, ¢6zeltisi ilave edildi. Tepkime
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0.2 ml 5 mM ferrozin ilavesiyle baslatildi. Karisim karistirildiktan sonra oda
sicakliginda 10 dk inkiibasyona birakildi ve daha sonra 562 nm’de absorbans
Slgimii yapildi. Ferrozin-Fe™ olusum inhibisyonu (%) asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplandi:
Metal selatlama kapasitesi (%) = [(Akontror—Asimer)/Akontror] X 100

Burada; Agonror kontroliin absorbansi ve Agmex Ornegin absorbansidir.

Testlerde EDTA pozitif kontrol olarak kullanild.

2.3.4. Fosfomolibdenyum Yontemi

Bu yontem oOrnekler varligimda Mo(VI)’nin Mo(V)’e indirgenmesi
sonuncunda asidik pH’larda olusan yesil renkli fosfat-Mo(V) kompleksinin
spektroskopik olarak takip edilmesi temeline dayanmaktadir (Prieto ve ark.,
1999). igerisinde 0.1 ml 6ziit bulunan test tiiplerine 3 ml reaktif ¢dzeltisi (0.6 M
siilfiirik asit, 28 mM sodyum fosfat ve 4 mM amonyum molibdat) ilave edildi.
Test tipleri 95 °C’de 90 dk inkiibe edildikten sonra oda sicakligina kadar
sogutuldu ve kore karsi (kor, 3 ml reaktif ¢ozelti ve 0.1 ml saf su igermektedir)
695 nm’de absorbans degerleri okutuldu. Oziitlerin toplam antioksidan
kapasiteleri standart askorbik asit grafiginden elde edilen esitlik kullanilarak

belirlendi.

2.3.5. indirgeme Giicii Kapasitesi

Indirgeme giicii kapasitesi Oyaizu (1986) tarafindan belirlenen yénteme
gore yapildi. Oziitlerin 2.5 ml’si (0.2-1.0 mg/ml) test tiiplerine ilave edildi. Her
bir tiipe 2.5 ml 0.2 M fosfat tamponu (pH:6.6) ve 2.5 ml % 1’lik potasyum
ferrisiyaniir ilave edilerek karisim 50 °C de 20 dk inkiibe edildi. Sonra tepkime
karisimma 2.5 ml %]10’luk trikloroasetik asit ilave edilerek ¢ozeltiden 2.5 ml

alind1. Ornek tizerine 2.5 ml distile su ve % 0.1’lik 0.5 ml FeCls ilavesinden sonra
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700 nm’de absorbans degerleri belirlendi. Kontrol olarak ornek yerine su

kullanildi. Testlerde BHA ve BHT pozitif kontrol olarak kullanildi.

2.3.6. Fenolik Bilesik Miktar:

Oziitlerin toplam fenolik bilesik miktarlar1 Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR)
kullanilarak gallik aside esdeger olarak belirlendi (Chandler ve Dodds, 1983;
Slinkard ve Singleton, 1999). igerisinde 1 ml 6ziit ¢dzeltisi (2 mg/ml) bulunan test
tiiplerine 45 ml distile su, 1 ml FCR ve 3 dk sonra % 2’lik Na,COj3 ¢ozeltisinden 3
ml ilave edildi. Karisim 2 saat siiresince oda sicakliginda inkiibasyona birakildi ve
ara sra calkalandi. Orneklerin absorbanslart1 760 nm’de okutuldu. Oziitlerin
toplam fenolik bilesik miktarlar1 standart gallik asit grafiginden elde edilen esitlik

kullanilarak belirlendi.

2.3.7. Flavonoid Bilesik Miktari

Oziitlerin toplam flavonoid bilesik miktarlar1 Arvouet-Grand ve ark. (1994)
tarafindan belirlenen yontem kullanilarak quercetin’e esdeger olarak belirlendi.
Igerisinde 1 ml &ziit ¢dzeltisi (2 mg/ml) bulunan test tiiplerine % 2’lik 1 ml
metanolde hazirlanmis AlCl; ¢ozeltisi ilave edildi ve oda sicaklhiginda 10 dk
inkiibasyona birakildi. Kor 6rnek 1 ml 6ziit ¢ozeltisi (2 mg/ml) ve 1 ml metanol
icermektedir. Orneklerin absorbanslar1 415 nm’de okutuldu. Oziitlerin toplam
flavonoid bilesik miktarlar1 standart quercetin grafiginden elde edilen esitlik

kullanilarak belirlendi.

2.4. Antimikrobiyal Aktivite

Agar-Kuyucuk ve Minimum Inhibitér Konsantrasyonu yontemlerinden

yararlanilarak 6ziitlerin antimikrobiyal aktiviteleri saptandi.
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2.4.1. Kullamilan Mikroorganizmalar

Antimikrobiyal aktivite testlerinde gram pozitif bakterilerden Bacillus
subtilis ATCC-6633, Staphylococcus aureus ATCC-25923, Corynebacterium
diphteriae RSHM-633 ve gram negatif bakterilerden Salmonella typhi NCTC-
9394, Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853, Shigella boydii NCTC-9359,
Shigella  dysenteriae NCTC-9762, Klebsiella pneumonia NCTC-5046,
Escherichia coli ATCC-35218, Proteus vulgaris RSHM-96022 ve bir maya olan
Candida albicans ATCC-10231 kullanild1.

2.4.2. Agar Kuyucuk Metodu

Mikroorganizma kiiltiirleri i¢in besiyeri olarak, Mueller-Hinton Agar
(MHA) kullanild1. Steril olarak hazirlanan besiyerleri yaklagik 6 mm kalinliginda
olacak sekilde petri kaplarma dokiildii.

Katilasan agar iizerine birbirine esit uzaklikta ve 6 mm c¢apinda delikler
acildi. Bu delikler agilirken cam bir boru kullanilmis olup ¢alisma sirasinda bu

cam boru her defasinda alkol ile yakilarak steril edildi.

Stispansiyonlar, kat1 besiyerlerinde liretilen bakteri ve maya suslarindan 0.5
McFarland eseline uygun (bakteriler icin 108 cfu/ul, mayalar i¢in 10° cfu/ ul)
hazirlandi. Siispansiyonlarin her birine ayr1 ayr1 ekiivyon ¢ubuklar daldirilarak
karistirildi. Hazirlanan siispansiyonlar ekiivyon ¢ubuk ile besiyerleri yiizeyine

yayild1.

Agar lizerindeki deliklere 0.45 pm membran filtresi kullanilarak 10 mg/ml
derisimde, steril edilmis oziitlerden 60 pl yiikleme yapildi. Biitlin petriler 24 saat
37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda 6ziit yiiklenen deliklerin
cevresinde olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplar1 petri plaklarinin alt yiizeyinden
cetvel yardimiyla Olgiildii. Standart antibiyotik diskleri olarak Gentamisin ve

Nystatin kullanildi (Alim ve ark., 2009).
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2.4.3. Minimum Inhibitér Konsantrasyonu Metodu

Agar kuyucuk metodundaki hassasiyetin dlciilmesi icin MIK (Minimum
Inhibitér ~ Konsantrasyonu)  metodu  uygulandi. ~ Minimum  inhibitdr
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standarts) tarafindan onerilen sivi mikrodiliisyon yontemi kullanildi

(NCCLS, 1997).

Bakteri ve maya iiretiminde Mueller-Hinton Broth (MHB) sivi besiyeri
kullanildi. Bakteri suslar1 37 °C’de MHA’da bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan son derisimleri 5x10° hiicre/ml olacak sekildle MHB’de sulandirildu.
Mikrodiliisyon testleri, 96 adet “U” tipi kuyucuklara sahip, steril, dibi diiz olan
mikrotitrasyon plaklarda yapildi. Tim bitkiler i¢in bir Onceki agar-kuyucuk
metodunda maya ve bakterilerden elde edilen sonuclar 1s181nda her seferinde iki
kat oraninda seyreltme yapacak sekilde bitki Oziitlerinin 72.00 mg/ml’den 4.50
mg/mlye kadar seri diliisyonlar1 hazirlandi. Seri halde seyreltmeleri
tamamlandiktan sonra test mikroorganizmalar: ilave edildi. MHB ve bitki 6ziitii
iceren kuyucuk, negatif kontrol kuyucugu olarak belirlendi. igerisinde bitki dziitii,
besiyeri ve inokulum siispansiyonu bulunan 96 kuyucuklu mikroplaklar, bakteriler
icin 37 °C’de 24 saat, maya i¢in 30 °C’de 48 saat inkiibasyona tabi tutuldu.
Inkiibasyon siiresinden sonra, iiremenin gerceklestigi konsantrasyondan yiiksek

olan bir dnceki konsantrasyon MIK degeri olarak alind1.

2.5. DNA Koruyucu Aktivite

Kullanilan bitki oziitlerinin DNA koruyucu aktivitesi pBR322 plazmit
DNA’s1 (vivantis) kullanilarak degerlendirildi. Plazmit DNA’s1, bitki 6ziitleri
varliginda H,O, + UV ile muameleye tabi tutuldu ve % 1.5’luk agaroz jelde
yiriitiildii. 3 pul pBR322 plazmit DNA’s1 (172 ng/ul), 1 ul % 30’luk H,O; ve
srrasiyla 5, 10, 20, 40, 50 mg/ml’lik konsantrasyonlarda 5 pl bitki 6ziitii eklenerek
toplam hacim 10 pl olacak sekilde ayarlandi (Tepe ve ark., 2010). Ayrica F.
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vulgare ve S. hypergeia Oziitleri icin 10, 20, 40, 50, 70 mg/ml’lik

konsantrasyonlarda ayni iglemler tekrarlandi.

Reaksiyonlar oda sicakliginda 302 nm’ de 8000 pW/cm? 1s1k yogunlugunda
5 dk UV transilluminator (DNR-IS) yiizeyinde bekletilerek meydana getirildi. UV
muamelesi sonunda, reaksiyon karigimi (10 pl) jel yiikleme boyasi (6x) ile %
1.5’luk agaroz jele yiiklendi. Kontrol olarak agaroz jele plazmit DNA’s1, plazmit
DNA’s1 + UV, plazmit DNA’s1 + UV+ H;O,, plazmit DNA’s1 + H,O, yiiklendi.
Jel etidyum bromid ile boyandi. Elektroforez sonunda jellerin, jel goriintiileme

sistemi (DNR-IS, MiniBIS Pro) ile fotograflar1 ¢ekildi.
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3. BULGULAR

Materyal ve metod kisminda verilen 6ziitleme yontemi ile S. iberica, A.
sivasicum, F. vulgare, O. laevigatum, T. polium, S. hypargeia bitkilerinden su
Oziitleri elde edildi. Bu o6ziitlerin antioksidan, antimikrobiyal ve DNA koruyucu

aktiviteleri belirlendi.
3.1.Antioksidan Aktivite
3.1.1. DPPH Serbest Radikal Giderim Kapasitesi

DPPH radikali dogal antioksidanlarin serbest radikal yakalama aktivitesini
degerlendirmek i¢in kullanildi. Calismada kullanilan tiim bitki 6ziitlerinin serbest
radikal giderici etkileri DPPH radikali {izerinden tayin edildi. BHA ve BHT

standartlar1 pozitif kontrol olarak kullanildi.

Ug farkl derisimdeki 6ziitlerin serbest radikal giderim aktiviteleri Sekil

3.1de verilmektedir. Tiim aktivite sonuglar1 3 tekrardan elde edilen

ortalamalardir.
100
90
80
R 70 —&— Stachys iberica
c 60
% 50 == Allium sivasicum
o ;
c 40 = Foeniculum vulgare
[ =
' 30 == Origanum laevigatum
20
= Teucrium polium
10
g ! -0 Salvia hypargeia
0.2 0.4 0.8
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.1. Bitki dziitlerinin serbest radikal giderim kapasitesi (DPPH)

Calismada kullanilan bitkilerden hazirlanan su 6ziitlerinin DPPH serbest

radikal giderim aktivitesi {i¢ farkli konsantrasyonda (0.2, 0.4 ve 0.8 mg/ml) tayin
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edildi. DPPH testinde O. laevigatum ve A. sivasicum Ozitlerinin oldukga giiclii
radikal siipiiriicii aktiviteye sahip olduklar1 saptandi. Bu bitkilerin 0.8 mg/ml
konsantrasyonda serbest radikal giderim yiizdeleri sirastyla % 81.37 + 0.40 ve %
88.76 = 0.77 olarak tespit edildi. Higbir bitki 0ziitliniin, sentetik antioksidanlar
BHA ve BHT kadar giiclii bir aktivite sergileyemedigi gozlendi. BHA nin 0.2
mg/ml konsantrasyonda serbest radikal giderim kapasitesi % 92.83 + 0.84 olarak
saptanirken, BHT nin ise ayn1 konsantrasyonda serbest radikal giderim kapasitesi

% 81.41 £ 0.00 olarak tespit edildi.

3.1.2. B-Karoten-Linoleik Asit Renk A¢ilim Yontemi

Kullanilan bitkilerin su Oziitlerinin ve standartlarm 2.0 mg/ml’lik
derisimlerinin, B-karoten-linoleik asit renk a¢ilim yOntemiyle belirlenen toplam
antioksidan aktiviteleri Sekil 3.2°de verilmektedir. Tiim aktivite sonuglar1 3

tekrardan elde edilen ortalamalardir.

B-karoten-linoleik asit renk agilim yonteminde pozitif kontroller olarak
BHA ve BHT kullanildi. Bu yontemde tiim bitki Oziitlerinin oldukg¢a yiiksek
aktivite gosterdigi gozlendi. Bu test sisteminde 7. polium (% 94.59 + 0.16) ve O.
laevigatum (% 93.62 + 0.00) oziitlerinin en yiiksek aktiviteleri gosterdigi
belirlendi. Ayrica bu bitki 6ziitlerinin sentetik antioksidanlar BHA (% 86.48 +
1.93) ve BHT ye (% 92.14 + 0.15) oranla ¢ok daha yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip olduklar1 goriildii.
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Sekil 3.2. Bitki 6ziitlerinin ve standartlarin B-karoten-linoleik asit renk

acilim yontemiyle belirlenen antioksidan aktiviteleri

3.1.3. Metal-Selatlama Kapasitesi

Metal-selatlama kapasitesi, bitki oziitlerinin ¢ozeltideki Fe™ iyonlarm
baglayabilmek i¢in ferrozin ile yarigmaya girmesi esasina dayali olarak belirlendi.
Pozitif kontrol olarak, iyi bir selatlayici olan EDTA secildi. Calismada kullanilan
Oziitlerin metal-selatlama kapasitesi gosteren konsantrasyonlar1 Sekil 3.3°de

verilmektedir. Tiim aktivite sonuglar1 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.
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Sekil 3.3. Bitki 6ziitlerinin metal-selatlama kapasiteleri

Sekil 3.3’de de goriildiigii gibi, caliymada kullanilan bitki 6ziitleri icerisinde
en yiiksek aktivitenin F. vulgare 6ziitii tarafindan sergilendigi belirlendi (% 74.78
+ 3.78). Ancak F. vulgare dahil hicbir oziitin Fe™ iyonlarimi selatlama
kapasitesinin EDTA kadar yiiksek olmadigi tespit edildi (% 99.74 + 0.15). A.

sivasicum ve O. laevigatum Oziitlerinde ise metal-gelatlama aktivitesi gozlenmedi.

3.1.4. Fosfomolibdenyum Y 6ntemi

Fosfomolibdenyum yontemi, Mo(VI)’nin Mo(V)’e indirgenmesi sonucunda
asidik pH’larda olusan yesil renkli fosfat-Mo(V) kompleksinin spektrofotometrik

olarak takip edilmesine dayanmaktadir. Orneklerin absorbanslari 695 nm’de

Olciilerek Sekil 3.4°de verilen askorbik asit kalibrasyon egrisi olusturuldu.
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Askorbik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.4. Askorbik asit kalibrasyon egrisi

Standart askorbik asit grafiginden elde edilen esitlik kullanilarak bitki
Oziitlerinin toplam antioksidan aktivitesi Sekil 3.5°de verilmistir. Tiim aktivite

sonuclar1 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.

300
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pg Askorbik asit/mg oziit

50 i :
0 ‘ |
Stachys Allium  Foeniculum Origanum Teucrium Salvia

iberica  sivasicum vulgare laevigatum polium  hypargeia

Sekil 3.5. Bitki 6ziitlerinin fosfomolibdenyum metoduna gore belirlenen

antioksidan kapasitesi



39

Fosfomolibdenyum metoduna gore calisilan bitki Oziitlerinin antioksidan
aktivite siralamas1 O. laevigatum > S. iberica > A. sivasicum> T. polium > S.
hypargeia > F. vulgare seklinde gergeklesmistir. Bitkiler arasinda en yiiksek
antioksidan aktivitenin gosteren O. laevigatum taratindan sergilendigi tespit edildi
(242.64 £+ 8.99 ng askorbik asit/mg 0ziit). Diger yandan F. vulgare Oziitiiniin,
incelenen bitki Oziitleri arasinda en diisiik aktiviteye sahip bitki oldugu saptandi

(42.34 +£ 2.51 ng askorbik asit/mg 6ziit).

3.1.5. indirgeme Giicii Kapasitesi

Bitki oziitlerinin ve standartlarm farkli derisimlerinin ortamdaki Fe'
iyonlarmi Fe™*’ye indirgeyerek serbest radikal olusumunu engelleme kapasiteleri
Sekil 3.6’da verilmistir. Tim aktivite sonuglar1 3 tekrardan eclde edilen

ortalamalardur.

Absorbans (700 nm)
o
wu

0.2 0.4 1.0

Konsantrasyon (mg/ml)

—4—Stachysiberica == Allium sivasicum
== Foeniculum vulgare === CQOriganum laevigatum

=t Teucrium polium =0 Salvia hypargeia

Sekil 3.6. Bitki 6ziitlerinin indirgeme giicii kapasiteleri
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Calismada kullanilan su o6ziitlerinin indirgeme giicii kapasitesi li¢ farkl
konsantrasyonda (0.2, 0.4 ve 1.0 mg/ml) tayin edildi. indirgeme giicii kapasitesi
testinde A. sivasicum Oziitiiniin diger bitkiler icerisinde en giiclii aktiviteye sahip
bitki oldugu saptandi. Ancak higbir bitki Oziitliniin, pozitif kontrol olarak
kullanilan sentetik antioksidanlar BHA ve BHT kadar giicli aktivite
sergileyemedigi gozlendi. BHA nin 0.2 mg/ml konsantrasyonda indirgeme giicii
kapasitesi 2.303 £ 0.064 olarak saptanirken, BHT nin ise ayni konsantrasyonda

indirgeme giicti degeri 1.258 + 0.121 olarak tespit edildi.

3.1.6. Fenolik Bilesik Miktari

Calismada kullanilan bitki 6ziitlerinin toplam fenolik bilesik miktarlar1
tayininde Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) kullanilmistir. Gallik asit kalibrasyon
egrisi Sekil 3.7°de ve oziitlerin gallik asit esdegeri fenolik bilesik miktarlar1 Sekil

3.8’de verilmistir. Ttim aktivite sonuglar1 3 tekrardan elde edilen ortalamalardir.

Gallik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.7. Gallik asit kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.8. Bitki 6ziitlerinin toplam fenolik bilesik miktarlar

Bitki oziitlerinin antioksidan 6zelliklerinden, genellikle igerdikleri fenolik
bilesiklerin sorumlu oldugu bilinmektedir. Sekil 3.8’de goriildiigii gibi, incelenen
bitki 6ziitlerinin toplam fenolik bilesik miktarlar1 O. laevigatum > A. sivasicum >
T. polium > S. iberica > S. hypargeia > F. vulgare seklinde siralanmistir. Bitkiler
arasinda fenolik bilesik miktar1 en yiiksek olan bitki O. laevigatum olarak
belirlenirken (125.96 + 1.98 ug gallik asit / mg 6ziit), F. vulgare 6ziitiiniin ise en
disiik diizeyde (17.01 + 0.14 pg gallik asit / mg 6ziit) fenolik bilesik icerigine
sahip oldugu saptandu.

3.2.7. Flavonoid Bilesik Miktari

Calismada kullanilan bitki 6ziitlerinin toplam flavonoid bilesik miktarlari,
quercetin esdegeri olarak tespit edildi. Orneklerin absorbanslari 415 nm’de

Olciilerek Sekil 3.9°da verilen quercetin kalibrasyon egrisi olusturuldu.
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Quercetin kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.9. Quercetin kalibrasyon grafigi

Olusan kalibrasyon egrisi lizerinden 6ziitlerin toplam flavonoid miktarlar1
Sekil 3.10’de verilmistir. Tim aktivite sonuclar1 3 tekrardan elde edilen

ortalamalardur.
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Sekil 3.10. Bitki 6ziitlerinin toplam flavonoid bilesik miktarlar
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Sekil 3.10°da  goriildiigli gibi, incelenen bitki 6ziitlerinin toplam flavonoid
madde igeriklerinin 0.18 £ 0.00 ile 79.25 + 0.46 pg quercetin / mg 6ziit arasinda
degisiklik gosterdigi bulundu. A. sivasicum’un toplam flavonoid bilesik miktari
acisindan en zengin 6ziit oldugu tespit edildi. Diger bitkilerin toplam flavonoid

bilesik miktarlarinin A. sivasicum 6ziitiine oranla oldukca diisiik oldugu gozlendi.

3.2. Antimikrobiyal Aktivite
3.2.1. Agar-Kuyucuk Metodu

Bitki Oziitlerinin B. subtilis ATCC-6633, S. aureus ATCC-25923, C.
diphteriae RSHM-633, S. typhi NCTC-9394, P. aeruginosa ATCC-27853, S.
boydii NCTC-9359, S. dysenteriae NCTC-9762, K. pneumonia NCTC-5046, E.
coli ATCC-35218, P. vulgaris RSHM-96022 ve C. Albicans’a ATCC-10231 kars1

olusturduklar1 inhibisyon zonlar1 6l¢iildii.

Bakteri suslar1 icin pozitif kontrol olarak Gentamisin, Candida igin ise
Nystatin kullanildi. Agar tizerinde 6 mm capinda delikler acildi. Zon ¢ap1 6l¢iimii
delik cap1 dahil olmak tizere yapildi. Tablo 3.1°de bitki 6ziitlerinin, Gentamisin ve
Nystatin antibiyotiklerinin besi ortaminda olusturduklar1 inhibisyon zon ¢aplari

verilmistir.

Bu test sisteminde sadece O. laevigatum ve S. iberica Oziitlerinin etkili
oldugu tespit edilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan Gentamisin’in, S. boydii
ve S. dysenteriae tiirlerine kars1 olusturduklari inhibisyon zon ¢aplar1 sirasiyla
12.6 ve 13.5 cm olarak olgildi. O. laevigatum, hem S. boydii hem de S.
dysenteriae tiirlerine kars1 12.0 cm inhibisyon zon ¢ap1 meydana getirerek iliml
Olciide antimikrobiyal aktivite gostermistir. S. iberica ise S. dysenteriae’ye karsi

oldukca zayif aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Bu yontemde, calismada kullanilan bitki oziitlerinden hicbiri B. subtilis S.
aureus, C. diphteriae, S. typhi, P. aeruginosa, K. pneumonia, E. coli, P. vulgaris

ve C. albicans’e kars1 antimikrobiyal aktivite sergilememistir.
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Tablo 3.1. Agar-kuyucuk metodu ile elde edilen antimikrobiyal aktivite sonuglar1®

Bitki Tiirleri

Mikroorganizmalar

S. iberica  A. sivasicum F. vulgare O. laevigatum T. polium S. hypargeia Gen” Nys®
B. subtilis - - - - - - 29.0 -
S. aureus - - - - 7.0 - 23.0 -
C. diphteriae - - - - - - 23.0 -
S. typhi - - - - - - 10.0 -
P. aeruginosa - - - - - - 20.0 -
S. boydii - - - 12.0 - - 12.6 -
S. dysenteriae 7.0 - - 12.0 - - 13.5 -
K. pneumonia - - - - - - 20.0 -
E. coli - - - - - - 16 -
P. vulgaris - - - - - - 22.0 -
C. albicans - - - - - - - 25.0

*Inhibisyon zon ¢ap1 (mm) (6 mm kuyucuk ¢ap1 dahil)
®10 pg etken madde igeren Gentamisin 6 mm’ lik standart kuru diski
€25 ug etken madde igeren Nystatin 6 mm’ lik standart kuru diski
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Bitki Oziitlerinin bu yontemde test mikroorganizmalar1 karsi olusturduklari

inhibisyon zonlar1 Sekil 3.11, 3.12, 3.13, 3.14 ve 3.15°de verilmistir.

Sekil 3.11. Ok ve 7 numara ile gosterilen F. vulgare’ nin; a) S. boydii, b) B.
subtilis, ¢) P.aeruginosa, d) C. albicans, e) C. diphteriae, f) S. typhi, g) P.
vulgaris, h) S. dysenteriae, 1) S. aureus, j) K. pneumonia k) E. coli’ye karsi
olusturdugu inhibisyon zonlar1
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Sekil 3.12. Ok ve 29 numara ile gosterilen 7. polium™un; a) S. boydii, b) B.
subtilis, ¢) P.aeruginosa, d) C. albicans, e) C. diphteriae, f) S. typhi, g) P.
vulgaris, h) S. dysenteriae, 1) S. aureus, j) K. pneumonia k) E. coli’ye karsi
olusturdugu inhibisyon zonlar1
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Sekil 3.13. Ok ve 40 numara ile gosterilen O. laevigatum’ un; a) S. boydii, b) B.
subtilis, c¢) P.aeruginosa, d) C. albicans, f) S. typhi, g) P. vulgaris, h) S.
dysenteriae, 1) S. aureus, j) K. pneumonia k) E. coli’ye karst olusturdugu
inhibisyon zonlar1
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Sekil 3.14. Ok ve 21 numara ile gosterilen S. iberica’ nin; a) S. boydii, b) B.
subtilis, c¢) P.aeruginosa, d) C. albicans, f) S. typhi, g) P. vulgaris, h) S.
dysenteriae, 1) S. aureus, j) K. pneumonia k) E. coli’ye karst olusturdugu
inhibisyon zonlar1
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Sekil 3.15. 8 numara ile gosterilen A. sivasicum’ un ve 10 numara ile gosterilen S.
hypargeia’ nin a) S. boydii, b) B. subtilis, c) P.aeruginosa, d) C. albicans, ¢) C.
diphteriae, f) S. typhi, g) P. vulgaris, h) S. dysenteriae, 1) S. aureus, j) K.
pneumonia, k) E. coli’ye kars1 olusturdugu inhibisyon zonlar1
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3.2.2. Minimum Inhibitér Konsantrasyonu Metodu

Bitki 6ziitlerinin B. subtilis, S. aureus, C. diphteriae, S. typhi, P. aeruginosa,
S. boydii, S. dysenteriae, K. pneumonia, E. coli, P. vulgaris ve C. albicans’a karsi
MIK degerleri tespit edildi. Bakteri suslar1 i¢in pozitif kontrol olarak Gentamisin,

C. albicans i¢in 1se Nystatin kullanildi.

Minimum inhibitér konsantrasyonu metodunda, 6ziitiin stok c¢ozeltisinden
diliisyonlar yapilarak diizenli sekilde azalan konsantrasyonlar elde etmek, bu
sayede iiremeyi inhibe eden en diisiik derisimi (MiK) belirlemek miimkiin

olmaktadir (Iscan ve ark., 2002).

Calismamiz sonucunda bitki 6ziitlerinin ve pozitif kontrol olarak kullanilan
Gentamisin ve Nystatin’in test mikroorganizmalarina kars1 elde edilen MIK

degerleri Tablo 3.2°de verilmektedir.
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Tablo 3.2. MiK yontemi ile elde edilen antimikrobiyal aktivite sonuglar1®

Bitki Tiirleri

Mikroorganizmalar 0

S. iberica  A. sivasicum F. vulgare  laevigatum T. polium  S. hypargeia Gen”
B. subtilis >72.0 72.0 >72.0 >72.0 >72.0 72.0 12.50
S. aureus 72.0 72.0 72.0 >72.0 72.0 72.0 3.12
C. diphteriae 72.0 72.0 >72.0 >72.0 >72.0 >72.0 12.50
S. typhi 72.0 72.0 >72.0 >72.0 >72.0 >72.0 16.66
P. aeruginosa >72.0 72.0 72.0 >72.0 >72.0 >72.0 125.00
S. boydii >72.0 72.0 72.0 72.0 >72.0 72.0 15.74
S. dysenteriae 72.0 >72.0 72.0 72.0 72.0 72.0 14.21
K. pneumonia >72.0 72.0 >72.0 >72.0 >72.0 72.0 2.94
E. coli >72.0 >72.0 >72.0 >72.0 >72.0 72.0 25.00
P. vulgaris 72.0 72.0 >72.0 >72.0 >72.0 >72.0 10.25
C. albicans 72.0 >72.0 >72.0 >72.0 >72.0 72.0 -

*Konsantrasyon araligi: 4.50 - 72.00 mg/ml
°Gentamisin (pg/ml)
‘Nystatin (ug/ml)
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S. iberica ozitinln S. aureus, C. diphteriae, S. typhi, S. dysenteriae, P.
vulgaris, C. albicans’a karst 72.00 mg/ml konsantrasyonda etkili oldugu

saptanmuistir.

A. sivasicum Ozitiniin S. dysenteriae, E. coli ve C. albicans diginda
kullanilan tiim test mikroorganizmalarina karsi 72.00 mg/ml konsantrasyonda

etkili oldugu belirlenmistir.

F. vulgare 0Oziitiiniin tiim test mikroorganizmalar1 icerisinde sadece S.
aureus, P. aeruginosa, S. boydii, S. dysenteriae’ye karst 72.00 mg/ml

konsantrasyonda etkili oldugu gézlenmistir.

O. laevigatum Oziitiiniin agar-kuyucuk metodu sonuglarini destekleyecek
sekilde, kullanilan test mikroorganizmalar1 icerisinde sadece S. typhi, S.

dysenteriae’ye kars1 72.00 mg/ml konsantrasyonda etkili oldugu belirlenmistir.

T. polium Gziitiiniin ise, test mikroorganizmalar1 arasinda S. aureus ve S.
dysenteriae’ye karst 72.00 mg/ml konsantrasyonda minimum inhibisyon

gosterdigi tespit edilmistir.

S. hypargeia Oziitiiniin Gram pozitif bakterilerden B. subtilis, S. aureus,
gram negatif bakterilerden S. typhi, S. dysenteriae, K. pneumonia, E. coli ve C.
albicans’a karst 72.00 mg/ml derisimde minumum inhibitér konsantrasyonu

gosterdigi belirlenmistir.

3.3. DNA Koruyucu Aktivite

Calismada kullanilan bitkilerden elde edilen su 6ziitlerinin DNA koruyucu
aktiviteleri, kuvvetli UV 151k ve H>O; varliginda plazmit DNA’smin korunmasimnin

agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmesi esasina dayali olarak incelenmistir.

DNA kirilimmi incelemenin bir yolu, supercoiled DNA’nin (siiper kivrimli
halkasal DNA; kirik yok), open-circular (tek zincir kirig1 igeren halkasal DNA;
DNA zincirlerinden birinde kirik mevcut) veya linear (dogrusal DNA; iki zincirde

de bir veya birden fazla kirik mevcut) forma doniisiimiinii gdzlemlemektir.
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Agaroz jel elektroforezinde bu formlarin farkli hizlarda hareket ettikleri
bilinmektedir. Agaroz jel elektroforezinde pBR322 plazmit DNA’s1; hizli hareket
eden supercoiled DNA (scDNA) ve daha yavas hareket eden open-circular DNA
(ocDNA) olmak iizere 2 bant olusturmaktadir. H,O, ve kuvvetli UV 1sik ile
muamele edilen plazmit DNA’s1, supercoiled halkasal DNA’nin kirilmasi sonucu

linear DNA’y1 meydana getirmektedir

A. sivasicum, T. polium, O. laevigatum, S. iberica 6ziitlerinin 5, 10, 20, 40,
50 mg/ml’lik konsantrasyonlarda DNA’y1 -OH radikaline karsi koruma etkisi
tespit edilmistir. (Sekil 3.16 ve 3.17) F. vulgare ve S. hypargeia 6ziitlerinin ise 10,
20, 40, 50, 70 mg/ml’lik konsantrasyonlar1 i¢in DNA koruyucu aktivite test
edilmistir. (Sekil 3.18 ve 3.19)

Sekil 3.16. T. polium ve O. laevigatum 6ziitlerinin DNA koruyucu aktivitesi

1.kuyucuk: Plazmit DNA; 2.kuyucuk: Plazmit DNA + UV; 3.kuyucuk: Plazmit DNA + UV +
H,0,; 4.kuyucuk: Plazmit DNA + H,0,; 5.kuyucuk-9.kuyucuk: 7. polium bitkisinin sirasiyla 5, 10,
20, 40, 50 mg/ml’lik konsantrasyonlar1 + Plazmit DNA + UV + H,0,; 10.kuyucuk-14.kuyucuk: O.
laevigatum bitkisinin sirasiyla 5, 10, 20, 40, 50 mg/ml’lik konsantrasyonlari + Plazmit DNA + UV
+ H,0,. SC: Supercoiled DNA, LIN: Linear DNA, OC: Open-circular DNA

Sekil 3.16’da ilk 4 kuyucuk kontrol olarak kullanilmistir. 1 ve 2.
kuyucuklarda ii¢ bant (scDNA, linDNA ve ocDNA) meydana geldigi
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gozlenmistir. 3. kuyucukta DNA’ nin H,O, varliginda UV ile etkilesimi sonucu -
OH radikalinin DNA’y1 kestigi goriilmiistiir. 4. kuyucukta ise jel lizerinde yine 3
bant (scDNA, linDNA ve ocDNA) olustugu belirlenmistir. 7. polium Oziitiiniin
DNA koruyucu potansiyeli agaroz jel izerinde 5. kuyucuk ile 9. kuyucuk arasinda
belirlenmeye caligilmistir. 5 mg/ml 6ziit varliginda plazmit DNA’sinin agaroz jel
elekroforezinde smear (siiriintii) goriintiisii meydana getirdigi goriilmiistiir. 6 ve 7.
kuyucuklarda ise sirasiyla 10 ve 20 mg/ ml 6ziit varlifinda ocDNA ve linDNA
olarak isimlendirilen iki bant olustugu gozlenmistir. 8 ve 9. kuyucuklarda ise
sirasiyla 40 ve 50 mg/ml 6ziit varliginda kuvvetli iki bant (ocDNA ve linDNA)
meydana geldigi gézlenmistir. O.laevigatum 6ziitiiniin DN A koruyucu potansiyeli
agaroz jel {lizerinde 10. kuyucuk ile 14. kuyucuk arasinda belirlenmeye
calisilmistir. 5 mg/ml 6ziit varliginda agaroz jel elekroforezinde smear (stiriintii)
goriintlisii meydana geldigi goriilmiistiir. 11, 12 ve 13. kuyucuklarda ise sirasiyla
10, 20 ve 40 mg/ml 6ziit varliginda ocDNA ve linDNA bantlarinin olustugu
gozlenmistir. 14. kuyucukta 50 mg/ml 6ziit varlifinda ocDNA ve linDNA’ nin

kuvvetli oranda korundugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.17. S. iberica ve A. sivasicum 6ziitlerinin DNA koruyucu aktivitesi

L.kuyucuk: Plazmit DNA+ UV; 2.kuyucuk: Plazmit DNA+ H,0,; 3.kuyucuk: Plazmit DNA;
4.kuyucuk: Plazmit DNA+ UV+ H,0,; 5.kuyucuk-9.kuyucuk: S. iberica bitkisinin sirastyla 5, 10,
20, 40, 50 mg/ml’lik konsantrasyonlar1 + Plazmit DNA+ UV+ H,O,, SC: Supercoiled DNA, LIN:

Linear DNA, OC: Open-circular DNA; 10.kuyucuk-14.kuyucuk: A4. sivasicum bitkisinin sirasiyla
5, 10, 20, 40, 50 mg/ml’lik konsantrasyonlar1 + Plazmit DNA+ UV+ H,0, SC: Supercoiled DNA,
LIN: Linear DNA, OC: Open-circular DNA.

Sekil 3.17° de ilk 4 kuyucuk kontrol olarak kullanilmistwr. 1, 2 ve 3.
kuyucuklarda jel iizerinde ii¢ bant (scDNA, linDNA ve ocDNA) olustugu
gozlenmistir. 4. kuyucukta DNA’nin H,O, varliginda UV ile etkilesimi sonucu -
OH radikalinin DNA’y1 kestigi goriilmiistiir. S. iberica 6ziitliniin DNA koruyucu
potansiyeli agaroz jel lizerinde 5. kuyucuk ile 9. kuyucuk arasinda belirlenmeye
calisiimistir. 5-8. kuyucuklarda ise sirasiyla 5, 10, 20 ve 40 mg/ml 6ziit varliginda
ocDNA ve linDNA bantlarinin olustugu gozlenmistir. 9. kuyucukta ise 50 mg/ml
Oziit varliginda DNA’nin {i¢ bant olusturdugu ve supercoiled DNA’nin korundugu
gozlenmistir. 4. sivasicum Oziitinlin DNA koruyucu potansiyeli agaroz jel
iizerinde 10-14. kuyucuklar arasinda belirlenmeye c¢alisilmistir. 4. sivasicum
Oziitiiniin 5, 10, 20, 40 ve 50 mg/ml konsantrasyonlarinda bant olusumu

gbzlenmemistir.
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Sekil 3.18. F. vulgare 6ziitiiniin DNA koruyucu aktivitesi

1.kuyucuk: Plazmit DNA; 2.kuyucuk: Plazmit DNA+ UV; 3.kuyucuk: Plazmit DNA+ H,0,;
4.kuyucuk: Plazmit DNA+ UV+ H,0,; 5.kuyucuk-9.kuyucuk: F. vulgare bitkisinin sirasiyla 10,20
,40, 50, 70 mg/ml’lik konsantrasyonlari + Plazmit DNA+ UV+ H,0,. SC: Supercoiled DNA,
LIN: Linear DNA, OC: Open-circular DNA.

Sekil 3.18” de ilk 4 kuyucuk kontrol olarak kullanilmistir. 1. kuyucukta ii¢
bant (scDNA, linDNA ve ocDNA) olustugu gézlenmistir. 2 ve 3. kuyucuklarda
ise jel iizerinde yine 3 bant olustugu goriilmiistiir. 4. kuyucukta DNA’nin H,O;
varliginda UV ile etkilesimi sonucu -OH radikalinin DNA’y1 kestigi
belirlenmistir. F. vulgare 0ziitiiniin DNA koruyucu potansiyeli agaroz jel iizerinde
5-9. kuyucuklar arasinda belirlenmeye ¢alisilmistir. 5, 6 ve 7. kuyucuklarda ise
sirasiyla 10, 20 ve 40 mg/ ml 6ziit varhiginda ocDNA ve 1inDNA bantlarinin
olustugu gozlenmistir. 8 ve 9. kuyucuklarda ise sirasiyla 50 ve 70 mg/ml 6ziit
varliginda kuvvetli iki bant (ocDNA ve linDNA) olustugu goriilmiistiir. Ancak

hi¢bir konsantrasyonun supercoiled DNA’y1 korumadig: tespit edilmistir.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

Sekil 3.19. S. hypargeia 6ziitiiniin DNA koruyucu aktivitesi

1.kuyucuk: Plazmit DNA UV+ H,0,; 2.kuyucuk: Plazmit DNA+ UV; 3.kuyucuk: Plazmit DNA;
4.kuyucuk: Plazmit DNA+ H,0,; 5.kuyucuk-9.kuyucuk: S. hypargeia bitkisinin sirasiyla 10, 20,
40, 50, 70 mg/ml’lik konsantrasyonlari + Plazmit DNA+ UV+ H,0,. SC: Supercoiled DNA, LIN:
Linear DNA, OC: Open-circular DNA.

Sekil 3.19°da ilk 4 kuyucuk kontrol olarak kullanilmistir. 1 ve 2.
kuyucuklarda ii¢ bant (scDNA, linDNA ve ocDNA) olustugu goézlenmistir. 3.
kuyucukta DNA’nin H,O, varligimda UV ile etkilesimi sonucu -OH radikalinin
DNA’y1 kestigi goriilmiistiir. 4. kuyucukta ise jel lizerinde yine 3 bant olustugu
belirlenmistir. S.hypargeia 06ziitinin DNA koruyucu potansiyeli agaroz jel
iizerinde 5-9. kuyucuklar arasinda belirlenmeye caligilmistir. 10 mg/ml oziit
varliginda agaroz jel elekroforezinde smear (siiriintli) goriintiisii meydana
gelmistir. 6 ve 7. kuyucuklarda ise sirasiyla 20 ve 40 mg/ ml 6ziit varliginda
ocDNA ve linDNA bantlarinin olustugu gozlenmistir. 8 ve 9. kuyucuklarda ise
sirasiyla 50 ve 70 mg/ml 6ziit varhi§inda plazmit DNA’sinin kuvvetli iki bant
(ocDNA ve linDNA) olusturdugu gozlenmistir. Ancak hicbir konsantrasyonun
supercoiled DNA’y1 korumadig: tespit edilmistir.
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4. TARTISMA ve SONUC

Bitkiler binlerce yildir dogal ila¢ olarak kullanilmaktadwr (Balunas ve
Kinghorn, 2005). Son yillarda ise bitkilerden elde edilen farkli oziitler ve bu
Oziitlerden elde edilen dogal {iriinlere olan ilgi giin gegtikge artmaktadir (Kelen ve
Tepe, 2008). Bircok bitki tiiriiniin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri

hakkinda ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur.

Literatiir bilgileri 1s1ginda, calismada kullanilan S. iberica, S. hypargeia, A.
sivasicum ve O. laevigatum bitkiler1 hakkinda smirli sayida c¢alisma oldugu
sOylenebilir. Buna karsilik 7. polium ve F. vulgare bitkilerden elde edilen
Oziitlerin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerine iliskin ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismada S. hypargeia, A. sivasicum, O. laevigatum ve F.

vulgare su 0ziitlerinin DNA koruyucu aktiviteleri ilk kez ¢aligilmustir.

Calismada kullanilan bitkilerin antioksidan aktiviteleri 5 farkli metod
kullanilarak incelenmistir. Aktivite testlerinin yani sira dziitlerin toplam fenolik ve

flavonoid bilesik miktar1 da belirlenmistir.

Antioksidan aktivite tespitinde kullanilan DPPH testi, antioksidan ozellige
sahip bilesiklerin elektron ve hidrojen atomu transferi ile DPPH radikalinin
hidrazin tiirevlerine indirgenmesi sonucu absorbansin diismesi temeline
dayanmaktadir (Goger, 2006). Calismada DPPH serbest radikal giderim aktivitesi
ii¢ farkli derisimde tayin edilmistir. Bitki 6ziit derisimi artisina bagh olarak %
inhibisyon degerinde de artis saptanmistir. Kullanilan bitkiler arasinda O.
laevigatum ve A. sivasicum Oziitlerinin oldukga gii¢lii radikal siipiiriicii aktiviteye
sahip olduklar1 goriilmistiir. Literatiirde, Allium cinsi iiyelerinden elde edilen
Oziitlerin antioksidan aktiviteleri lizerine pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (Stajner ve
Varga 2003; Chaithradhyuthi ve ark., 2009). Tepe ve ark. (2005) tarafindan
yapilan bir ¢alismada A4. sivasicum metanol 6ziitiiniin antioksidan aktivitesi DPPH
serbest radikal giderim ve B-karoten-linoleik asit renk acilim testi ile tespit
edilmistir. 5 farkli Allium tiri metanol Oziitiiniin antioksidan aktiviteleri

kiyaslandiginda A. sivasicum tiirtiniin orta diizeyde antioksidan aktivite gosterdigi
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sOylenebilir. Benzer sekilde Origanum cinsi iiyelerinden elde edilen oziitler
hakkinda da literatiirde ¢ok sayida calisma bulunmaktadir (Tepe ve ark.,2004;
Baaliouamer ve ark., 2006). Ancak O. laevigatum tiirii lizerine daha 6nce yapilmis

bir caligmaya rastlanmamaistir.

Hiicre membranlarinda bulunan lipitler, linoleik asit ve arakidonik asit gibi
oksidasyona miisait doymamis yag asitleri bakimindan oldukc¢a zengindir. B-
karoten-linoleik asit renk agilim testinde, linoleik asitten hidrojen ¢ikmasi sonucu
olusan pentadienil serbest radikalinin yiliksek konjugasyona sahip olan pB-karotene
hiicum etmesi sonucu reaksiyon emiilsiyonunun renginin acilmasi esastir
(Shariffifar ve ark., 2009). Calismada kullanilan tiim bitki 6ziitlerinin yiliksek
oranda B-karoten-linoleik asit oksidasyonunu engelledigi gozlenmistir. En yiiksek
aktiviteyi 7. polium (% 94.59 + 0.16) ve O. laevigatum (% 93.62 = 0.00)
Oziitlerinin gosterdigi belirlenmistir. 7. polium ve O. laevigatum tiirlerinin,
sentetik antioksidanlar BHT ve BHA’dan daha yiiksek aktivite gosterdikleri
goriilmiistiir. Kadifkova-Panovska ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada
T. polium, T.montanum ve T. chamaedrys organik solventleriyle elde edilen
Oziitlerin antioksidan aktiviteleri incelenmistir. 7. polium Oziitiiniin 0.4 mg/ml
derisim degerinde B-karoten oksidasyon inhibisyonu olduk¢a yiiksek bulunmustur
(Ljubuncic ve ark., 2006). 7. polium’ un farkli polariteye sahip Oziitlerinin
antioksidan aktivitelerinin arastirilmasmin yani sira, yine bu bitkiden elde edilen
fitokimyasallarin farkli gruplarinin, flavonoidlerin (Shariffifar ve ark., 2009;
Vukics ve ark., 2008) ve fenolik bilesiklerin (Rice-Evans ve ark., 1997; Wang ve
ark., 2000) antioksidan aktiviteleri bir¢ok arastirmaci tarafindan calisilmistir.
Calismamizdan elde edilen sonucglara paralel olarak, Tepe ve arkadaslarmnin
(2010) S. iberica ve T. polium tirleri iizerine yaptiklar1 ¢alismada, B-karoten-
linoleik asit renk acilim testinde 7. polium su 6ziitli inhibisyon yiizdesini 93.37 +

0.14 olarak tespit edilmislerdir.

Metal iyonlarinin serbest radikal reaksiyonlarindaki asil Onemleri lipit
peroksidasyonu {iizerine olan etkileridir. Gegis metalleri lipit peroksidasyonu

baslatmaktan ziyade sentezlenmis olan lipit hidroperoksitlerini parcalayarak ve
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lipit peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarini katalize ederek serbest radikallerin
zararlarm artirirlar (Benzer ve Kilig, 2006). Serbest demir en giiclii pro-oksidan
molekiillerden birisidir. Demirin oksidatif stres, toksik serbest radikal olusumu,
lipit peroksidasyonu gibi pek ¢ok stiregte aktif rol oynadigi bilinmektedir (Okutur,
2006). Lipit peroksidasyonu gidalardaki oksidatif bozulmanin ve insan
viicudundaki hiicresel organellerin fizyolojik fonksiyonlarmnin kaybinin en 6nemli

nedenidir (Goger, 2006).

Calismamizda kullanilan Dinis metodu, bitki 6ziitleri ve EDTA’ nin ferrozin
ve demir kompleksiyle yarigmasi, ferrozinden dnce demir iyonlarim yakalayarak
onunla kompleks yapmalari esasma dayanmaktadir. Diisik absorbans, Fe™
ferrozin kompleksinin azaldiginin belirtisidir. Calismamizda kullanilan bitki
oziitlerinden F. vulgare’ nin metal selatlama aktivitesinin diger bitkilere oranla
daha yiiksek oldugu bulunmustur (% 74.78 £ 3.78). A. sivasicum ve O. laevigatum
oziitlerinde 1ise metal-selatlama aktivitesi gozlenmemistir. Kullanilan bitki
Oziitlerinin metal selatlama aktivitelerinden elde edilen sonucglar ayni zamanda

demir (metal) baglama kapasitelerinin de gostergesidir.

Fosfomolibdenyum metodu, diger antioksidan testlerinden bagimsiz, yaygin
olarak kullanilan, uygulanmasi basit bir yontemdir. Antioksidan bilesikler
tarafindan Mo(VI)’nin Mo(V)’e indirgenmesi esasina dayanmaktadir (Lu ve Foo,
2001). O. laevigatum O&ziitiiniin diger bitki Oziitlerine oranla oldukga yliksek
aktivite gosterdigi bulunmustur (242.64 = 8.99 ug askorbik asit/mg 0ziit).
Calismamizda kullanilan bitki O6ziitlerinin fosfomolibdenyum metoduna gore,
antioksidan aktiviteleri ile fenolik bilesik miktarlar1 arasinda giiclii bir paralellik

(1> = 0,967) oldugu goriilmiistiir.

Bilesiklerin antioksidan aktivitesi, peroksitlerin detoksifikasyonu, gecis
metallerinin kataliz etkisini geciktirmesi, zincir reaksiyonlarini engellemesi ve
radikalleri temizleme aktiviteleri gibi farkli mekanizmalara bagli olabilir. Ancak
antioksidan aktivite ile indirgeme giicli kapasitesi dogrudan iligkili degildir (Oktay

ve ark., 2003). Calismada kullanilan bitki 6ziitlerinin indirgeme giicii sirasiyla
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BHT > BHA > A. sivasicum > S. iberica > T. polium > S. hypargeia > O.
laevigatum > F. vulgare seklinde bulunmustur. Bitki 6ziitlerinin indirgeme giicii
sonuglar1 ile diger antioksidan aktivite sonuclar1 arasinda giiclii bir iliski olmadigi
goriilmiistiir. Tepe ve ark. (2010) tarafindan yapilan calismaya gore, 7. polium’ un
1.0 mg/ml konsantrasyondaki indirgeme giicii kapasitesinin 0.600 + 0.013 nm ve
S. iberica’ nin ayni konsantrasyondaki indirgeme giicii kapasitesinin 0.285 +

0.007 nm oldugu rapor edilmistir.

Fenolik bilesikler, hidroksil gruplar1 igermeleri nedeniyle serbest radikal
yakalama yetenegine sahip bilesiklerdir (Oktay ve ark., 2003). Bu o6zellikleriyle
hem canli dokularda hem de gida iiriinlerinde olusan peroksit detoksifikasyonuna
ve lipit oksidasyona engel olabilirler (Sharififar ve ark., 2009). Calismamizda
kullanilan bitkiler arasinda O. laevigatum'un, toplam fenolik bilesik miktar:
acisindan en zengin 0ziit oldugu tespit edilmistir (125.96 = 1.98 ng gallik asit / mg
Oziit). Literatlirdeki bir¢ok c¢alismaya paralel olarak, bitki Oziitlerinin toplam
fenolik bilesik miktarlar1 ile toplam antioksidan aktivite sonuglar1 arasinda
kuvvetli bir paralellik oldugu gorilmiistiir. Bitkilerin toplam fenolik bilesik
miktarlar ile hem DPPH serbest radikal giderim aktivitesi (r* = 0.918) hem de B-
karoten-linoleik asit yontemiyle elde edilen sonuglar arasidaki (r* = 0.943) giiclii
iliski dikkat c¢ekicidir. Daha Onceki c¢alismalarda da bazi arastirmacilar,
bitkilerdeki toplam fenolik bilesik miktar1 ile antioksidan aktivite arasinda pozitif

bir iligkinin varligindan bahsetmislerdir (Gtlil¢in ve ark., 2004).

Flavonoidler, fenolik hidroksil gruplar1 ile C6-C3-C6 yapisinda
bilesiklerdir. Bitkilerin ©Onemli sekonder metabolit gruplarindan biri olan
flavonoidlerin, O,™*, RO®, ROO®* ve NO°® radikallerini temizleme, Fe ve Cu
selatlama, a-tokoferol rejenerasyonu gibi fonksiyonlara katildigi bildirilmistir
(Selen ve Isbilir, 2008). Genel olarak flavonoidlerin antioksidan aktiviteye sahip
olmalarmnin, yapilarindaki hidroksil gruplarmin yerlesimine bagh oldugu
bilinmektedir (Sharififar ve ark., 2009). Flavonoidlerin yapilarindaki —OH
sayismin artisi, B halkasindaki o-dihidroksi yap1, 3' ve 4' karbon atomlarina —-OH

gruplarinin baglanmas1 antioksidan aktiviteyi artwmaktadwr (Zerroug ve ark.,
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2011). Calismamizda A. sivasicum’ un en yliksek flavonoid bilesik miktarina
sahip bitki oldugu gorilmiistir (79.25 £ 0.46 pg quercetin / mg 06ziit). A.
sivasicum Ozitliniin diger bitki Oziitlerine oranla toplam flavonoid igeriginin
oldukca yiiksek olmasi dikkat ¢ekicidir. Bir¢ok calismada flavonoid madde
miktar1 ile antioksidan aktivite arasinda pozitif bir iliski oldugu bildirilmistir
(Sharififar ve ark., 2009; Tepe ve ark., 2010). Calismamizda bitki Gziitlerinin
toplam flavonoid bilesik miktar: ile indirgeme giicli sonuglar1 arasinda pozitif bir

iliski (r* = 0,832) oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda kullanilan bitki 6ziitlerinin antimikrobiyal aktivitelerinin
arastirilmasinda 2 farkli yontem uygulanmistir. Agar-kuyucuk yonteminde 7.
polium Oziitliniin, test edilen mikroorganizmalar arasinda sadece S. aureus’ a karsi
iliml1 bir etkiye sahip oldugu gorilmiistiir. O. laevigatum 6ziitinilin ise S. boydii
ve S. dysanteria bakterilerine karsi inhibisyon zonu meydana getirdigi

gozlenmstir.

Toroglu ve ark. (2005), T.polium’dan elde edilen ucucu yagin
Staphylococcus aureus, Yersinia enterolitica, Aeoromonas hydrophila ve
Klyveromyces fragilis’e kars1 inhibisyon zonu olusturdugunu rapor etmislerdir.
Ahmadian-Attari ve ark. (2009) tarafindan yapilan bir baska calismada ise 7.
polium’dan elde edilen etanol Oziitiiniin antimikrobiyal aktivitesi B. cereus, S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa bakterilerine karsi test edilmis, B. cereus ve S.

aureus’ a kars1 inhibisyon zonu olusturdugu gézlenmistir.

Bitki oziitlerinin antimikrobiyal aktivitelerinin tespiti i¢in kullanilan diger
bir yontem ise MIK testidir. MIK testinden elde edilen sonuglar incelendiginde
agar-kuyucuk yontemi sonuglari ile paralel oldugu géze carpmaktadir. Tabanca ve
ark. (2001), Origanum amanum ve Origanum laevigatum bitkilerinin hibridi olan
O. dolichosiphon’dan elde edilen ugucu yagin antimikrobiyal aktivitesini
mikrodiliisyon metodu ile E. coli, S. aureus ve S. typhimurium bakterileri iizerinde

calismistir. Ancak kuvvetli bir antimikrobiyal etki gzlenememistir.
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Zerroug ve ark. (2011), mikrodiliisyon metodu ile 7. polium methanol
Oziitlinii 5 farkli test mikroorganizmasina kars1 denemistir. 7. polium en kuvvetli
antimikrobiyal etkiyi B. subtilis, M. luteus, P. paratrophus iizerinde géstermis ve
bu etkinin 7. polium’ un zengin flavonoid igeriginden kaynaklandigi One

siirtilmiistiir.

Genel olarak ¢alismamizda kullanilan bitkilerin antimikrobiyal aktiviteleri,
kontrol olarak kullanilan antibiyotikler ile kiyaslandiginda elde edilen sonuglarin

olduk¢a zayif oldugu goriilmiistiir.

Deri kanserine yakalanma orani giin gectikce artmakta olup bu artisin
sebebinin yiiksek seviyede giines kaynakli genotoksik UV radyasyona maruz
kalma oldugu diistiniilmektedir (Yamaguchi ve ark., 2009). UV 1simlari, serbest
radikallerle birlikte dogrudan ya da dolayli olarak lipit, protein ve DNA {izerinde
hasara neden olmaktadir. Yiiksek derisimde serbest radikal iiretimi, muhtemel
DNA lezyonlarin1 ve dolayisiyla mutasyon oranini artirir. Gidalardaki ve tibbi
bitkilerdeki cesitli bilesikler, cilt tizerindeki rahatsizliklar1 tedavi edici ve
yaslanma karsit1 etkileri ile halk arasinda uzun siiredir kullanilmaktadir. Bu
bilesiklerin malign melanom’u da iceren deri kanseri tiirlerine karsi korumada

etkili oldugu kanitlanmistir (Rigano ve ark., 2009).

Calismamizda bitkilerden elde edilen polar oziitlerin DNA’y1 serbest
radikallerden koruma etkisi kuvvetli UV 151tk ve H,0O, varliginda agaroz jel
elektroforeziyle incelenmistir. S. iberica Oziitliniin agaroz jel elektroforezinde
supercoiled DNA’y1 korudugu ve serbest radikaller sonucu olusan DNA kesimini
engelledigi gézlenmistir. 7. polium, O. laevigatum, F. vulgare ve S. hypargeia
Oziitlerinin varliginda ise, DNA’nin H,O, varliginda UV ile etkilesmesi sonucu
agaroz jel elektroforezinde supercoiled DNA’da kesim meydana geldigi ve
supercoiled formun, tamamen lineer ve opencircular forma doniistiigi
goriilmiistiir. 4. sivasicum 0ziitiiniin ise hi¢bir derisim degerinde DNA koruyucu

aktivite gostermedigi tespit edilmistir.
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Tepe ve ark. (2010) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada 7. polium ve S.
iberica su oOziitlerinin kuvvetli UV 151k ve H,0O, varliginda pBR322 plazmit
DNA’sm1 koruma potansiyelleri incelenmistir. Calismamizin aksine 7. polium
Oziitiinlin S. iberica Gziitiine gore daha giiglii DNA koruyucu aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Bunun nedeninin bitkilerin yetistikleri cografi bolge ve kullanilan

bitkisel kisimlarin farkliligi oldugu séylenebilir.

Calismada kullanilan tiim bitki Oziitlerinin diisiik antimikrobiyal aktivite
gostermelerine ragmen serbest radikalleri gidermede oldukea yiiksek etkiye sahip
olduklar1 tespit edilmistir. Ayrica bu caligmada bitki 6ziitlerinin DNA koruyucu
aktivitelerinin arastirilmis olmasmi daha sonraki calismalara temel olabilecek
nitelikte Onemli veriler sagladigi soylenebilir. Tezde kullanilan bitkilerin
aktiviteleri hakkinda literatiirde smnirli sayida yayin bulunmaktadir. Calismada
kullanilan baz1 bitkilerin antioksidan, antimikrobiyal ve DNA koruyucu
aktiviteleri ilk kez bu tez ile arastirilmistir. Ancak bu bitkilerin antioksidan
aktivitelerinden sorumlu sekonder metabolit gruplarinin neler oldugunun
arastirilmas1 da biiyiik 6nem tasimaktadir. Oziitlerin yapisinda bulunan etken
maddelerin tespiti ile iiretilen dogal antioksidanlar, yan etkileri oldugu kabul
edilen BHT ve BHA gibi sentetik antioksidanlarin yerini alabilecektir. Sonug
olarak, bu bilgiler 151¢inda gida, kozmetik ve farmakoloji alanlarinda dogal
antioksidan kaynagi olarak bu bitki Oziitlerinin degerlendirilmesinin miimkiin

oldugu diistiniilmektedir.
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