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OZET

Lamium purpureum L. ve Lamium galeobdolon (L.) L. TURLERININ BIYOLOJIK
AKTIVITELERININ ve KIMYASAL KOMPOZiSYONLARININ
BELIiRLENMESI

Aysegiill AKKOYUNLU
Diizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali
Yiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Gérkem DULGER
Agustos 2019, 71 sayfa

Bu ¢alismada Lamium purpureum L. ve Lamium galeobdolon (L.) L. tiirlerinin kimyasal
bilesimi ve biyoaktif 0Ozelliklerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Kimyasal
bilesiminin analizi GC-MS ile yapilmistir. L. purpureum L.’nin etanol ekstresinde
palmitik asit, 7-tetradekenal, 9,12-oktadekadienoik asit, (sikloheks-2-enil) asetik asit,
etil 9,12,15-oktadekatrienoat, heksatriakontan, stearat ve benzil benzoat yiiksek oranda
bulundu. L. galeobdolon (L.) L.’nin etanol ekstresinde ana bilesenler 2(3H)-
benzoksazolon, palmitik asit, 2-heksadecen-1-ol,3,7,11,15-tetrametil, eikosan, 9,12-
octadekadienoik asit ve tetrakosan olarak belirlendi. Ayrica etanol ekstrelerinin TAS
Kiti ile antioksidan kapasitesi belirlenirken, TOS kiti ile de oksidan kapasitesi tespit
edildi. Ikisinin orantyla bitkilerin OSI degerleri hesapland1 ve degerler L. purpureum L.
icin 0,672 AU, L. galeobdolon (L.) L. i¢inse 0,987 AU olarak bulundu. Clevenger
cihazinda bitki toprak iistii kisimlarindan hidrodistilasyonla ugucu yag elde edildi.
Ugucu yaglarin antikanser aktivitesi MTT testi ile analiz edildi. L. purpureum L.’nin 50
ug/mL  konsantrasyonunda maksimum apoptoz %14 oraninda gergeklesirken, L.
galeobdolon (L.) L.’nin antiproliferatif etkisi ayn1 dozda %88,9 olarak belirlendi. Ugucu
yaglarin antimikrobiyal aktivitesi disk diflizyon metoduyla belirlendi. Buna gore
antibakteriyel etkinligi zayif olan iki bitkinin antifungal etkisi daha yiiksek bulundu. L.
purpureum L. i¢in en yiiksek deger 100 uL’lik dozda Candida tropicalis mantarina
kars1 10 mm 6l¢iildii. L. galeobdolon (L.) L.’nin 100 uLI’ik dozu Candida glabrata ve
Candida tropicalis mantarlarma kars: 10 mm zon olusturarak en yiiksek antifungal etki
gosterdi.

Anahtar sozciikler: Lamium sp., GC-MS, Antioksidan, MTT, Disk diflizyon.
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ABSTRACT

DETERMINATION of BIOLOGICAL ACTIVITY and CHEMICAL
COMPOSITION of Lamium purpureum L. and Lamium galeobdolon (L.) L.
SPECIES

Aysegiill AKKOYUNLU
Diizce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Biology
Master’s Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Gorkem DULGER
August 2019, 71 pages

The aim of this study was to evaluate the chemical composition and bioactive properties
of Lamium purpureum L. and Lamium galeobdolon (L.) L. species. The chemical
composition was analyzed by GC-MS. Palmitic acid, 7-tetradecenal, 9,12-
octadecadienoic acid, (cyclohex-2-enyl) acetic acid, ethyl 9,12,15-octadecatrienoate,
hexatriacontane, stearate and benzyl benzoate were found high rate in the ethanol
extract of L. purpureum L. In the ethanol extract of L. galeobdolon (L.) L., the main
components were determined 2(3H)-benzoxazolone, palmitic acid, 2-hexadecen-1-ol, 3,
7, 11, 15-tetramethyl, eicosan, 9,12-octadecadienoic acid and tetracosan. In addition,
antioxidant capacity of ethanol extracts was determined by TAS kit and oxidant
capacity was determined by TOS kit. OSI values of the plants were calculated with the
ratio of two and the values were found 0.672 AU for L. purpureum L.; 0.987 AU for L.
galeobdolon (L.) L. In the Clevenger apparatus, essential oil was obtained by
hydrodistillation from the above grand parts of the plant. The anticancer activity of the
essential oil of the plants was analyzed by MTT test. The maximum apoptosis of L.
purpureum L. at 50 pg/mL was 14%, while the antiproliferative effect of L.
galeobdolon (L.) L. was 88,9% at the same dose. The antimicrobial activity of the
essential oils was determined by disc diffusion method. Accordingly, antifungal effect
of two plants with poor antibacterial activity was found to be higher. The highest value
for L. purpureum L. was measured 10 mm against Candida tropicalis fungus at a dose
of 100 pL. 100 pL dose of L. galeobdolon (L.) L. showed the highest antifungal effect
by forming a 10 mm zone against Candida glabrata and Candida tropicalis fungi.

Keywords: Lamium sp., GC-MS, Antioxidant, MTT, Disc diffusion.
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1. GIRIS

Dogal iriinlerin tedavi amaghi bir kaynak olarak kullanimi eski zamanlardan beri
bilinmektedir. Ila¢ endiistrisindeki 6nemli bilimsel ve teknolojik ilerlemeye ragmen,
dogal triinlerden elde edilen bilesenler giiniimiizde hala ilag kesfine gok biiyiik katki
saglamaktadir [1].

Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin son zamanlarda biyoaktif 6zellikleri {izerine
metodolojik ¢aligmalar baslatilmigtir [2]. Ugucu yaglarin bilimsel ve popiiler olmasinin
sebebi, biyoaktif bilesikler olarak kullanimlarmi saglayacak antioksidan, sitotoksik,
sitostatik, antimikrobiyal, antienflamatuar, antidiyabetik, antimutajenik ve antimikotik

ozelliklere sahip fitokimyasal maddeler bulundurmalaridir [3], [4].

Biyolojik olarak aktif birgok ugucu yag, Lamiaceae familyasinin ¢esitli iiyelerinden
izole edilmistir. Diterpenoidlerin varlig1r ile bilinen bu familya, antioksidan ve
antimikrobiyal nitelikli ugucu yag igeriginden dolay1 geleneksel ve modern tipta, gida

ve ilag endiistrisinde kullanilan ¢ok sayida tibbi taksona sahip bir ailedir [5], [6], [7].

Lamium tiirleri de farmakolojik Ozellikleri ve diinya genelindeki etnobotanik
kullanimlar1 ile dikkat ¢ekmis ve bu tiirler tizerinde yogun fitokimyasal incelemeler

baslamustir [8].

Serbest radikaller ve hastaliklar arasindaki baglantinin anlagilmasiyla birlikte toplumda
serbest radikallere karsi ilgi olugmustur. Buna bagli olarak da bitki kaynakli
antioksidanlarin insan sagligi {izerindeki roliine yoOnelik arastirmalara ilgi siirekli
artmaktadir. Oksidasyon, canli metabolizmasinin temel bir parcasidir. Normal
kosullarda canli viicudunda oksidanlar ile antioksidanlar arasinda denge vardir. Bu
denge, oksidan maddelerin iiretiminin artmasi veya antioksidan maddelerin seviyesinin
azalmas1 sonucu bozulur. Bu dengesizlik hiicre hasarina sebep olur. Oksidan maddelerin
artis1 kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, gastrointestinal hastaliklar, solunum ve
bosaltim bozukluklari, diyabet, yaslanma ve infertilite gibi bir¢ok rahatsizligin
gelisiminde kritik bir rol oynamaktadir. Dogrudan oksidan maddelerin seviyesiyle
alakali olan bu tiir hastaliklarin 6nlenebilmesi i¢in, antioksidanlar ile viicut dengesinin

saglanmas1 gerekir. Bunun i¢in diyet dogal bitki kaynaklarinda bulunan antioksidan



bilesiklerle takviye edilmelidir [9], [10].

Kanser, toplum sagligini ciddi sekilde etkileyen bir hastaliktir. Hayat1 tehdit eden bu
hastalig1 tedavi etmek ve onlemek i¢in yeni tedavi yontemlerine siirekli bir talep vardir.
Kansere en yaygm miidahale sekli olan kemoterapi, mide bulantisindan kemik iligi
yetmezligine kadar pek ¢ok olumsuz etkiye sebep olmaktadir. Bilimsel arastirmalar,
kemoterapi gibi mevcut tedavilere kiyasla daha az toksik yan etkisi oldugu diisiiniilen
dogal olarak tiiretilmis bilesiklere yonlenmistir [11], [12]. Birgok bitki tiirevi bilesigin
antikanser potansiyeli kesfedilmis ve son on yilda, kanser hastaliklarmi tedavi etme
potansiyelleri i¢in ucucu yaglar {lizerinde calismalar artmistir. Ugucu yaglar cesitli
mekanizmalarla, metastazi inhibe ederek ve ¢oklu-ilag karsit1 direng molekiilleri olarak

tiimdrlerin azaltilmasinda rol oynamaktadir [13].

Enfeksiyoz hastaliklar, insanligin varolusundan bu yana biitiin toplumlar1 etkileyen
problemlerin basinda gelmistir. Antimikrobiyaller enfeksiyoz hastaliklarin tedavisi i¢in
kullanilan ilaglardir. ilk olarak Alexander Fleming’in penisilini tesadiifen kesfetmesiyle
baslayan antibiyotik ¢agi, sonraki yillarda dogal, sentetik ve semisentetik antimikrobiyal
Ozellige sahip ilaglarin giderek artan seviyede iiretilmesiyle devam etmistir.
Antibiyotiklerin klinik agidan uygunsuz ve yaygin kullanimlarina baglh olarak
mikroorganizmalarm antibiyotiklere karsi direng olusturmasi 6nemli bir sorun teskil
etmektedir. Son zamanlarda hastaliklarin tedavisinde kullanilmakta olan antibiyotiklerin
cogu etkisiz kalmakta ve bakteriler, etki spektrumlar1 igerisinde dahi, kazanmus
olduklar1 direng sayesinde antibiyotiklerden etkilenmemektedirler [14]. Bu durum yeni
antimikrobiyal ajanlarin kesfi ve gelistirilmesi ihtiyacini dogurmustur. Arastirmalara
gore bitkilerin igerigindeki bir¢ok etken madde sinerjik etki olusturarak
mikroorganizmalar tizerinde inhibitor etki gostermektedir. Bunun sonucunda tek etken
maddeli ila¢ formlarina gére ¢ok yonlii etken madde iceren bitkisel ekstratlarin, direncli

mikroorganizmalarda daha etkili olabilecegi diisiiniilmektedir [15].

Analitik teknikler ve biyolojik bilimlerdeki gelismeler sayesinde, 6zellikle geleneksel
kullanimdaki ¢esitli Dbitkilerin terap6tik potansiyelinin degerlendirilmesi mimkiin
olmustur. Bu tiir ¢alismalar, yeni biyoaktif tirinlerin ve yar1 sentetik ilaglarm iiretimine
veya daha aktif ve segici molekiillerin sentezi i¢in prototip olarak kullanimimna katkida

bulunabilir [13].



Cizelge 1.1°de su anda klinik uygulamada kullanilan bitkisel kaynaklardan tiiretilmis

baz1 ajan 6rnekleri gosterilmistir [1].

Cizelge 1.1. Bitkisel kaynakli baz1 ajanlar.

flac Medikal Kullanim Aksiyon mekanizmasi
Analjezik,
Aspirin antienflamatuar, ates Siklooksijenaz inhibisyonu
diistiriicti
Postganglionik parasempatik néroeffektor
Atropin Pupil dilatori bdlgelerinde muskarinik reseptorlerde
asetilkolin antagonisti
Kafein Uyarici Adenozin reseptorii antagonisti
Kodein Analjezik, antitusif Opioid reseptorii agonisti
g <o Py €' | inhibisyonu
icin
. . Duyusal sinirlerin uyarilabilirligini azaltir
Eugenol Dis Sl (artan K" akis1 ve azalan Ca, * akisi)
Morfin Analjezik Opioid reseptorii agonisti
Pilocarpine | Glacom Muskarinik reseptor agonisti
Kinin Sitma profilaksisi Sitma parazitinde protein sentezinin
inhibisyonu
Taxol Apilf¥hser ajaffl AntlmlFO.tlk ajan (mikrotiibiillere baglanir
ve stabilize olur)

1.1. UCUCU YAGLAR HAKKINDA GENEL BILGILER

Ugucu yaglar kokulu bitkiler tarafindan sekonder metabolitler olarak sentezlenen, gigek,
meyve, tohum, kabuk, yaprak, recine, rizom ve odun gibi bitkisel kisimlardan gesitli

distilasyon ve ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen yag kivaminda kokulu sivilardir

[16], [17].

Eski ¢aglardan beri ugucu yaglar bitkilerin farkli kisimlarindan izole edilmis ve ¢esitli
amaglar icin kullanilmistir. Genis bir aktivite yelpazesine sahiptirler. Yapilan
calismalarda, anti-enflamatuar, antioksidan ve antikanserojen gibi farmakolojik
etkilerinin yaninda, bakteri, mantar, viriis, protozoa, bocek ve bitki gibi ¢ok ¢esitli

organizmalara kargs1 da biyosit 6zelliklerinin oldugu tespit edilmistir [18].

Farkli konsantrasyonlarda yaklasik 20-60 civarinda bilesen igerebilen karmasik yapili
dogal karigimlardir. Iz miktarda bulunan bircok bilesenlerle beraber, yiiksek

konsantrasyonlarda (%20-70) bulunan iki veya {i¢ ana bilesenle karakterize edilirler.
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Ugucu yaglarin biyolojik 6zelliklerini genel olarak bu ana bilesenler belirler. Ugucu
yaglarin ana bilesenlerini farkli biyosentetik kdkenli iki grup olusturur. Terpen ve
terpenoidler ile diger aromatik ve alifatik bilesenler, aromatik ve tibbi bitkilerin kokulu

ve biyolojik 6zelliklerinden sorumludur [18], [19].

Ugucu yaglar iki ana 6zellige sahiptir. Bunlardan birincisi, patojenik mikroorganizmalar
mutasyonla bile ugucu yaglara kars1 direng gelistirememektedirler. Ugucu yaglarda ¢ok
sayida antibiyotik etkiye sahip madde bulunmaktadir ve mikroorganizmalar birden fazla
antibiyotik maddeye karsi ayn1 anda savunma mutasyonu yapamamaktadir. Ikinci
Ozellik ise insanlar i¢in digiik toksisite sergilemesidir [6]. Genellikle uzun vadeli
genotoksik risklerden yoksunlardir. Ustelik bazilari, antikanserojen aktiviteyle baglantili

olabilecek oldukga net bir antimutagenik kapasite gostermektedir [19].

Ucgucu yaglar, kanser hastaliklarini tedavi etme potansiyelleri agisindan son on yildir
yogun bir sekilde incelenmistir. Arastirmacilar, bunlarin kanser hiicresini hedefleme
yetenegine sahip oldugunu ve kanser hastasmma uygulandigi zaman, yaygm olarak
kullanilan kemoterapi ilaglarinin etkinligini arttirabildigini géstermislerdir [20]. Ugucu
yaglarin sahip olduklar1 antiproliferatif etkiyi, hiicre dongiisiinii durdurma, apoptoz,
DNA onarmmu da dahil olmak {izere, ¢esitli mekanizmalarla sagladiklar1 tespit edilmistir.
Ayrica, metastazi inhibe ederek ve c¢oklu-ila¢ karsit1 direng molekiilleri olarak

tiimorlerin azaltilmasinda rol oynamaktadir [13].

1.1.1. Ugucu Yag Elde Etme Metodlar

Ugucu yaglar, bitkinin cinsine, bitkide bulundugu yere ve bitkideki miktarina gore
cesitli ekstraksiyon yontemleri ile elde edilebilir. Ekstraksiyon i¢in kullanilan metot,
kullanilan botanik materyale baglidir ve gerekli yagin kalitesini belirleyen en 6nemli
faktorlerden biridir. Uygunsuz ekstraksiyon prosediirii, ugucu yagin kimyasal yapisinin
zarar gérmesine veya degismesine neden olabilir. Bu durum, biyoaktivite ve dogal

ozelliklerin kaybina neden olur [21].

Ucucu yag elde etme yontemleri Cizelge 1.2°de genel olarak smiflandirilmistir.
(Bayrak, 2006; Toroglu ve Cenet, 2006; Baser, 2010; Yayl, 2013; Kaya ve Ergoniil,
2015; Yaman ve Kuleasan, 2016).



Cizelge 1.2. Ugucu yag elde etme yontemleri.

Destilasyon Ekstraksiyon | Mekanik Gelismis Ekstraksiyon
Yontemler Yontemleri

Su destilasyonu Maserasyon Sikma Yontemi | Basingla Ekstraksiyon
(BSE)

Buhar Destilasyonu | infiizyon Cizme Mikrodalda Destekli
Yontemi Solvent Ekstraksiyonu
(MAE)

Hidrodifiizyon Perkolasyon Stiperkritik Akigkan
Ekstraksiyonu (SFE)

Vakum Anfloraj Ultrason Destekli
Destilasyonu Ekstraksiyon (SAE)

Fraksiyonel Dekoksiyon
Destilasyon

Su-Buhar
Destilasyonu

Mikrodalga
Destekli
Destilasyon

Destilasyon
Fermantasyon

1.1.1.1. Destilasyon Metodu

Sivilarin kaynama noktalarindaki farkliliklardan yararlanilarak gergeklestirilen aymrma
islemidir. Destilasyon yontemi ugucu yag iiretiminde en genis sekilde kullanilan ve

evrensel kabul géren bir tekniktir.

Su Destilasyonu:

Yiiksek kaynama noktasina sahip suda ¢oziinmeyen dogal iirlinleri izole etmek igin
kullanilan, odun veya ¢igek gibi bitki materyallerinden elde edilen standart ugucu yag
cikarma ydntemi haline gelmistir. Islem, bitki materyallerinin suya tamamen
batirilmasini ve ardindan kaynatilmasini igerir. Bu yontemde, sistemi ¢evreleyen su asir1
isimay1 Onleyerek bariyer gorevi goriir ve ¢ikan yaglar1 belirli bir dereceye kadar
korur. Buhar ve ucucu yag buhar1 sulu bir fraksiyona yogunlasir ve toplama kabinda
toplanan yogunluklar1 farkli olan su ve yag birbirinden ayrilir. Bu teknigin avantaj,
gerekli malzemenin 100 °C’nin altindaki bir sicaklikta damitilabilmesidir [21], [22].
Kiigiik oOlcekli tiiretimlerde Clevenger tipi bir aparat kullanilmakta, endiistriyel
uygulamalarda ise imbik adi verilen biylik destilasyon kazanlariyla yag elde

edilmektedir [23].



Buhar destilasyonu:

Buhar destilasyonu metodu, bitkisel yag ¢ikarma i¢in en yaygin kullanilan yontemdir.
Bu metot ile elde edilen ugucu yaglarin oran1 %93 oranindadir. Bitki materyali delikli
metal bir sepete veya celik elekler arasina yerlestirilir ve ayr1 bir yerde kaynayan sudan
cikan buhar, kazanm alt tarafindan verilir. Uygulanan 1s1, bitki materyalinin hiicre
yapisini bozarak, aromatik bilesiklerin veya ugucu yaglarin serbest kalmasina neden
olur. Buhar bitki materyalindeki ugucu yagi siiriikler ve yag sudan ayrilarak ugucu yag
elde edilir [21], [22].

Hidrodifiizyon:

Bu yontem, bitki materyali kurutuldugunda ve kaynama sicaklifinda zarar
gormediginde kullanilir. Sadece bitkisel materyalin oldugu kaba giren buhar giris
yolunun farkli oldugu bir buhar destilasyon tiiriidir. Hidrodiflizyon igin, bitki
materyalinin istiinden buhar uygulanir, buna karsin buhar destilasyon yontemi igin
alttan buhar girer. Islem ayrica diisiik basing veya vakum altinda da calistirilabilir ve
buhar sicakligimi 100 °C’nin altina disiiriir. Hidrodiflizyon yontemi, daha kisa islem
stiresi ve daha az buhar kullanimi nedeniyle daha yiiksek yag verimi saglar. Bu

yonleriyle buhar destilasyon yonteminden tstiindiir [21].

Vakum destilasyonu:

Kaynama noktalar1 ¢ok yiiksek olan veya kaynama noktasinda bozunan bilesiklerin
destilasyonunda kullanilan yontemdir. Kaynama, buhar basmci dis basinca esit
oldugunda baslar. Kaynamanin olmasi i¢in, sicakligi artirmak yerine basinci diisiirmek
daha etkilidir. Bu sebeple dis basing diisiiriildiigii takdirde kaynama noktas1 da diiser ve
bilesigin daha diisiik sicaklikta kaynamasi saglanir [23], [24].

1.1.1.2. Ekstrasiyon Metodu

Ekstraksiyon; kat1 ya da s1v1 fazdaki bilesenlerin, ¢oziiniirliik 6zelliklerinin farkliligina
gore siv1 faza alinmasi iglemidir. Herhangi bir ¢oziicii yardimi ile maddelerin 6ziiniin
alinmasi1 veya belirli bilesenlerin ¢ikarilmasi islemidir. Sivi-siv1 ekstraksiyonu ve kati-
stv1 ekstraksiyonu olmak iizere iki sekilde gerceklesir. Sivi-sivi ekstraksiyonunda; eger
bilesen bir s1vida ¢oziinmiis halde bulunuyorsa, bu siv1 ile karismayan fakat o maddeyi
¢ozebilen baska bir sivi ile bilesenlerin ¢ekilmesi saglanir. Sonrasinda birbirine

karigmayan iki stvinin yogunluk farkindan yararlanilarak ayrilmasi saglanir. Kati- sivi



ekstraksiyonunda ise Ogitiilmiis kat1 6rnege sivi ¢oziicii ile muamele edilir ve kati
icerisindeki bilesenlerin sivi ¢oziicliye gegmesi saglanir. Soxhlet ekstraksiyonu ve
maserasyon islemi geleneksel ekstraksiyon yontemlerinden olup islem siiresi uzundur
ve biiylik oranda cevre kirliligine sebep olan ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Stiperkritik
s1vi ekstraksiyonu ile mikrodalga ekstraksiyonu ise son yillarda gelistirilmis hizli, etkin

ve modern yontemler arasindadir [23], [25].

Coziicii Igerikli Ekstraksiyon:

Bilinen en eski geleneksel ekstraksiyon yontemi olup giiniimiizde hala yaygin olarak
kullanilmaktadir. Oda sicaklhiginda ¢oziicii igerisine bitki materyali dogrudan
batirilabilecegi gibi, bir soxhlet cihazi igerisinde organik ¢oziicii ilavesiyle de
kaynatilabilmektedir. Ekstraksiyon sonunda, ¢Oziicii destilasyon ile ortamdan

uzaklastirilarak kalan yagsi kisimda ugucu bilesikler elde edilmektedir [23], [26].

Cizelge 1.3’de gelismis ekstraksiyon yontemlerinin kisaca avantaj ve dezavantajlari

verilmistir [26].

Cizelge 1.3. Gelismis ekstraksiyon yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari.

Ekstraksiyon
o Avantajlar Dezavantajlari
Teknikleri
e Fazla miktarda 6rnek e Fazla miktarda organik solvent
ekstraksiyonu kullanilmasi (100-500 mL)
Soxhlet e  Matrikse bagimli olmamasi e Uzun zaman almasi (6-24 saat)
Ekstraksiyonu o  Filtrasyon gerektirmemesi e  Ekstraksiyon sonrasi
e Basit bir metodoloji olmast buharlastirma/deristirme
e Uygun maliyetli basit ekipman basamagi
kullanilmasi
o  Filtrasyon gerektirmemesi e  Yiiksek maliyet
e Hizli olmasi (10-40 dakika) e  Matrikse bagimli olmasi
Basingl1 Stv1
) e Diisiik solvent tiiketimi (20-50
Ekstraksiyonu
mL)
e  Kullaniminm kolay olmast
e (Otomasyona uygun olmasi




Cizelge 1.3.(devam) Gelismis ekstraksiyon yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari.

Ekstraksiyon
Teknikleri Avantajlar Dezavantajlar
e Hizli olmasi (10-30 dakika) e Segilen solventlerin mikrodalga
e Diisiik solvent titketimi (20-50 11masini absorplamasi (polar
Mikrodalga- mL) solventler)
Destekli Sivi e  Yiiksek sicaklik uygulanmasi e  Temizleme gerektirmesi
Ekstraksiyonu e  Ekstraksiyon parametrelerinin e  Hesapli maliyet
tamamen kontrolii (zaman, giig,
sicaklik)

e  Kurutucu ajanlar
gerektirmemesi

e Fazla miktarda 6rnegin e Biiyiik miktarda solvent

Ses Dalgalar ekstraksiyonu kullanilmasi (20-200 mL)
(Ultrason) e  Matrikse bagimli olmamasi e Filtrasyon gerektirmesi

Destekli Sivi e Hizli olmasi (2-20 dakika)

Ekstraksiyonu e Uygun maliyet

e Hizli olmasi (20-60 dakika) e  Yiiksek maliyet

e Diisiik solvent tiiketimi (10-20 e  Matrikse bagimli olmasi
mL) e CO; nonpolar oldugundan,

e COy’in toksik olmamasi, alev daha polar analitlerin

Siiperkritik S1vi almamasi, ¢evre dostu olmasi, ekstraksiyondaki zorluk
Ekstraksiyonu ucuz olmast e  Verimini artirmak igin,

e  Sicaklik, basmg¢ ve modifikator modifikator eklenmesi
degistirilerek yiiksek segicilik e Islak veya sivi 6rnekler ve
saglanmasi ¢ozeltilerin ekstraksiyonunda

o Isisal olarak kararsiz analitler zorluk
i¢in uygun olmasi

e (Otomasyona uygun olmasi

Coziicii Icermeyen Ektraksiyon:

Kati-faz mikroekstraksiyon (SPME) yontemi, Ornek hazirlama, ekstraksiyon ve
yogunlastirma asamalarini ¢oziicli igermeyen tek bir asamada birlestirmistir. Bu yontem
sayesinde islem siiresi kisalmis ve maliyet azalmis, teshiste de iyilesmeler goriilmiistiir.
SPME yontemi, GC veya GC-MS ile birlikte o6zellikle gevre, biyoloji ve gida

orneklerindeki ucgucu ve yart ugucu organik bilesiklerin ekstraksiyonunda




kullanilmaktadir. Ayrica, yiiksek-performansh sivi kromatografisinde de (HPLC)
uygulanmaktadir. SPME ekstraksiyonu i¢in gerekli siire 1 ila 20 dakika arasinda
degismektedir. Siirenin kisa olmasit hekzenal gibi ugucu bilesikler igin yeterli
olabilmekte ancak daha az wugucu bilesikler icin daha uzun siirelere ihtiyag
duyulmaktadir. Karmasik olmayan, diisiik maliyetli, temiz ve konsantre ekstrakt eldesi
sayesinde kiitle spektrometre uygulamalari igin ideal bir yontem olarak tercih
edilmektedir [23].

1.2. OKSIDATIF STRES VE ANTIiOKSIDANLAR HAKKINDA GENEL
BIiLGILER

Oksidasyon, elektronlarin bir atomdan diger bir atoma transferidir ve metabolizmamizin
temel bir pargasidir. ATP formunda enerji iireten elektron akis sisteminde son elektron
alicis1 oksijendir. Elektron akisi baglantisiz hale geldiginde canli organizmalarda doku
hasarinin gelisiminde kritik bir rol oynayan serbest radikaller cogalir. Serbest radikaller,
dis orbitalinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron iceren atom ya da molekiillerdir

ve oldukga reaktiftirler [10].

Serbest radikaller, aerobik solunumun yan iriinti, diiz kas hiicrelerinin bir takim
metabolik artiklari, stres ve yorgunluk kaynakli toksik yan {iriin, immiin sistemin
patojenlere yanit1 gibi endojen kaynakli olabilir. Ayrica UV 1smlar, X-rays, mikrodalga
isinlar1, organik maddelerin pisirme sirasinda yakilmasi, orman yanginlari, volkanik
faaliyetler, asbest, karbonmonoksit, ozon gibi hava kirleticiler, temizlik iirlinleri, boya,
parfiimler, pestisitler, kloroform gibi su kirletici maddeler, tiitiin tiriinlerinin kullanimi

eksojen olarak serbest radikal tiretimine neden olabilir [9].

Normal sartlarda viicudumuzda oksidanlar ile antioksidanlar denge halindedir. Stres
altinda, viicudumuz enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlardan daha fazla
reaktif oksijen tiirii (ROS) tiretir [27]. Oksijen merkezli serbest radikaller, reaktif
oksijen tiirleri (ROS) olarak bilinir. ROS, viicutta solunum ve immiin savunmanin bir
pargast olarak stirekli dretilir. Normal hiicre fonksiyonu i¢in fizyolojik
konsantrasyonlarda ROS gerekebilir. Ancak fazlasi hiicresel bilesenler tarafindan etkili
bir sekilde atilmazsa, niikleik asitler, lipitler, proteinler, coklu doymamis yag asitleri ve
karbonhidratlar gibi hayati 6nemdeki biyomolekiillere zarar verebilmektedirler. Bunun

yaninda, mutasyonla sonuglanabilecek DNA hasarina neden olabilirler. Viicuda vermis



oldugu hasarlar yaglanmaya, kansere ve diger bir¢ok hastaliga neden olur. ROS sitma,
edinilmis immiin yetmezlik sendromu, kalp hastaligi, inme, arteritroskleroz, diyabet ve

kanser dahil olmak tizere 100’den fazla hastaligin sebepleri arasinda sayilmaktadir.

Tiim aerobik organizmalar, zararli molekiilleri uzaklastrmak veya onarmak i¢in
antioksidan enzimler ve bilesenlerden olusan antioksidan savunma mekanizmasina
sahiptir. Viicut igerisinde antioksidanlarin konsantrasyonu mutasyona ugramis enzimler,

toksinler veya dogal antioksidanlarin azaltilmis alimmdan dolay1 azalabilir.

Antioksidanlar, oksidan molekiillerin olusumunu inhibe ederek, biyolojik hedeflerle
reaksiyona girmelerini yavaslatan, durduran ve yapisinda genellikle fenolik bilesik
tastyan molekiillerdir. Fenolik bilesikler sekonder bitki metabolitleridir ve dogal olarak
tiim bitki materyallerinde bulunur. Bu bilesiklerin hem insan hem de hayvan diyetlerinin
ayrilmaz bir pargast oldugu bir gercektir. Dogal antioksidanlarin en 6nemlileri

tokoferoller, flavonoidler ve fenolik asitlerdir [10].

Bir ya da daha fazla sayida kimyasal bilesigin, ila¢ olarak veya diyetle alimmmasiyla
kanser gelisiminin engellenmesi kimyasal koruma (chemoprevention) olarak
bilinmektedir ve karsinojenlerden kaynaklanan DNA hasarmin 6nlenmesinde etkili bir
yoldur. Bu amagla kullanilan antioksidanlar sentetik olarak elde edilebilecegi gibi
diyette bulunan yiyeceklerle dogal yollardan da alinabilirler [28]. Son raporlarda
biitillenmis hidroksitoliien (BHT) ve biitillenmis hidroksianisol (BHA) gibi sentetik
antioksidanlarin karsinojenez ve karaciger hasari gibi sorunlara yol ag¢tig1 bildirilmistir.
Bu nedenle, dogal bilesiklere olan ilgi artmustir. Yapilan son ¢aligsmalar, antioksidan
bakimindan zengin gidalarla beslenme ile insanlarda hastalik insidansi arasinda ters bir
iliski oldugunu gostermektedir [27]. Diyetle alinan dogal bilesikler koruyucu etkilerini
kanser gelisiminde 6nemli rol oynayan hiicre i¢i sinyal ileti yolaklarmi diizenleyerek
veya da kanser olusum siirecini uzatarak gosterirler [28]. Epidemiyolojik ¢aligmalar, bu
antioksidan  bilesiklerin ¢ogunun, antikarsinojenik, antimutagenik, antiviral,
antibakteriyel ve antienflamatuar 6zelliklerin yaninda anti-aterosklerotik aktiviteye de

sahip oldugunu gostermistir [29].

Bitkilerde ise dogal olarak bulunan enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenlerden
olusan etkili bir antioksidan savunma sistemi bulunmaktadir. Siiperoksit dismutaz
(SOD), askorbat peroksidaz (APX), monodehidro askorbat rediiktaz (MDHAR),
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), glutatyon rediiktaz (GR), katalaz (CAT) ve
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peroksidaz grubundan olan enzimler antioksidan sistemin enzimatik bilesenlerinden
sayilabilir. Askorbik asit, glutatyon, a-tokoferol ve karotenoidlerse enzimatik olmayan
bilesenler olarak bilinmektedir [30].

Ozellikle Lamiaceae familyasina ait olan birgok bitkinin, dogal antioksidanlar agisindan
cok etkili oldugu bulunmustur. Cesitli caligmalarda Lamiaceae familyasinin iiyelerinden
olan biberiye (Rosmarinus), adagayr (Salvia) ve kekik (Thymus) gii¢lii antioksidan
aktivite gostermistir [31].

Cizelge 1.4°te gida korumalarinda yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlar ile

dogal antioksidanlar karsilagtirilmistir [10].

Cizelge 1.4. Dogal ve sentetik antioksidanlarin karsilastirilmasi.

Sentetik Antioksidanlar Dogal Antioksidanlar

Ucuz Pahali

Yaygin olarak uygulanan Bazi iirtinlerin kullanimi sinirh
Orta ila yiiksek antioksidan aktivite Genis kapsamli antioksidan aktivite
Artan giivenlik endisesi Masum madde olarak algilaniyor

Kullanimin artirilmasi ve uygulamalarim
Bazilarmin kullanimi1 yasaklandi

genigletilmesi
Diisiik su ¢oziiniirligii Genis ¢oziiniirlik segenekleri
Azalan ilgi Artan ilgi
Bazilar1 depolanan yag dokusu Tamamen metabolize

1.3. ANTIKANSEROJEN AKTIVITE HAKKINDA GENEL BiLGILER

1.3.1. Kanser

Arastirmacilar diinya genelindeki 6liimlerin yaklasik %13 {iniin (7,6 milyon) kanserden

kaynaklandigini bildirmektedir [29].

Kanser, genetigi bozulmus hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde boliinmesiyle ortaya ¢ikar

ve bazi kanserler sonunda diger dokulara da yayilabilir [32].

Kanser hastaligiyla savagmak i¢in bir dizi tedavi yontemi vardir. Kanser hastalar1 i¢in
mevcut olan tedavi secenekleri cerrahi, hormon tedavisi, radyasyon terapisi, biyolojik

terapi, kemoterapi, hedefe yonelik terapi ve immiinoterapi olarak Ozetlenebilir. Bu
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tedavi yontemleri ve kullanilan ilaglar oldukca toksiktir ve yan etkilerinin yaninda
genellikle etkisizdirler [29]. Ayrica ilaca direng gelisimi de endise verici bir durumdur.
Bu nedenle, kanser i¢in etkili terapdtik madde arayiginda biyoaktif tirlinlerin sifali

bitkilerden izolasyonu 6nem kazanmaktadir [11].

Bitkiler, karaciger, meme, akciger, prostat, 16semi, kolon ve yumurtalik kanserleri gibi
farkli kanserlerde biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalar araciligiyla anti-proliferatif
ve sitotoksik ozelliklerle hayati bir rol oynayan bitkisel antioksidanlar gibi farkli
bilesikler icerir [29].

Bitkiden tiiretilen bilesenler, son on yilda artan bir oranda antikanser ajanlar1 olarak
kullanilmaktadir. Ciinkii bu bilesenler, redoks dengesini degistirmek, apoptoz yollarmi
indiiklemek, hiicre dongiisiinii durdurmak gibi, tiimor gelisimi ve ilerlemesine katilan

cesitli molekiiler yolaklari inhibe etme kabiliyetini ortaya koyarlar [2], [33].

Bitki bilesenlerini antikanser ajan olarak kullanirken, normal hiicrelerin canliligini
etkilemeden yalnizca kanser hiicrelerinde sitotoksik bir etkiye sahip olmasi beklenir
[33]. Ugucu yaglar, kanser hiicresi hedefleme aktivitesine sahiptir. Kanser hastasina
uygulandig1 zaman proimmiin fonksiyonlar gosteren, paklitaksel ve docetaksel dahil
yaygimn olarak kullanilan kemoterapi ilaglarinin etkinligini arttirabildigi gosterilmistir

[20].

Bitkilerde yogun olarak bulunan flavonoidler giiclii antikanser ajanlardir. Bu 6zellikleri
antimutajenik ve antiproliferatif etkilerinin yaninda anjiyogenez ile hiicre sinyal iletimi

ve hiicre dongiisiiniin kontroliindeki rollerinden de kaynaklanmaktadir [28].

1.3.2. Melanom Cilt Kanseri

Cilt kanserinin en 6ldiiriicii sekli olan malign melanom, epidermiste bulunan pigment
tireten melanositlerden kaynaklanir. Melanomlar siklikla ciltteki benlere benzer (Sekil
1.1), bazilar1 bu benlerden gelisir. Melanomlarin ¢ogu siyah veya kahverengiyken,
bazilar1 ten renginde, pembe, kirmizi, mor, mavi veya beyaz da olabilir. Malign
melanom; melanositlerin oldugu deri, goz, i¢ kulagin mukozal epiteli ve beyin zar1 gibi

herhangi bir dokuda gelisebilir [34].
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Sekil 1.1. Melanom cilt kanseri 6rnekleri [34].

Diinyada giderek artan vakalar, halk sagligii tehdit etmektedir. Diinyada goriilme
siklig1 erkeklerde besinci swrada iken kadinlarda altinci swadadir. Tiirkiye’de ise
goriilme siklig1 agisindan onsekizinci sirada yer alan kanser tiridir [35]. Metastatik
melanom, yayilmasindan sonraki siirecte agresif bir yapisi oldugu ig¢in, sistemik
tedaviye direng gostermektedir. Melanom, genetik yatkinligi olanlarda, giinesin
ultraviyole radyasyonuna maruz kalmaktan kaynaklanmaktadir. Metastatik melanomlu
hastalarin iyilesmesini saglayacak kanitlanmis bir tedavi su ana kadar bulunamamuistir.

Morbiditeyi azaltmak ve iyilesmeyi arttrmak i¢in acilen yeni tedavi yontemlerine
ihtiyag vardir [34], [36].

Son yillarda Lamiaceae familyasina ait bir¢ok tiirden elde edilen ugucu yaglar
antikanser etkileri i¢in degerlendirilmis ve antikanser ilaglarina kaynak olusturabilecegi

kabul edilmistir [37].

1.3.3. Hiicre Kiiltiirii

Cok hiicreli organizmalara ait hiicrelerin, organizma digma alimarak kontaminasyondan
ar1 bir sekilde laboratuvar ortaminda, 6zel tasarlanmis kaplarda, nem, sicaklik, basing ve

besin gibi ortam sartlarinin kontrol edilerek yasatilmasia hiicre kiiltiirii denilmektedir
[38], [39].
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Hiicre kiiltiirtiniin kullanimi1 kanser arastirmalari, cesitli hastaliklarin tanimlanmasi, asi
calismalari, ilag gelistirilmesi, kok hiicre ¢aligmalari, tiip bebek ve kisirlik tedavileri gibi

alanlarda sikga tercih edilmektedir [38], [39].

Hastaliklarin anlagilmasma ve tedavi gelistirilmesine yonelik ¢aligmalarin in vivo
canlilar tizerinde yapilmasi ciddi etik sorunlara yol a¢gmaktadir. Organizmalardaki
etkilesimlerin karsilikli olmas1 nedeniyle tedaviye yonelik girisimlerin uygulanmasinda

giivenlik sikintisi, canli igin risk faktorleri in vivo ¢alismalart smirlandirmaktadir.

Hiicre kiltiirii yontemleri ile test edilmek istenen maddenin etkileri farkli doku veya
hiicrelerde ayr1 ayr1 calisilabilirken, etkileri de dogrudan goézlemlenebilir. Hayvan
deneyleriyle  karsilastirilamayacak  kadar  fazla  hiicrenin  kullanilabilmesi,
tekrarlanabilme imkani ile parametrik karsilastirmalara olanak tanimasi, sonuglarin kisa
stirede alnabilmesi ve hayvanlarin deney amaciyla oldiiriilmesinin oniine gecilmesi

hiicre kiiltiirii yonteminin avantajlarindandir [38], [40].

Son yillarda hiicre ve doku kiiltiirleri molekiiler biyoloji ve tip alanlarinda biiyiik oranda
kullanilmis, hastaliklarin teshis, tedavi ve epidemiyolojisinde 6nemli adimlar atilmistir

[40].

1.3.4. Sitotoksisite

Bir bilesigin biyolojik karakteristigini anlayabilmek i¢in hiicreler lizerindeki toksik veya
non-toksik etkisini belirlemek esastir. Sitotoksik kelimesi “hiicre 6liimiine neden olan”
anlamma gelmektedir. /n vitro sitotoksisite testleri genellikle olasi ilag niteligi tasiyan
maddelerin degerlendirilmesi ve sitotoksik potansiyelinin olup olmadiginin arastirilmasi
amaciyla kullanilan hiicre kiiltiirii bazli dl¢iim yontemleridir. /n vitro sitotoksisite
calismalari, uygulama kolayligi saglamasi ve in vivo ¢alismalardan elde edilen verilerle
uyumlu olmasi nedeniyle, in vivo deneylere alternatif olarak dogmus ve sik¢a tercih
edilir hale gelmistir [39].

Sitotoksisite deneylerinde, hiicre proliferasyonu, membran biitiinliigli, DNA sentezi
veya hiicresel metabolizma gibi degisik parametreler kullanilarak hiicre canlilii
belirlenir. Hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in yapilan ¢ok sayida Ol¢iim metodu
bulunmakla birlikte, sitotoksisite ¢aligmasi hangi yontemle yapilirsa yapilsin, dnemli

olan ¢aligma sonunda canli ve 6lii hiicre miktarinin belirlenmesidir [38], [39].
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1.4. ANTIMIKROBIYAL AKTIiVITE HAKKINDA GENEL BILGILER

Antimikrobiyal ilaglarin c¢ogu, oOzellikle toprak bakterileri ve funguslar gibi bazi
mikroorganizmalar tarafindan iretilen dogal maddeler olup “antibiyotik” olarak
adlandirilirlar. Cok az bir kismi1 da antibiyotiklerle ayni etkiye sahip yapay olarak
iiretilen, “kemoterapotik ajanlar” olarak adlandirilan kimyasal bilesenlerdir. “Semi-
sentetik antibiyotikler” olarak adlandirabilecek bir kisim ilag ise dogal antibiyotiklerin
bir nevi sentetik modifikasyonlaridir. Dogal antibiyotiklerin etki mekanizmalarini

arttirmak amaciyla yapay olarak modifiye edilirler [41], [42], [43].

Antimikrobiyaller, = konukcudaki = mikroorganizmalarin  iiremesini  durduran
(mikrobiyostatik) veya oldiiren (mikrosidal) bilesiklerdir. Etkili antimikrobiyal bir ilacin
konukcuya zarar vermeden patojeni 6ldiirmesi veya inhibe etmesi, yani segici toksisite

gostermesi beklenir [44].

Antimikrobiyaller etki mekanizmalarma gore siniflandirilir ve buna gore bes grupta

incelenirler [43]. Cizelge 1.5 ’te gruplandirilmistir.

Cizelge 1.5. Antimikrobiyallerin etki mekanizmalarina gore gruplandirilmasi.

1. Beta laktamlar (penisilinler, sefalosporinler,
1. Hiicre duvari monobaktamlar, karbapenemler, beta-laktam/beta-
laktamaz inhibitorii kombinasyonlar1)

m.. . 2. Glikopeptitler (vankomisin, teikoplanin)
al inhibitdrleri 3. Digerleri (fosfomisin, sikloserin, basitrasin,
%: ristosetin, ramoplanin, mersasidin, moenomisin)
E 1. 508 alt iiniteye baglanarak etkili olanlar
E ' (makrolidlerketolidler, linkozamidler,
% 2. Protein sentez | streptograminler, kloramfenikol, oksazolidinonlar)
g inhibitdrleri 2. 308 alt tiniteye baglanarak etkili olanlar
= (aminoglikozidler, tetrasiklinler, glisilsiklinler)
: 3. Digerleri (mupirosin, nitrofurantoin)
’5 3. Niikleik asit
E sentez (kinolonlar, rifamisinler, metronidazol)
= inhibitdrleri
£ . . (trimetoprim-siilfametoksazol, paraamino salisilik
._&E 4. Antimetabolitler asit) ’
b= 1. Peptid antibiyotikler (polipeptit antibiyotikler
< 5 Membran [basitrasin, gramisidin S, polimiksinler], lineer

katyonik peptitler [defensinler, maganinler],
ribozomal peptitler [lantibiyotikler], digerleri
[pirokorisin, drododoin, apiadesin])

2. Siklik lipopeptitler (daptomisin).

biitiinliigiini
bozanlar
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Antimikrobiyal maddelerin ortak dezavantajlari, yan etkiye sahip olmalar1 ve

mikroorganizmalarda direng gelisimine yol agmalaridir [43].

Antimikrobiyal direncin ortaya ¢ikisi, antimikrobiyal maruz kalmaya karsi dogal bir
evrimsel tepkidir. Mikroorganizmalar, bir¢ok toksik maddeden zarar gormekten
kacinmak i¢in saglam mekanizmalar gelistirmistir. Bu nedenle antimikrobiyal direncin

mikroorganizmalarda ortaya ¢ikmasi dogal bir olgudur [41].

Dogas1 geregi antibiyotiklere direng gelistirme kabiliyeti bulunan bakterilerde
biyokimyasal ve yapisal 6zellikleri sayesinde olusan bu direng tipine “dogal direng”
denilmektedir. Normalde antibiyotiklere duyarli olan bakterilerin, asir1 ve gelisigiizel
antibiyotik kullanimi gibi ¢esitli yollarla antibiyotiklerden etkilenmeyecek hale

gelmeleri ise “kazanilmig direng” olarak tanimlanmaktadir [14].

Antimikrobiyal ila¢ direnci, mikroorganizmalarin birbiri arasinda ve kendi iglerinde
yatay gen transferi ile rutin olarak gergeklesir. Bu nedenle antimikrobiyal ilaglarin
kullanilmas1 kagmilmaz olarak hedef mikroorganizmalarda direng gelisimine yol agar.
Direncin gelismesi ilaglarm uygunsuz kullanimiyla hizlandirilir. Giinlimiizde bir¢ok
patojenin, yaygin antimikrobiyal ilaglara kars1 direng gelistirdigi bir gergektir. Direngli
patojenlerle basa ¢ikmak ve enfeksiyon hastaliklarini tedavi etme yontemlerini arttirmak
amaciyla siirekli olarak yeni antimikrobiyal bilesikler arastirilmakta ve

gelistirilmektedir [44].

Biyoaktif mikrobiyal iiriinlerin arastirilmasi giin gectikge artmakta ve fitokimyasallar
olarak bilinen bitki temelli antimikrobiyal bilesenler, gosterdikleri terapotik etki

potansiyeli ile zengin bir alternatif sunmaktadirlar [42].

1.4.1. Antimikrobiyal Aktivite Tayininde Kullanilan Test yontemleri
1.4.1.1. Disk Difiizyon Testi:

1940 yilinda gelistirilen disk diflizyon testi rutin antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢in
resmi olarak bircok klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilan yOntemdir.
Giinlimiizde, kabul edilen ve onaylanan birgok standart bakteri ve maya testi Klinik ve
Laboratuar Standartlar1 Enstitlisii (CLSI) tarafindan yaymlanan kriterlere gore
uygulanmakta ve yorumlanmaktadir. Bu basit ve pratik yontemin prosediiriine gore,
Mueller Hinton agar plakalar1 test mikroorganizmalarla inokiile edilir. Ardindan, agar

yiizeyine test bilesimini farkli konsantrasyonda iceren filtre kagidi diskleri (yaklagik 6
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mm ¢apinda) yerlestirilir. Petri kaplart uygun kosullar altinda (yaklasik 24 saat 35
°C’de) inkiibe edilir. Genel olarak, antimikrobiyal ajan agarin icine yayilir ve test
mikroorganizmasinin bilylimesini inhibe eder. Her bir antibiyotik diskin etrafindaki
biiylime inhibisyon bolgelerinin (zon) ¢aplar1 6l¢iiliir. Zonun ¢api, izolatin duyarliligi ve

antimikrobiyal ajanin agar ortami boyunca diflizyon hizt ile ilgilidir.

Bakteriyel biiylime inhibisyonu, bakteriyel 6liim anlamina gelmediginden, bu yontem
bakterisit ve bakteriyostatik etkileri ayirt etmek i¢in kullanilamaz. Disk diflizyon
yontemi, besiyerine yayilmis antimikrobiyal ajanmn miktarmi O6lgmek miimkiin
olmadigindan, minimum inhibitdér konsantrasyonunu (MIK) belirlemek icin de uygun
degildir. Bununla birlikte, baz1 mikroorganizmalar ve antibiyotikler i¢in inhibisyon

zonlar1 depolanms algoritmalar ile karsilastirilarak yaklasik bir MIK hesab1 yapilabilir.

Bunun yani sira, disk difiizyon deneyi diger yontemlere gore birgok avantaj sunar. Ozel
bir ekipman gerektirmeyen test basitligi, tiim duyarlilik yontemlerine nazaran daha az
maliyet, fazla sayida mikroorganizma ile antimikrobiyal madde test etme yetenegi ve
kolayca yorumlanabilen kategorik sonuglarin elde edilmesi gibi avantajlar
saglamaktadir. Bitki 6zleri, ugucu yaglar ve diger ilaglarin antimikrobiyal taramasi i¢in

yaygin kullanilan yontemlerdendir [45], [46].
1.4.1.2. Kuyu Difiizyon Yontemi:

Bitkilerin veya mikrobiyal ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmek igin
yaygmn kullanilan bir yontemdir. Bu yontemin prosediirii disk diflizyon yonteminin
prosediiriine benzer. Agar plakasi yiizeyi, tizerine bir mikrobiyal inokulasyon yayilir.
Daha sonra, steril bir mantar delici veya bir ug ile 6 ila 8 mm ¢apinda bir delik aseptik
olarak delinir ve kuyuya istenen konsantrasyonda (20 ila 100 mL) antimikrobiyal madde
veya ekstrakt ¢ozeltisi eklenir. Sonrasinda agar plakalari test mikroorganizmasina uygun
olan kosullar altinda inkiibe edilir. Antimikrobiyal ajan agar besiyerinde yayilir ve test

edilen mikrobiyal tiiriin biiyiimesini inhibe eder [45], [46].
1.4.1.3. Diliisyon yontemleri:

MIK degerlerinin belirlenmesi i¢in en uygun yontemlerdir. MIK degeri, test edilen
mikroorganizmanin  biliylimesini  engelleyen antimikrobiyal ajanin en disiik
konsantrasyonu olarak tanimlanir. Bu yontemler, test edilen antimikrobiyal ajanin agar
(agar diliisyonu) veya broth besiyerinde (makrodiliisyon veya mikrodiliisyon)

konsantrasyonunu tahmin etme imkani sunarlar. Broth veya agar diliisyon yontemleri
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bakteri ve mantarlara karsi in vitro antimikrobiyal aktiviteyi nicel olarak 6lgmek igin

kullanilabilir [45], [46].

Broth diliisyon yontemi:

Broth mikro veya makrodiliisyon, en temel antimikrobiyal test yontemlerinden biridir.
Prosediir, minimum 2 mL hacimli tiipleri (makrodiliisyon) veya 96 oyuklu
mikrotitrasyon plakasini (mikrodiliisyon) kullanarak bir sivi biiylime ortaminda
antimikrobiyal maddenin iki kat seyreltmelerle sirayla dagitilmasi seklindedir. MiK,
ciplak gozle tespit edildigi gibi, organizmalarin tiiplerde veya mikro seyreltme
kuyularinda biiylimesini tamamen engelleyen en diisiik antimikrobiyal madde
konsantrasyonudur. Makrodiliisyon yOonteminin temel dezavantajlari, her test igin
antibiyotik c¢ozeltilerin hazirlanmasinda hata olasiligi, manuel girisimlerin biktiriciligy,
nispeten yiilksek miktarda reaktif ve gerekli alandir. Bu nedenle, testin
minyatiirlestirilmis hali olan mikrodiliisyon yontemi, reaktiflerden ve alandan tasarruf
saglarken, tekrarlanabilirligi de bu yontemin makrodiliisyon yonteminden daha fazla

tercih edilmesini saglamaktadir [45], [46].

Agar diliisyon yontemi:

Agar diliisyon yontemi, antimikrobiyal ajanm istenilen farkli konsantrasyonlarinda
erimis bir agar besiyerine seri iki kat oranl diliisyonlar kullanilarak, tanimlanmis bir
mikrobiyal inokulumun agar plak yiizeyi iizerine inokiilasyonu seklindedir. Bu yontem
antibakteriyel ve antifungal duyarlilik testlerinin her ikisi i¢in de uygundur. Birden fazla
izolat tek bir bilesige karsi test ediliyorsa veya test edilen madde, renklendirilmis sivi
madde i¢indeki mikrobiyal biliylime tespitini maskeliyorsa genellikle agar diliisyon

yontemi, MiK tayini i¢in broth diliisyon yontemine tercih edilir [45], [46].
1.4.1.4. Antimikrobiyal gradyan yontemi (E-test):

Antimikrobiyal gradyan metodu, MIK degerini belirlemek i¢in, diliisyon metodu
prensibini diflizyon metodu ile birlestirir. Agar besiyerinde test edilen antimikrobiyal
maddenin konsantrasyon gradyanini olusturma prensibine dayanir. Prosediirde, artan bir
konsantrasyon gradyanina sahip bir ugtan digerine antimikrobiyal ajan emdirilmis bir
serit, daha Once test edilen mikroorganizma ile inokiile edilmis agar plakanm yiizeyine
radyal bir sekilde yerlestirilir. MIK degeri, seridin kesisme noktasinda ve biiyiime
inhibisyonu elipsinde belirlenir. Uygulamasi basit oldugu i¢in rutin olarak klinisyenlerin

taleplerini karsilamak igin kullanilir. Fakat ¢ok sayida ilag test edilecekse bu yaklagim
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pahaliya mal olur. Bu ydntem, sadece 1 veya 2 ila¢ i¢in MIK’in gerekli oldugu
durumlarda, zenginlestirilmis ortam veya &6zel inkiibasyon atmosferini gerektiren titiz
bir organizma test edilecegi zaman (O0rnegin, pnomokoklu penisilin ve seftriakson)
uygundur. Bu ydntem antibiyotiklerin, antifungallerin ve antimikobakterilerin MIK

tayini i¢in kullanilir [45], [46].

1.5. ARASTIRMADA KULLANILAN BITKILERIN GENEL OZELLIKLERI

1.5.1. Lamiaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Eskiden cigeklerinin alt dudak ve iist dudak seklinde birlesmesinden dolay1r Labiatae
ismiyle bilinmekteydi. Hala kabul edilebilir alternatif bir ad olmasina ragmen,
botanikgiler bu familyaya atifta bulunmak i¢in artik Lamiaceae ismini kullanmaktadirlar

[47].

Diinya genelinde yaklasik 250 cins ve 7.000’den fazla tiire sahip bu 6nemli ¢igekli bitki
ailesi kozmopolit olup, Akdeniz’den Orta Asya’ya kadar dagilim gostermektedir [5],
[37]. Tirkiye, Lamiaceae familyasinin 6nemli gen merkezlerinden biri kabul edilmekte
ve iilkemizde 48 cins ve 782 takson (603 tiir, 179 alt tiir ve varyeteleri) ile temsil
edilmektedir. Bunlardan 346 takson (271 tiir, 75 alt tiir ve varyeteleri) ise endemiktir
[48]. Akdeniz mutfagina 6zgii birgok aromatik bitki tiiriinii igeren bu aileye ait tiirlerin

¢ogu, ugucu yag bakimmdan zengindir [49].

Bu familya i¢inde bulunan bitki tiirlerinden elde edilen ugucu yaglar tibbi agidan da
oneme sahiptir. Ozellikle mentol gibi ucucu yaglar solunumu agic1 buhar olarak
kullanilmaktadir. Bu aromali ugucu yaglar, viicudun terlemesini ve uyarilmasini
saglayan 1sitict ve uyarict Ozelliklere sahiptir. Bu nedenle bu familyaya ait bitki

tiirlerinin ¢cogu kaynaklarda terletici olarak gegmektedir.

Lamiaceae familyasimi digerlerinden aywran, kare seklinde dort koseli sap, karsilikli

konumlanmis yaprak yapisi ve aromali kokularidir [50].

Son 40 yildir yogun sekilde fitokimyasal yoniiyle incelenmeye baslanan Lamium cinsi

Lamiaceae familyasindan olup, halk arasinda “ballibaba” olarak bilinmektedirler [8].

Geleneksel ve modern tipta kullanilan Lamium tiirlerinin astrinjent (biiziicii),
antispazmodik ve antienflamatuar Gzellikleri bilinmekte, ayrica travma, kirik, yara

iyilesmesi, idrar soktiirlicii, bobrek ve sindirim eliminasyon iglevini artirma,
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enfeksiyonlar, felg, yiiksek tansiyon, menoraji ve uterus kanamasi gibi ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [8], [51]-[54].

1.5.1.1. Lamium purpureum L.

Sekil 1.2. Lamium purpureum L.

Alem: Plantae

Altalem: Tracheobionta
Boliim: Magnoliophyta
Smif: Magnoliopsida
Altsinif: Asteridae
Takim: Lamiales
Familya: Lamiaceae
Genus: Lamium

Tiir: Lamium purpureum L.
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Kirmiz1 6li 1sirgan otu adiyla bilinen bu tiiriin ¢igekleri iki dudaklhidir ve pembeden
koyu kirmizimsi-mor renklere kadar degisen renklerdedir. 10 ila 18 mm
uzunlugundadir, ¢igekleri yogun olarak tepede sapin etrafinda daginik bir sekilde sik
bulunur (Sekil 1.2).

Cicekler hermafrodit olup, hem erkek hem de disi organlara sahiptir ve ¢ogunlukla
artlar tarafindan tozlanir. Kirmizi 6li 1sirgan otunun digli, kalp seklinde, ince tiiyli
yapraklarinin tiimii ¢i¢ceginin hemen iistiinde ve altinda tiimiiyle takip edilir. Govde ve
iist yapraklar morumsu olurlar ve ¢igegin hemen altinda ve istiinde olanlar genellikle

carpici derecede koyu bir maviye doner [55].

Bu bitkilerin terletici, diliretik (idrar soktiiriicii), astrenjan (damar veya dokular1
biiziici), purgatif (mishil) ve stiptik (kanama durdurucu) o6zellikleri vardir.
Kaynatilarak hazirlanan 6zii, hemoraji kontroliinde yararhdir. Ezilmis yapraklar1 kesik

ve yaralar i¢in kullanilir [56].

Cogu toprak ve kosullara tolerans gosterir. Genellikle yilin hemen hemen her
doneminde ¢igek acan bir bahge otudur ve hava iliman oldugunda kis mevsiminde dahi

tohum ¢imlenebilir [57].

1.5.1.2. Lamium galeobdolon (L.) L.

Sekil 1.3. Lamium galeobdolon (L.) L.
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Alem: Plantae

Altalem: Tracheobionta

Boliim: Magnoliophyta

Smif: Magnoliopsida

Altsinif: Asteridae

Takim: Lamiales

Familya: Lamiaceae

Genus: Lamium

Tiir: Lamium galeobdolon (L.) L.

Sar1 bagmelek adiyla bilinen Lamium galeobdolon (L.) L. yaklasik 40 ila 80 cm arasinda
bir yiikseklige ulagabilen, cok yaprakli, ¢ok yillik, istilaci bir tiirdiir. Disli kenar yapili
yapraklar, eslesmis karsit yapida ve oval tiptedir. Cicek dudaklarmin dis yiizeyi parlak
sar1 renktedir. Kirpik benzeri tiiylerle sagakli gibi goriinen iist dudak tek loblu ve kask
seklindedir, daha az tiiylii alt dudak ise merkezi tliggensel ve ¢ogunlukla turuncu renk

¢cizgi ile benzer biiyiikliikte ti¢ loba boliniir (Sekil 1.3) [58].

Bu bitkilerin antispazmodik (spazm giderici), anstrenjan (damar veya dokular1 biiziicii),
ditiretik (idrar soktiiriicii), ekspektorant (balgam soktiiriicii), stiptik (kanama durdurucu)
ve vazokonstriktor (kan damarlarimi daraltici) 6zellikleri vardir. Cok kolay yetisen bir
bitki olup, ¢ogu toprak ve kosullara toleranshidir. Golgelik alanlar1 sever ve agir killi

topraklarda daha iyi yetigir [59].

1.6. ONCEKI CALISMALAR

El-Gazzar ve Watson, 1970 yilinda Lamiaceae familyasina ait cinslerin ugucu yag
icerikleriyle ilgili bir gruplandrma yapmislardir. Bu gruplandirmada Grup A iyeleri
yag bakimindan fakirken, Grup B iiyeleri ise ticari oneme sahip ve ekimi yapilan yag
bakimindan zengin cinsleri icermektedir [60]. Lamium cinsi de yag bakimindan fakir

olmasindan dolay1 Grup A’da konumlandirilmistir [61].

Ucucu yag eldesi zor olmasina karsin, daha 6nce yapilmig ¢alismalarda Lamium cinsine
ait ugucu yaglarin icerik bakimindan zengin ve antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu

goriilmiistiir [62], [63].
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Bazi Lamium tiirlerinin biyolojik aktiviteleri iizerine farkli ekstratlariyla ¢ok sayida
caligmalar yapilmig, anti-enflamatuar, antioksidan, antifungal, antiproliferatif ve
antimikrobiyal etkileri oldugu kaydedilmistir [52], [64], [65].

Lamium album tiirii Lamium cinsleri i¢erisinde tizerinde en yogun ¢aligilan tiirdiir. Bu
tirtin  kabizligin tedavisinde kullanildigi, bununla birlikte antihemorajik ve
antimikrobiyal etkisinin de oldugu rapor edilmistir [66]-[68]. L. album’un 3 farkli
ekstratinin insan derisi fibroblastlarmm (HSF) in vitro biiyiimesine etkisi test edildi.
Sonug olarak umut veren antikanser etkiye sahip bir bitki olmasinin yaninda, serbest
radikalleri stiplirme etkisi gosterdigi, antioksidan etkiye sahip oldugu ve yara iyilestici

ozelligi bulundugu kaydedilmistir [4], [69].

Lamium album ve Lamium amplexicaule tiirlerinde tanimlanan kaempferoliin,
timorlerde  antioksidan, antiproliferasyon, antimetastatik ve antianjiyojenez
aktivitelerine sahip bir madde oldugu bilinmektedir [29], [70].

Yapilan bir baska calismada Italya’da yetisen dort Lamium tiiriiniin ugucu yag analizi
GC-MS ve SPME yontemleri ile yapilmis ve toplamda yiiz bes bilesik tanimlanmustir.
Bu tiirler yiiksek oranda germacren D igerigi ile karakterize edilmistir. L. purpureum
(%35,4), L. hybridum (%39,0) ve L. bifidum (%34,9) bitkilerinde germacren D ana
bilesik iken, L. amplexicaule'’de (%28,9) ikinci bilesendir. L. amplexicaule'de ana
bilesen, trans-krizantenil asetat (%41,1) olarak tespit edilmistir. Ugucu yaglarda tespit
edilen diger 6nemli bilesenlerin L. purpureum’da B-pinen (%26,8) ve a-pinen (%13,4);
L. hybridum’da (Z)-osimen (%8,7), metil salisilat (%7,5) ve B-karyofillen (%6,1); L.
bifidum’da sabinen (%12,4), B-karyofillen (%11,5) ve a-humulen (%6,8); son olarak L.
amplexicaule’de ise a-pinen (%6,8) oldugu rapor edilmistir. Calismada kullanilan
SPME teknigi ile, bitkiler tarafindan yayilan ugucu maddeler hizli ve kolay bir sekilde
orneklenirken, bu sayede farkli tiirlerin, hatta bir bitkinin farkli kisimlarinin (yaprak,

cigek ve brakte) yaydigi ugucu maddelerin ¢ok farkli oldugu tespit edilmistir [71].

Alipieva ve arkadaslar1 tarafindan, L. aloum L., L. amplexicaule L., L. garganicum L.,
L. maculatum L. ve L. purpureum L."nin LC-ESI-MS analizi yapilmig ve bu yontemle
daha once kaydedilmemis iridoidler rapor edilmistir. L. album, L. maculatum ve L.
purpureum'da sanzizid metilester ve barlerin ilk kez bu ¢alismada kaydedilmistir. L.
purpureum’da lamalbid, L. maculatum’da sesamosid ve L. amplexicaule’de ise 5-

deoxylamiol yeni bilesenler olarak bulunmustur [72].
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L. purpureum L. iizerinde yapilan ¢alismalarda, antioksidan diizeyinin orta seviyede
olmasmna karsm yine de 6nemli sayilabilecek etkinligi oldugu vurgulanmistir. Metanol
ekstratla yapilan bir bagka caligmada L. purpureum L. ¢igekleri i¢in antioksidan ve
serbest radikal temizleme aktiviteleri sergiledigi rapor edilmistir [52], [73].

Roussis ve arkadaglarinin 1996°da yapmis oldugu ¢alismaya gore Lamium garganicum
bitkisinden elde edilen ugucu yagin ana bilesenleri GC-MS yontemi ile aydinlatilmis,
1,8 cineole (%47,5), sitronellal (%25,1) ve 2-metoksi-4- (2-propenil) fenol (isoeugenol)
(%11,8) olarak belirlenmistir. Ayrica ugucu yag, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa suslarinin da i¢inde bulundugu alt1 farkli

bakteri lizerinde bakteriyostatik etki gdstermistir [63].

Lamium maculatum iizerinde yapilan bir ¢alismada, ugucu yagmin igerigi belirlenerek,
orta diizeyde bulunan antimikrobiyal etkinliginin yaninda insektisidal 6zellige de sahip
oldugu ortaya konmustur. Ugucu yag igeriginde yiiksek oranda [-kariofilen, kariofilen

oksit, Z, E-a-farnesene, dihidroedulan I bilesenleri tespit edilmistir [62].

Cok sayida laboratuvar calismasi polifenollerin serbest radikal terminatorleri gibi
davrandiklar1 i¢in, onemli antioksidan aktiviteye sahip olduklarini géstermistir. Lamium
amplexicaule bitkisinin metanol ekstrat1 ile yapilan ¢alismada toplamda %9,98 fenolik
bilesen, %21 flavanoid, %22 fenilethanoid ve %28 oraninda iridoid icerdigi
belirlenmistir. Ayrica L. amplexicaule’nin de oldugu 23 bitkinin, 3 farkli hiicre hatti
iizerinde (EAC, HepG2 ve U251) yaptiklar1 antikanser taramasi sonucu L.

amplexicaule’nin antikanser etkiye sahip oldugu rapor edilmistir [74].

Yal¢in ve arkadaslarmin yapmis olduklar1 bir ¢alismada 4 farkli Lamium tiirtintin (L.
eriocephalum Bentham subsp. eriocephalum, L. garganicum L. subsp. laevigatum
Arcangeli, L. garganicum L. subsp. pulchrum R. Mill, and L. purpureum L. var.
purpureum) 4 farkli ekstresi (metanol, diklorometan, n-butanol ve sulu ekstreleri)
hazirlanmis ve mikrodiiliisyon yontemi ile antimikrobiyal zelliklerine bakilmistir. Orta
diizeyde antimikrobiyal etkinlikleri tespit edilen ekstreler maya tiirlerine karsi
bakterilerden daha fazla etki gostermiglerdir. Ayrica bu bitkilerin n-butanol ekstrelerinin
metanol, sulu ve diklorometan ekstreleri ile karsilastirildiginda tim doz seviyelerinde

yliksek radikal siiptirme etkinligi gosterdigi ortaya koyulmustur [64].

Lamium tenuiflorum bitkisinin etanol ekstrati ile yapilan bir galigmada ise, bitki

ekstresinin antifungal etkisi oldugu belirlenmistir [65].
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Calismamizda, Lamium purpureum L. ve Lamium galeobdolon (L.) L. tiirlerinden elde
edilen etanol ekstrelerin kimyasal icerigi ve antioksidan Ozelliklerinin belirlenmesinin
yaninda ayrica ugucu yaglarinin antimikrobiyal ve antikanserojen aktivitelerini de inceledik.
iki bitkinin ugucu yaglariyla ilgili daha once yalnizca kimyasal igerik tayini olmasina
karsin, literatiirde biyoaktivite 6zellikleri hakkinda ¢aligma bulunamamistir. Caligmamiz bu

alanda ilk niteligindedir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. BITKi MATERYALLERININ HAZIRLANMASI

Aragtirmada, Diizce ilinde dogal olarak yetisen Lamium purpureum L. ve Lamium
galeobdolon (L.) L. bitki tiirleri kullanilmistir. Bitkiler, Diizce, Golyaka, Efteni Golii
civarindan, 120 m rakimda, ¢igeklenme donemlerine gére Lamium purpureum L. bitkisi
Mart 2018 ve Mart 2019 tarihlerinde, Lamium galeobdolon (L.) L. ise Nisan 2018 ve
Nisan 2019 tarihlerinde toplanmustir. Bitkilerimiz Canakkale Onsekiz Mart Universitesi

ogretim iiyesi Dog¢. Dr. Ersin Karabacak tarafindan teshis edilmistir.

Toprak iistii kisimlar1 (govde, yaprak ve ¢igek) toplanan bitkiler agik havada, dogrudan
giines almayan golge bir yerde, herbaryum tekniklerine gore kurutularak, blenderdan

gecirilmistir.

2.2. ETANOL EKSTRELERININ HAZIRLANMASI

Toz haline getirilen her bir bitkiden 20 gr tartilarak tizerilerine 180 mL %96’lik etanol
ilave edilmistir. Soxhlet cihazinda gerceklestirilen ektraksiyon islemlerinden sonra elde

edilen ekstreler +4 °C’de saklanmustir.

2.3. UCUCU YAGLARIN HAZIRLANMASI

Bitkilerin her birinden 50 gr alinarak, 300 mL su ile Clevenger cihazinda 2,5-3 saat siire
ile hidrodistilasyon yontemi ile yag ekstraksiyonu yapildi (Sekil 2.1). Ayirma hunisinde
3 kez eterle muamele edilerek su ve yag fazlari ayristirildi ve yag kismi ayristirma
hunisi yardimi ile behere alindi (Sekil 2.2). Sodyum Siilfat (Na,SO,) tuzuyla muamele
edilerek su tamamen uzaklastirildi. Karisim filtre kagidindan (Whatman No:1) siiziildii.
Rotary evaporatdorde 150 rpm basing ve ortalama 20-24 °C sicaklik altinda eter
ucurularak saf ugucu yag elde edildi (Sekil 2.3). L. purpureum L. ve L. galeobdolon (L.)
L. bitkilerinden 600 gr kullanildi. L. purpureum L.’den 3,5 gr, L. galeobdolon (L.)
L.’den ise 7,20 gr saf ugucu yag elde edildi (Sekil 2.4). Ugucu yaglar +4 °C’de
buzdolabinda saklandi.

26



Sekil 2.1. Clevenger cihazinda ugucu yag ekstraksiyonu.

Sekil 2.2. Ayirma hunisinde su-yag ayriminin yapilmasi.
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Sekil 2.3. Rotary evaparatorde eterin uzaklagtirilmasi.

Sekil 2.4. Elde edilen ugucu yag numuneleri.
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2.4. GC-MS ANALIiZi

L. purpureum L. ve L. galeobdolon (L.) L. bitkilerinden hazirlanan etanol ekstraktlari,
icerigi belirlenmek iizere Kastamonu Universitesi, Merkez Arastirma ve Uygulama

Laboratuvari’na GC-MS analizine gonderilmistir.

GC-MS adindan da anlagildig1 gibi iki farkli teknigin birlesiminden olusmaktadir. Gaz
kromatografisi (GC) cihazinda karisimdaki gazlar birbirinden ayrilarak iyonlasrr,
ardindan bir ara akim hatti ile kiitle spektrometresi (MS) cihazina aktarilir. Bu kisimda
maddelerin kiitlelerine bagh olarak igerigi belirlenmektedir. Her iki cihazin sartlar1 ayri

ayr1 ayarlanmalidir. Sekil 2.5’te ¢alisma prensibi gosterilmistir [75].

GC MS
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Sekil 2.5. GC-MS cihazu.

Kimyasal bilesenlerin tanimlanmasi i¢in daha 6nce Canli ve arkadaslar1 [76] tarafindan
tanimlanan yonteme dayanilarak her numune HP5-MS kilcal siitun (30 m x 0.25 mm;
kaplama kalinlig1 0.25 pm) ile donatilmig Agilent GC 6890N-Agilent MS 5973 model
bir cihazda analiz edildi. Tasiyici gaz olarak helyum kullanildi (1 mL / dak). Boliinme
orani 10: 1°de ayarlandi. Enjektor sicakligi 350 °C; basing 48.2 kPa, ayrik akis 9.9 mL /
dak idi. MS tarama kosullari, 280 °C’lik bir transfer ¢izgisi sicakligi, 280 °C’lik bir
arayliz sicakligi ve 230 °C’lik bir iyon kaynagi sicaklhigiydi. Bilesenlerin tespiti,
alikonma siirelerine gore Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitiisi (NIST Kiitle
Spektrometresi Veri Merkezi) veri kiitiiphanesi ile eslestirilerek yapildi ve daha 6nce

yaymlanmus verilerle capraz kontrol uygulandi.
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2.5. ANTIOKSIDAN, OKSIiDAN KAPASITE VE OKSIDATIF STRES
INDEKSININ BELIRLENMESI

2.5.1. TAS (Total Antioksidan Seviyesi) Cahisma Yontemi:

TAS 6lciimii Relassay marka ticari kit ile yapildi (Relassay, Tirkiye). Her iki bitkiden

elde edilen etanol ekstratlariyla ¢alisilmistir.

Erel tarafindan gelistirilen bu yontemde, numunedeki antioksidanlar koyu mavi-yesil
renkli ABTS radikal solisyonunu, renksiz ABTS formuna g¢evirir. ABTS,
konsantrasyonlarina ve antioksidan kapasitelerine gore antioksidanlar tarafindan
¢oziilebilen 2,2V-azinobis- (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) radikal katyonudur ve
hidrojen peroksit varliginda, oksitlendiginde karakteristik absorpsiyon spektrumuna
sahip {iriin iiretir. Spektrofotometrede 660 nm absorbansda takibi yapilan reaksiyonda
rengin acilma orant numunenin total antioksidan miktariyla iliskilidir. Reaksiyon,
Trolox Equivalent ad1 verilen E vitamini benzeri stabil antioksidan standardi ile kalibre

edilir. Sonuglar mmol Trolox Eq/L olarak verilir [77], [78].
2.5.1.1. Kit Icerisindeki Bilesenler:

Reaktif 1: Tampon ¢6zeltisi (0,4 mol/L pH 5,8 asetat tamponu)
Reaktif 2: Prokromojen ¢ozeltisi (30 mmol/L ABTS)

Standart: Trolox 1 mmol/L

QC Level 1 (Negatif Kontrol) : Trolox 0,5 mmol/L

QC Level 2 (Pozitif Kontrol) : Trolox 2,0 mmol/L

2.5.1.2. Calisma adimlari:

Numuneler Relassay Kiti ile Mindray BS300 cihazinda tam otomatik olarak ¢alisild1.

Her iki bitkiden elde edilen etanol ekstratlar1 ile total antioksidan kapasite belirlenmistir.

Otomatik cihaz tarafindan Reaktif 1’den 300 pl alindi, numuneden 18 pl alindi ardindan
kiivet i¢inde karistirilip 30 saniye sonra 660 nm’de ilk okuma yapildi. Ardindan Reaktif
2’den 45 pl karistirildi ve inkiibatérde 5 dakika bekletilip 660 nm’de ikinci okuma
yapildi. Her iki bitkinin etanol ekstrati, standart ve kontroller i¢in islemler yukarida

anlatildig: sekilde sirasiyla gergeklestirildi.
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2.5.2. TOS (Total Oksidan Seviyesi) Calisma Yontemi:

TOS o6lgtimii Relassay marka ticari kit ile yapildi (Relassay, Tiirkiye). Her iki bitkiden

elde edilen etanol ekstratlariyla ¢alisilmistir.

Erel tarafindan gelistirilen bu yontemde numunede varolan oksidanlar, ferr6z iyon-o-
dianisidin kompleksini ferrik iyona okside eder. Oksidasyon reaksiyonu ortamda bol
miktarda bulunan gliserol molekiilleri ile prolonje edilir. Ferrik iyon asidik ortamda
kromojen ile renkli bir bilesik olusturur. Spektrofotometrede Slgiilen rengin koyulugu
numunedeki oksidan molekiillerinin toplam miktarmi verir. Kitin kalibrasyonu hidrojen
peroksit ile yapilir, sonuglar litre bagina diisen mikromol hidrojen peroksit olarak verilir
(umol H,O, Equiv./L) [79].

2.5.2.1. Kit Icerisindeki Bilesenler:
Reaktif 1: Tampon ¢6zeltisi (25 mM pH 1.75 H,SO,4 ¢ozeltisinde)

Reaktif 2: Substrat ¢ozeltisi (25 mM pH 1.75 H,SO4 ¢ozeltisinde 5 mM ferr6z iyon, 10

mM o-dianisidine)

Standart: H,O, pmol/L

QC Level 1 (Negatif Kontrol) : H,O,5 umol/L
QC Level 2 (Pozitif Kontrol) : H,O, 20 umol/L
2.5.2.2. Calisma adimlari:

Numuneler Relassay kiti ile Mindray BS300 cihazinda tam otomatik olarak c¢alisildi.

Her iki bitkiden elde edilen etanol ekstratlar1 ile total oksidan kapasite belirlenmistir.

Otomatik cihaz tarafindan Reaktif 1’den 300 pl alindi, numuneden 45 pl alind1 ardindan
kiivet i¢inde karigtirilip 30 saniye sonra ilk okuma 530 nm’de yapildi. Ardindan Reaktif
2’den 15 pl karistirildi ve inkiibatérde 5 dakika bekletilip 530 nm’de ikinci okuma
yapildi. Her iki bitkinin etanol ekstrati, standart ve kontroller i¢in islemler yukarida

anlatildig1 sekilde sirasiyla gerceklestirildi.
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Sekil 2.6. TAS - TOS deneylerine sokulan bitki etanol ekstreleri.

2.6. ANTIMIKROBIYAL AKTIiVITENIN BELIRLENMESI

Antimikrobiyal aktivitenin tayini disk diflizyon yontemi ile yapilmistir. Bunun igin iki
adet bitkiden elde edilen ugucu yaglarm ii¢ farkli konsantrasyonu (50 pL, 75 puL ve 100

uL) kullanilmistir. Calismalarda kullanilan test mikroorganizmalar1 Cizelge 2.1’de

gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Test Mikroorganizmalari.
Gram pozitif bakteriler Staphylococcus aureus, Bacillus cereus
Gram negatif bakteriler Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium

Candida albicans, C. tropicalis, C.
Maya mantarlari o ) B
parapsilosis, C. glabrata, C. guillermondii

2.6.1. Test Mikroorganizmalarimin Hazirlanisi

Calismada kullanilan test mikroorganizmalar1 daha énce Diizce Universitesi Arastirma
ve Uygulama Hastanesi, Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan temin edilmis ve
+4°C’de stoklanmustir. Kullanilacak olan bakteri ve maya kiiltiirlerinin aktif hale
getirilmesi icin, Onceden hazirlanan Nutrient Broth besiyerlerine mikroorganizmalar
ayrt ayri inokiile edildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saatlik kiiltiirlerin

turbiditesi 0,5 McFarland’a gore steril serum fizyolojik ile ayarland.
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2.6.2. Disk Difiizyon Metodunun Uygulanmasi

20 mL Mueller Hinton Agar (MHA) dokiilen steril petri kaplarmna, hazirlanan
mikroorganizma kiiltiirlerinden McFarland 0,5 oraninda ayr1 ayri ekim yapildi. Bunun
icin, steril ekiivyon ¢ubuklar1 mikroorganizma kiiltiirlerine daldirilarak, petri kaplarina
sik araliklarla taranmak suretiyle inokiile edildi. Tiim petri kaplar1 10-15 dakika kadar
oda sicakliginda kurumaya birakildi. Bu esnada daha 6nce steril edilen 6 mm capinda
bos kagit disklere 3 farkli konsantrasyonda olacak sekilde, siras1 ile 50 pL, 75 pL ve
100 pL miktarinda ugucu yag mikropipet yardimiyla emdirildi. Bu diskler daha 6nce
ekim yapilan petri kaplarma farkli konsantrasyonlarda olacak sekilde 3 ayri bolgeye
uygun araliklarla yerlestirildi. Bakterilerin inokiile edildigi petri kaplar1 35-37 °C’de,
mayalarinki ise 25-27 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Siirenin sonunda disklerin
cevresinde olusan inhibisyon zon ¢aplart mm cinsinden cetvel yardimiyla o6lgiildii.
Mukayese amacli olarak, standart 6 mm capindaki antibiyotik diskleri kullanilmistir.
Antimikrobiyal aktivite deneyleri, tiim test mikroorganizmalar1 i¢in 3 tekrarli olarak

calisiimastir.

2.7. ANTIKANSEROJEN AKTIiVITENIN BELIRLENMESI

2.7.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

B16F10 melanom hiicreleri Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Boliimii

Ogretim Uyesi Dr. Ogr. Uyesi Merve Alpay’dan temin edilmistir.

Lamium purpureum L. ve Lamium galeobdolon (L.) L. bitkilerinden elde edilen ugucu
yaglarin in vitro antikanser aktivite potansiyellerini belirlemek amaciyla deneylerimizde
melanom hiicre hatti (B16F10) kullanildi. Hiicreler kriyotiipler i¢inde -80°C’de
saklandiklar1 derin dondurucudan ¢ikartilarak, steril su banyosunda 37°C sicaklikta
¢ozdirildi. Tipler %70’lik alkolle olasi bir kontaminasyonu 6nlemek igin silindi.
Tekrar laminar akimli kabine alinan hiicreler hafifce pipetaj yapilarak dagitildi ve
serumlu besiyerinin (%20 Fetal Bovine Serum (FBS), %1 Penisilin/Streptomisin, %1
non-essential aminoasit igeren DMEM besiyeri) oldugu falcon tiipe aktarildi. 1200 rpm
devirde 5 dakika siireyle santriflij edildi. Santrifiij sonrasi tiip tekrar alkolle silinerek

laminar akimli kabine alind1 ve iistte kalan medyum uzaklastirildi.

Tiipte kalan hiicreler, i¢inde hiicre iiremesine uygun DMEM besi ortami olan T75

cm?lik hiicre kiiltiirii tiretme kabma (flask) aktarildi. Laminar kabinden alinarak
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37°C’de %5 CO; igceren nemli inkiibatore koyuldu. Dondurma isleminden sonra ilk kez
cozdiiriilen hiicreler, yeniden gecerli morfolojilerini gostermeleri ve standart biiyiime
egrilerine ulagsmalar1 i¢in deneylere baglamadan 6nce 4 kez pasajland1 (subkiiltiir). Daha

sonra deneylerde kullanildi.

Tam tabaka olusturmus B16F10 melanom hiicreleri, devamliliklarinin saglanmasi i¢in
pasajlandi. Deneylerden once, ¢oziillen ve kiiltiir kabi yiizeyini kaplayan hiicreler
subkiiltiire edildi. Hiicrelerin bir kismi, 1 ml’lik vialler icerisinde, %20 Fetal bovine
serum ve %10 dimetil silfoksit (DMSO) igeren dondurma kiiltiir vasatinda
dondurularak -80°C’de saklandi. Diger hiicrelerin biiylimeleri invert mikroskobu (hiicre

kiiltiirii mikroskobu) kullanilarak kontrol edildi.

Flasklarda tam tabaka olusturmus hiicrelerin, yapistiklar1 ylizeyden kaldirilmas:
amaciyla, flasklar once alkolle silinerek laminar kabine alindi. Hiicrelerin iizerindeki
besiyeri uzaklastirildi. Hiicrelerin yiizeyi, kalsiyum ve magnezyum igcermeyen fosfat
tampon soliisyonu (PBS) ile yikandi. Sonrasinda PBS uzaklastirilarak, 3-4 ml
Tripsin/EDTA enzim ¢ozeltisi ile 3 ila 8 dakika stire ile 37 °C’de inkiibe edildi.

Tututndugu ylizeyden ayrilan hiicrelerin iizerine 6 ila 8 ml kadar besiyeri eklendi ve 800
rpm devirde 5 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan medyum alindiktan sonra, kalan
peletin tizerine uygun miktarda medyum ilave edilerek pipetlendi ve 37 °C sicaklikta,
%10 serum ve %1 antibiyotikli DMEM besi ortamu ile hiicreler yeniden siispanse edildi.
Siispansiyon 3 adet T75 kiiltiir kabimna boliindii. Bu sekilde 4 seri pasaj yapilarak hiicre

pasajlama islemi tamamlandi ve hiicrelerin devamliligi sagland1 [39], [40].

2.7.2. Mitokondriyal Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi Yontemi (MTT Yontemi)

Deney gruplarmnin ¢ogalma hizlar1 ve canliliklari, MTT [3-(4,5- dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromid] yontemi ile belirlenmistir. MTT, pozitif yiikli bir bilesiktir
ve Okaryot hiicrelerin membranindan kolayca gegebilir. Hiicre igerisinde mitokondriyal
dehidrogenaz aktivitesi ile indirgenerek, suda ¢éziinmeyen mavi formazan Kristallerine
doniistir. Sadece aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde formazan olusumu
goriiliir. Formazanm olusumuyla goriilen renklenme, hiicre canliligmin gostergesi
olarak kabul edilir. Hiicre membrani i¢inde biriken kristaller DMSO ile ¢6ziindiikten
sonra, canlilikla dogru orantili olarak olusan renk, spektrofotometrede 540 nm ila 570
nm arasindaki dalga boyunda 6lgiiliir. Spektrofotometrik olarak belirlenen deger, hiicre
sayist ile iliskilendirilir [39], [40].
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Hiicre proliferasyonu ve sitotoksisitenin belirlenmesi amaciyla T75 flasklarda %70-80
yogunluga ulagmig B16F10 melanom hiicreleri, 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her
kuyucukta esit olacak sekilde 5x10% hiicre/100 pl ekildi. Hiicre ekimi yapildiktan sonra
1 gece karbondioksitli etiivde inkiibasyona birakildi. Kuyucuklara 7 farkli
konsantrasyonda ugucu yag igeren (1,5 pg/mL, 3 pg/mL, 6 ug/mL, 12 pg/mL, 25
ug/mL, 50 ug/mL ve 100 pg/mL) ve igermeyen (kontrol) dozlar uygulandi. Deney
gruplarinin 24 saat ve 48 saat etiivde inkiibasyonundan sonra, kuyucuklara kit igerigine
uygun olarak; 10:1 (toplam besiyeri: MTT ajan1) oraninda MTT ajam ilave edildi. 4
saatlik inkiibasyonun ardindan 1:1 (besiyeri: soliisyon) oraninda ¢oziicii soliisyon
(DMSO) ilavesiyle olusan formazan kristalleri ¢oziildii. Son olarak olusan renkler 570

nm dalga boyunda spektrofotometrede olciildii.
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3. SONUC

3.1. GC-MS ANALIZi SONUCLARI

Bu ¢alismada, GC-MS yontemi kullanilarak L. purpureum L.’nin etanol ekstresinde,
toplam igerigin %99,67’sini temsil eden 49 bilesik tanimlandi. Ana bilesikler palmitik
asit (%22,55), 7-tetradekenal (%20,65), 9,12-oktadecadienoik asit (%7,40),
oktadekanoik asit (%4,80), (Sikloheks-2-enil) asetik asit (%4,48), etil 9,12,15-
oktadekatrienoat (%3,50) ve heksatriakontan (%3,36) olarak tespit edildi. Diger
maddelerin ise %3’ten daha diisiik oranlarda seyrettigi goriildii. Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1,

L. purpureum L. etanol ekstresine ait GC-MS analiz sonuglarini géstermektedir.
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Sekil 3.1. L. purpureum L. etanol ekstresinin GC-MS analiz kromatogrami.

Cizelge 3.1. L. purpureum L. etanol ekstresinin kimyasal kompozisyonu.

Peak# Icerik % Komp. | A.Siiresi
1 PYRROLIDINE-.ALPHA.,.ALPHA.,.ALPHA.", ALPHA."-D4 0,19 4.832
2 PYRROLIDINE-.ALPHA.,.ALPHA.,.ALPHA.", ALPHA."-D4 0,34 4.960
3 D-Limonene 0,14 12.725
4 Isoxazole, 3,5-dimethyl- (CAS) 0,19 13.906
5 Ethyl 1-pyrrolidineacetate 0,36 15.973
6 4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl- 0,78 17.288
7 Dianhydromannitol 0,16 19.727
8 Guaiacol <4-vinyl-> 0,84 23.615
9 2-Pyrrolidinecarboxylic acid-5-oxo-, ethyl ester 0,50 27.895
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Cizelge 3.1.(devam) L. purpureum L. etanol ekstresinin kimyasal kompozisyonu.

Peak# Igerik % Komp. | A.Siiresi
10 2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a-tetrahydro-4,4,7a-trimethyl- (CAS) 0,15 30.738
11 Fumaric acid, 2,4-dimethylpent-3-yl ethyl ester 0,24 32.149
12 Megastigmatrienone 0,17 32.265
13 Megastigmatrienone 0,21 33.645
14 Tetradecanoic acid 0,44 37.486
15 Benzyl Benzoate 1,01 37.651
16 (-)-Loliolide 0,33 37.775
17 Neophytadiene 0,63 39.474
18 Phytone 1,39 39.653
19 3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadecen-1-ol 0,21 40.142
20 2-Hexadecen-1-ol, 3,7,11,15-tetramethyl-, [R-[R*,R*-(E)]]- (CAS) 0,20 40.604
21 Hexadecanoic acid, methyl ester 0,86 41.760
22 Palmitic acid 22,55 42.770
23 Hexadecanoic acid, ethyl ester (CAS) 1,28 43.466
24 Hexatriacontane 2,95 44.676
25 1-Nonadecanol 0,80 45.693
26 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester (CAS) 1,79 45.906
27 9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester (CAS) 2,69 46.062
28 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester (CAS) 0,15 46.195
29 2-Hexadecen-1-ol, 3,7,11,15-tetramethyl-, [R-[R*,R*-(E)]]- (CAS) 0,83 46.392
30 Methyl stearate 0,41 46.649
31 Methyl 5,6-octadecadienoate 1,02 46.764
32 9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)- 7,40 46.892
33 7-Tetradecenal, (2)- 20,65 47.050
34 n-Propyl 9,12-octadecadienoate 2,88 47.470
35 Octadecanoic acid 4,80 47.551
36 Ethyl 9,12,15-octadecatrienoate 3,50 47.626
37 (Cyclohex-2-enyl)acetic acid 4,48 47.778
38 Octadecanoic acid, ethyl ester 0,50 48.200
39 17-Octadecen-14-yn-1-ol 0,78 48.252
40 3-Cyclopentylpropionic acid, 2-dimethylaminoethyl ester 0,22 50.180
41 Eicosane 1,15 50.482
42 Hexatriacontane 3,36 50.669
43 9,12,15-Octadecatrien-1-ol, (Z,Z,2)- 0,14 50.996
44 Eicosanoic acid, methyl ester (CAS) 0,53 51.147
45 3-methyl-5-(2,6-dimethylheptyl)-1,5-Pent-2-enolide 0,81 51.502
46 Cyclohexane, 1,4-dimethyl-2-octadecyl- 0,63 51.550
47 4,8,12,16-Tetramethylheptadecan-4-olide 0,23 51.742
48 Eicosanoic acid (CAS) 1,35 51.971
49 Stearate <ethyl-> 2,49 52.550

Total 99,67

A.Siiresi: Alikonma Siiresi Komp.: Kompozisyon
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L. galeobdolon (L.) L. bitkisinin etanol ekstrati i¢in de GC-MS yontemiyle igerik analizi
yapilmistir. Cikan sonuglar Sekil 3.2 ve Cizelge 3.2°de gosterilmistir. Toplam icerigin
%98,08’1 tamimlanmistir. Buna gore ana bilesenler 2(3H)-benzoksazolon (%38,92),
palmitik asit (%8,18), 2-heksadecen-1-0l,3,7,11,15-tetrametil (%7,25), eikosan (%5,80),
9,12-octadekadienoik asit (%4,93) ve tetrakosan (%3,88) olarak bulunmustur. Diger

tanimlanan maddeler %3 oranindan daha az bulunmaktadir.
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Sekil 3.2. L. galeobdolon (L.) L. etanol ekstresinin GC-MS analiz kromatogramu.

Cizelge 3.2. L. galeobdolon (L.) L. etanol ekstresinin kimyasal kompozisyonu.

Peak# Icerik % Komp. A.Siiresi
1 1,1-Diethoxypropanal 0,47 4.947
2 2,4-Dihydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furan-3-one 0,30 10.846
3 D-Limonene 0,21 12.715
4 1,3,5-Triazine-2,4,6-triamine 0,55 14.930
5 Butanoic acid, 2-methyl-3-oxo-, ethyl ester 0,36 17.080
6 2,3-Dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-4H-pyran-4-one 2,68 17.280
7 Benzofuran, 2-methyl- 0,26 18.322
8 4-Piperidinamine, N,1-dimethyl- 0,33 20.330
9 2,3-DIHYDRO-BENZOFURAN 1,42 20.499
10 2,6-Dimethyl-1-nonen-3-yn-5-ol 0,31 22.767
11 Guaiacol <4-vinyl-> 0,39 23.610
12 Phenol, 2,6-dimethyl- 0,43 23.710
13 2,3-Dimethylphenyl isocyanate 0,30 24.245
14 5H-Imidazole-4-carboxylic acid, 5-amino-, ethyl ester 0,31 26.752
15 CLOJ[7.2.0JUNDEC-4-ENE, 4,11,11-TRIMETHYL-8- 0.62 27148

METHYLENE-, [1R-(1R* 4E]
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Cizelge 3.2.(devam) L. galeobdolon (L.) L. etanol ekstresinin kimyasal kompozisyonu.

16 3(2H)-Benzofuranone, 5-methyl- 1,47 27.854
17 2(3H)-Benzoxazolone 38,92 30.938
18 Caryophyllene oxide 0,51 32.393
19 4-(1,3,3-Trimethyl-bicyclo[4.1.0]hept-2-yl)-but-3-en-2-one 0,23 35.498
20 3-Amino-4-hydroxy benzoic acid hydrazide 1,85 36.257
21 Tetradecanoic acid 0,50 37.495
22 Benzyl Benzoate 0,44 37.648
’3 2-Cyclohexen-1-one, 4-hydroxy-3,5,5-trimethyl-4-(3-oxo-1- 0.2 38.406
butenyl)-
24 Neophytadiene 1,36 39.474
25 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl- 0,52 39.656
o 2-Hexadecen-1-ol, 3,7,11,15-tetramethyl-, [R-[R*,R*-(E)]]- 0.3 40,138
(CAS)
o7 2-Hexadecen-1-ol, 3,7,11,15-tetramethyl-, [R-[R*,R*-(E)]]- 0.35 40.604
(CAS)
28 Palmitic acid 8,18 42.749
29 2,6-Dimethyl-6-nitro-2-hepten-4-one 1,26 43.080
30 Hexadecanoic acid, ethyl ester (CAS) 1,40 43.467
31 Eicosane 0,63 43.560
32 Heneicosane 1,08 45.969
23 2-Hexadecen-1-ol, 3,7,11,15-tetramethyl-, [R-[R*,R*-(E)]]- 725 46,395
(CAS)
34 9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)- 1,42 46.890
35 9,12-Octadecadienoic acid (Z,2)- 4,93 47.046
36 tert-Hexadecanethiol 1,05 47.300
37 9,12-Octadecadienoic acid, methyl ester, (E,E)- (CAS) 0,99 47.470
38 9,12,15-Octadecatrienoic acid, ethyl ester, (Z,Z,2)- 0,90 47.630
39 Eicosane 1,31 48.272
40 Phytol, acetate 0,32 48.765
41 9-Hexacosene 0,61 50.064
42 Octanoic acid, 2-dimethylaminoethyl ester 0,56 50.182
43 Eicosane 5,80 50.482
44 Octadecane (CAS) 0,35 51.250
45 Cyclooctane, tetradecyl- 0,46 51.557
46 Tetracosane 3,88 52.604
Total 98,08

A.Siiresi: Alikonma Siiresi Komp.: Kompozisyon
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3.2. ANTIOKSIDAN VE OKSIDAN KAPASITE SONUCLARI

Lamium purpureum L. ve Lamium galeobdolon (L.) L. bitkilerinden elde edilen etanol
ekstratlarin antioksidan ve oksidan seviyeleri Relassay kiti ile Mindray BS300 cihazinda
tam otomatik olarak ¢alisildi. Sonuglar Cizelge 3.3’te verilmistir. Buna gore L.
purpureum L. bitkisinden elde edilen etanol ekstratin toplam antioksidan seviyesi 2,48
mmol/L olarak bulunurken, L. galeobdolon (L.) L. ekstratinda bu seviye 2,51 mmol/L
diizeyinde tespit edilmistir. L. purpureum L. bitkisinin toplam oksidan seviyesi 16,67

umol/L civarindayken, diger bitkide bu deger 24,78 umol/L seviyesindedir.

Oksidatif stres indeksi ise (OSI), toplam oksidan seviyesinin (TOS) toplam antioksidan
seviyesine (TAS) boliinmesiyle hesaplandi. Hesaplama icin, sonugtaki TAS birimi pmol

/ L’ye doniistiiriildii ve OSI degeri asagidaki formiile gére hesaplandi:
OSI (AU(keyfi birim)) = TOS (umol H,0; equiv./L) / TAS (umol Trolox equiv./L).

OSI degerleri Cizelge 3.3’te belirtildi. Bu durumda L. purpureum L. bitkisinin oksidatif
stres indeksi 0,672 AU oraninda ¢ikmustir. L. galeobdolon (L.) L. bitkisi i¢in bu deger
biraz daha yiiksek olup 0,987 AU oranina sahiptir.

Cizelge 3.3. iki bitkinin antioksidan ve oksidan seviyelerinin karsilastiriimasi.

L. purpureum L. L. galeobdolon (L.) L.

Etanol ekstrat Etanol ekstrat
TAS (mmol Trolox equiv./L) 2,48 2,51
TOS (umol H,O; equiv./L) 16,67 24,78
OSl (AU) 0,672 0,987

3.3. ANTIMIKROBIYAL AKTiVITE SONUCLARI

3.3.1. Lamium purpureum L. bitkisinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Lamium purpureum L. bitkisinden elde edilen ugucu yagin farkli konsantrasyonlarmnin

mikroorganizmalar tizerindeki inhibisyon etkisi Cizelge 3.4°te verilmistir.

Bu bitkiden elde edilen ugucu yagmm her bir konsatrasyonunun yalnizca maya
tirlerinden {giine karst etkinligi oldugu gorilmistir. 50 pL’lik en disik

konsantrasyonu Candida parapsilosis, C. glabrata ve C. tropicalis mayalarina kars1 etki
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gostermis ve zon ¢aplar1 sirasiyla 7 mm, 7 mm ve 8 mm olarak Sl¢iilmiistiir. Diger maya
ve bakterilere kars1 inhibisyon zonu olugsmamistir. 75 pl’lik konsantrasyon ise yine ayni
tiirler lizerine etki etmis ve zon ¢aplar1 50 ul’lik doz uygulamasi sonuglarina gore kayda
deger bir artis gostermemistir. 100 ul’lik en yiiksek dozda C. parapsilosis ve C.
glabrata tiirlerine kars1 ugucu yagimn inhibisyon zon ¢ap1 9 mm olarak Slgiilmiistiir. En
yiiksek etkinligi C. tropicalis tiiriine kars1 gostermis, 100 pl konsantrasyonda ugucu yag

iceren steril disk etrafinda zon ¢ap1 10 mm’yi bulmustur.

Cizelge 3.4. L. purpureum L. bitkisi ugucu yagmin antimikrobiyal aktivitesi*.

Inhibisyon Zonlar1 (mm)

Test
Mikroorganizmalari Ekstratlar Mukayese Antibiyotikleri

E CTX P AK NY KTC
50uL  75puL 100 pL 15 30 10 30 100 20

Staphylococcus

aureus - - - 240 8,0 10,0 20,0 ND ND
Proteus
vulgaris - - - 330 - 12,0 21,0 ND ND
Bacillus
cereus - - - 16,0 24,0 27,0 16,0 ND ND
Salmonella
typhimurium - - - 18,0 24,0 17,0 150 ND ND
Candida
albicans - - - ND ND ND ND 90 150
Candida
parapsilosis 7,0 7,0 9,0 ND ND ND ND 12,0 24,0
Candida
glabrata 7,0 7,0 9,0 ND ND ND ND 11,0 150
Candida
guillermondii - - - ND ND ND ND - -
Candida
tropicalis 8,0 8,0 10,0 ND ND ND ND - 7,0
E 15: Erythromycin 15pg. NY 100: Nystatin 100 pg.
CTX 30: Cefotaxime 30ug. KTC 20: Ketacanazole 20 pg.
P 10: Penicillin 10ug. ND: Belirlenmedi (Not Determined).
AK 30: Amikacin 30ug. (-) : Etkisiz.
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(*) : Rakamlar inhibisyon zon g¢aplarini gostermektedir. 6 mm capindaki herbir diske sirasiyla 50 pL, 75

pL, 100 uL ugucu yag emdirilmistir. Deneyler ii¢ tekrarlt yapilmistir ve sonuglar {igiiniin ortalamasidir.

3.3.2. Lamium galeobdolon (L.) L. bitkisinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Lamium galeobdolon (L.) L. bitkisinin ugucu yagmin antimikrobiyal aktivite bulgular1

Cizelge 3.5’te sunulmustur.

Bu bitkiden elde edilen ugucu yagin antifungal etkisi gdzlemlenirken, antibakteriyel
etkiye sahip olmadig1 goriilmistiir. 50 pl’lik konsantrasyonu sadece Candida glabrata
maya tliriine kars1 etki géstermis ve inhibisyon zon ¢ap1 8§ mm olarak kaydedilmistir. 75
ul’lik konsantrasyonun maya ve bakteri tiirlerine karsi higbir etkisi gézlenmemistir. 100
uL’lik en yiiksek konsantrasyonda Candida parapsilosis i¢in zon ¢ap1 7 mm dlgiiliirken,
C. tropicalis ve C. glabrata tiirlerinde ise zon ¢ap1 10 mm olarak tespit edilmistir. Diger
maya ve bakteri tiirlerine kars1 ucucu yag emdirilmis steril disklerin etrafinda inhibisyon

bolgeleri olugsmamastir.

Cizelge 3.5. L. galeobdolon (L.) L. bitkisi ugucu yaginin antimikrobiyal aktivitesi*.

Inhibisyon Zonlar1 (mm)

Test
Mikroorganizmalar Ekstratlar Mukayese Antibiyotikleri

E CTX P AK NY KTC

S50l 75 puL 100 pL 15 30 10 30 100 20
Staphylococcus
aureus - - - 240 8,0 10,0 20,0 ND ND
Proteus
vulgaris - - - 330 - 12,0 21,0 ND ND
Bacillus
cereus - - - 16,0 24,0 27,0 16,0 ND ND
Salmonella
typhimurium - - - 18,0 24,0 17,0 150 ND ND
Candida
albicans - - - ND ND ND ND 90 15,0
Candida
parapsilosis - - 7,0 ND ND ND ND 120 24,0

42



Cizelge 3.5.(devam) L. galeobdolon (L.) L. bitkisi ugucu yagmin antimikrobiyal
aktivitesi*.

Inhibisyon Zonlar1 (mm)

Test
Mikroorganizmalari Ekstratlar Mukayese Antibiyotikleri
E CTIX P AK NY KTC
50ul 75 puL 100 pL 15 30 10 30 100 20
Candida
glabrata 8,0 - 10,0 ND ND ND ND 11,0 15,0
Candida
guillermondii - - - ND ND ND ND - -
Candida
tropicalis - - 10,0 ND ND ND ND - 7,0
E 15: Erythromycin 15pg. NY 100: Nystatin 100 pg.
CTX 30: Cefotaxime 30ug. KTC 20: Ketacanazole 20 pg.
P 10: Penicillin 10ug. ND: Belirlenmedi(Not Determined).
AK 30: Amikacin 30pg. (-) : Etkisiz

(*) : Rakamlar inhibisyon zon g¢aplarini gostermektedir. 6 mm capindaki herbir diske sirasiyla 50 pL, 75

pL, 100 pL ugucu yag emdirilmistir. Deneyler ti¢ tekrarli yapilmistir ve sonuglar iigiiniin ortalamasidir.
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Sekil 3.3. L. galeobdolon (L.) L. etanol ekstrakti konsantrasyonlarinin Candida albicans
iizerine inhibisyon zonlar1. 1: 50 uL; 2: 75 pL; 3: 100 uL.

Sekil 3.4. L. galeobdolon (L.) L. etanol ekstrakti konsantrasyonlarinin Candida glabrata
iizerine inhibisyon zonlart. 1: 50 pL; 2: 75 pL; 3: 100 pL.
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Sekil 3.5. L. galeobdolon (L.) L. etanol ekstrakti konsantrasyonlarinin Candida
tropicalis tizerine inhibisyon zonlar1. 1: 50 uL; 2: 75 uL; 3: 100 pL.

Sekil 3.6. L. galeobdolon (L.) L. etanol ekstrakti konsantrasyonlarinin Candida
guillermondii tizerine inhibisyon zonlar1. 1: 50 pL; 2: 75 uL; 3: 100 pL.
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Sekil 3.7. L. purpureum L. etanol ekstrakti konsantrasyonlarmin Candida guillermondii
iizerine inhibisyon zonlar1. 1: 50 pL; 2: 75 uL; 3: 100 pL.

Sekil 3.8. L. purpureum L. etanol ekstrakti konsantrasyonlarmin Candida parapsilosis
lizerine inhibisyon zonlar1. 1: 50 pL; 2: 75 pL; 3: 100 pL.
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Sekil 3.9. L. purpureum L. etanol ekstrakti konsantrasyonlarinin Staphylococcus aureus
iizerine inhibisyon zonlar1. 1: 50 pL; 2: 75 pL; 3: 100 uL.

Sekil 3.10. L. purpureum L. etanol ekstrakti konsantrasyonlariin Salmonella
typhimurium iizerine inhibisyon zonlar1. 1: 50 pL; 2: 75 uL; 3: 100 pL.
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3.4. ANTIKANSER AKTIVITE SONUCLARI

L. purpureum L. ve L. galeobdolon (L.) L. bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin anti-
proliferatif etkisi BI6F10 hiicre hatt1 lizerinde ¢esitli doz araliklarinda (1,5 pg/mL, 3
pg/mL, 6 pg/mL, 12 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL ve 100 pg/mL) MTT yontemiyle
arastirildi. Dozaj uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerinin canliligi, tim zaman
dilimlerinde %100 kabul edildi ve diger numunelerin canlilik degerleri, ortalama

absorbans degerlerinden hesaplandi.

3.4.1. L. purpureum L. bitkisinin MTT Testi Sonuglari

L. purpureum L.’nin 1,5 pg/mL’lik dozu kontrol grubuna kiyasla hiicre canliliginda
onemli bir degisiklik olusturmamustir. 3 ug/mL dozda, canlilik orani tekrar kontrol
grubu seviyesine ulasmistir. 6 pg/mL’lik doz uygulamasinda proliferatif bir etki
gbzlenmis ve %5’lik bir artisla hiicrelerin canliligi kontrol grubundan daha yiiksek
cikmistir. Bununla birlikte, biiyiik 6l¢tide olmasa da, 12 pg/mL’lik doz uygulamasinda
hiicre canliliginda bir azalma olmustur. Hiicrelere uygulanan 50 pg/mL’lik L.
purpureum L. dozu, en yiiksek antiproliferatif etkiyi géstermis, kontrol grubuna kiyasla
hiicre canliliginda yaklasik %14°lik bir diisiis gozlenmistir. 100 pg/mL’lik dozda ise
tekrar proliferatif etki artmis ve hiicre canliligi kismen yiikselmistir (Sekil 3.11).
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L. purpureum L. ucucu yag1 uygulama doz degerleri

Sekil 3.11. L. purpureum L. ugucu yagmmm MTT Sonuglari.
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Sekil 3.12. L. purpureum L. kontrol.

Sekil 3.13. L. purpureum L. 25 pg/mL.
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Sekil 3.14. L. purpureum L. 50 pg/mL.

Sekil 3.15. L. purpureum L. 100 pg/mL.
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Hiicre Yogunlugu (nm)

3.4.2. L. galeobdolon (L.) L. bitkisinin MTT Testi Sonuclari

L. galeobdolon (L.) L. bitkisi i¢in, melenom B16F10 hiicrelerine 1,5-100 pg/mL doz
araliginda uygulama yapilmistir. Sonuglar Sekil 3.16°da gosterilmistir. L. galeobdolon
(L.) L.’nin anti-proliferatif etkisi L. purpureum L.’ye kiyasla oldukga yiiksek ¢ikmistir.
1,5 pg/mL’lik L. galeobdolon (L.) L. dozu kontrol hiicrelerine kiyasla bir degisiklik
gostermezken, 3 ng/mL dozundan itibaren hiicre canlilig1 doza bagl bir sekilde dnemli
oranda azalmistir. 12 pg/mL’lik L. galeobdolon (L.) L. dozu uygulandiginda, hiicre
canliligindaki diisiis, kontrol ile karsilastirildiginda yaklasik %28 oraninda iken, 50
ug/mL’lik L. galeobdolon (L.) L. dozu ile yapilan muamele sonucu, hiicre canliliginda
yaklasik %88,9 oraninda bir azalma gostermistir. 100 pg/mL’lik L. galeobdolon (L.) L.
dozu en yiiksek doz olup, hiicre viyabilitesinde 50 pg/mL ile yaklasik ayn1 oranda
etkiye sahiptir.
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Sekil 3.16. L. galeobdolon (L.) L. ugucu yaginin MTT Sonuglar1.
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Sekil 3.17. L. galeobdolon (L.) L. kontrol.

Sekil 3.18. L. galeobdolon (L.) L. 25 ug/mL.
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Sekil 3.19. L. galeobdolon (L.) L. 50 pg/mL.

Sekil 3.20. L. galeobdolon (L.) L. 100 pg/mL.



4. TARTISMA

4.1. GC-MS ANALIizi

Bu caligmada, Tirkiye’de yaygin olarak yetisen Lamium purpureum L. ve Lamium
galeobdolon (L.) L. bitkilerinin kimyasal kompozisyonlarini belirlemek amaciyla

bitkilerden elde edilen etanol ekstratlar GC-MS analizine tabi tutulmustur.

L. galeobdolon (L.) L. bitkisinde ana bilesen %38,92 oraninda 2(3H)-Benzoksazolon
olarak bulunmustur. Onemli bir bilesen olan 2(3H)-Benzoksazolon maddesinin, genel
olarak merkezi sinir sistemine etki eden bilesiklerde bulunan bir farmakofor grup
olusturdugu, ayrica antikonviilsan etkiye sahip oldugu bilinmektedir ve tiirevleri yeni
ila¢ adaylarinin sentezinde kullanilmaktadir. Cok sayida 2(3H)-Benzoksazolon tiirevi
bilesikler, antifungal, antimikrobiyal, analjezik ve anti-enflamatuar etkiler dahil olmak
tizere gesitli biyolojik aktiviteler i¢in test edilmistir [80], [81]. 2(3H)-Benzoksazolon,
benzoksazinoid tiirevlerindendir [82]. Benzoksazinoidlerin, Lamium galeobdolon’un
yetigkin fidesinin tiim toprak iistli organlarinda yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu
daha once yapilan bir ¢alismada rapor edilmistir [83]. Alipieva ve arkadaglari Lamium
galeobdolon’un etanol ekstratinin  farkli kromatografik yOntemlerle analizini
yapmiglardir. Buna goére bilinen 4 farkli benzoksazinoidin yaninda bir yeni tiirevi olan
“2-O- b- d- glikopiranosil -6- hidroksi- 2H- 1,4-benzoksazin- 3 (4H)- on (6-
hidroksiblepharin)” izole etmislerdir [84].

Calismamizda L. purpureum L.’nin etanol ekstratinda ana bilesen %22,55 oraninda
palmitik asit olarak ¢ikmustir. Palmitik asit L. galeobdolon (L.) L. bitkisinin ekstratinda
da %8,18 oraniyla ikinci ana bilesendir. Flamini ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 bir
calismada, Lamium purpureum’dan elde edilen ugucu yagi GC-MS yontemi ile analiz
etmis ve yiksek germacren-D bileseni igerdigini bulmuslardir [71]. Jones ve
arkadaglarinin yaptig1 baska bir ¢caligmada, L. purpureum ugucu yaginda a-pinen, [3-
pinen, 1-okten-3-ol, B-elemen ve germacren-D maddeleri baskin ¢ikmustir [85]. Ancak
bu bilesenler c¢alismamizda bulunamadi. Her ne kadar Jones ve arkadaslari
calismalarida L. purpureum bitkisinin igeriginde palmitik asidin diisiik bir yogunluga

(%0,4 -9%0,6 -%1,2) sahip oldugunu tespit etmislerse de, caligmamiza gore bu bitkinin

54



etanol ekstresinde kimyasal igeriginin ana bileseni yiiksek oranda palmitik asit (%22,55)
olarak tespit edilmistir. Calismamizda L. purpureum L.’da belirlenen bir diger 6nemli
bilesen ise 7-Tetradekenal idi. Tetradekenal, bir tetradekan hidritinden tiiretilmis uzun
zincirli bir yag aldehittir [86]. Flamini ve arkadaslarinin sonuglarma gore, L. purpureum
yaginda tetradekan bulunmustur [71]. Tetradekan, Lamium tiirlerinin en ¢ok calisilan

Lamium album tiirinde de tespit edilmistir [87].

Morteza-Semnani ve arkadaslar1 Lamium album L. (Lamiaceae) esansiyel yagini analiz
etmek i¢cin GC ve GC-MS yontemlerini kullandilar ve kimyasal bilesiminde kirk ii¢
bileseni tespit ettiler. Bunlardan en 6nemlisi, 6,10,14-trimetil-2-pentadekanon (%10,2)
ve 4-hidroksi-4-metil-2-pentanon (%9,1) idi [87]. Baska bir ¢alismada, Catalina
bolgesinden (Cluj-Napoca) toplanan Lamium album GC-MS ile analiz edilmis ve
yiiksek oranda palmitik asit (256,6 pg/g) igerdigi gosterilmistir [88]. Daha 6nceki bir
calismada L. purpureum bitkisinin tohum yaginda %16 oraninda octadeca-5,6-trans-16-
trienoic asit (lamenallenik asit) bulunmustur. Bizim ¢alismamizda buldugumuz
oktadekanoik asit tiirevlerinden biridir. Ayrica yine ayni ¢aligmada %11 oraninda

palmitat (palmitik asit tuzu/esteri) bileseni de tespit edilmistir [89].

Ugucu yag liretimi ve icerigi sadece bitkinin genetigine bagl degildir. Bitkinin gelisim
asamalar1 gibi endojen faktorlerin yani sira bitkinin maruz kaldig1 ortam gibi eksojen
faktorler de ugucu yaglarin tretimini ve igerigini degistirebilir [90]. Ayrica total
ekstrede ucucu yaga gecmeyen bilesenlerin de olabilecegi diisiiniilebilir. Yapilan
calismalarin sonuglari, bitkilerin yetistigi ortam, toplanma zamani, ekstraksiyonlarin
olusturulma sekilleri, kullanilan yOntemlerin farkliliklar1 gibi pek ¢ok durumdan
etkilenmektedir. Bu tir etkenlerin bir araya gelmesiyle ortaya c¢ikan degerlerin

birbirinden farkli olmasi beklenen bir sonuctur.

4.2. ANTIOKSIDAN, OKSIDAN KAPASITE VE OKSIDATIF STRES

Antioksidan bilesikler ile notralizasyonlar1 arasindaki dengesizlikten dogan oksidatif
stres bircok hastaliga neden olmaktadir. Her ne kadar yalnizca oksidanlarin veya
yalnizca antioksidan bilesenlerin belirlenmesi, oksidatif stres hakkinda bilgi verebilirse
de, oksidanlarla birlikte antioksidan kapasitenin ayni anda Slgiilmesi daha kesin bilgi
saglayacaktir. Bu nedenle ¢alismamizda iki bitkiden elde edilen etanol ekstrelerin hem

antioksidan hem de oksidan kapasitelerine bakilmistir. Bunun i¢in piyasada hazir olarak

55



satilan TAS (Total Antioksidan Status) ve TOS (Total Oksidan Status) ticari kitleri

kullanilmistir.

Bu c¢alismada ilk defa Lamium galeobdolon (L.) L. tiirii i¢in antioksidan, oksidan
kapasitesi ve oksidatif stres belirlenmistir. Lamium purpureum L. tiirliniin antioksidan
kapasitesi 1ise birgok arastirmaci tarafindan ¢aligilmistir. Ancak ¢aligmalarin
metodolojisi birbirinden farkli oldugu i¢in karsilastirma yapmak zordur. Calismamizda
kullandigimiz yontem, heniiz yeni bir yontemdir. Bugiine kadar kan, serum gibi
biyolojik sivilarda, insan dokularinda yogun olarak ¢alisilmistir. Yapilan literatiir
caligmalarinda, bu yontemin bitkisel materyallerle yapilmis ¢alismalarina oldukga az
rastlanmaktadir. S6z konusu yontemi se¢gmemizdeki esas neden, hassas, giivenilir ve
dogru sonuclara ulastiracak yontemlerden biri olmasi ve yeni olan bir yontemin

literatiire kazaniminin saglanmasidir.

Calismamizda L. purpureum L. etanol ekstratinin TAS degeri 2,48 mmol/L, TOS degeri
16,67 pmol/L, OSI degeri ise 0,672 olarak bulunmustur. L. galeobdolon (L.) L.
ekstratinda tiim bu degerler biraz daha yiiksek olup, TAS degerinin 2,51 mmol/L, TOS
degerinin 24,78 pmol/L, OSI degerinin ise 0,987 civarinda oldugu belirlenmistir.
Bitkilerimizin antioksidan seviyeleri orta diizeyde olmasina karsin TOS degerlerinin

yiiksek olmasidan dolay1 OSI degerleri de yiiksek diizeyde ¢ikmustir.

Lamiaceae familyasindan olan Salvia multicaulis bitkisinin etanol ekstratiyla yapilan bir
calismada, TAS degeri 6,434 + 0,113, TOS degeri 22,441 + 0,231 ve OSI degeri 0,349
+ 0,004 olarak belirtilmis ve bu bitkinin asir1 kullanimina dikkat etmek sartiyla dogal
antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir [91].

Lamiaceae familyasindan olan Mentha longifolia subsp. longifolia tiirii ile yapilan baska
bir caliymada 7 farkli lokasyondan toplanan bitkinin etanol ekstrati degerlendirilmistir.
Tim bitki 6rneklerinde oksidatif stres gozlenmistir. En diisiik OSI degeri tarim alani
cevresinde toplanan orneklerde tespit edilmistir (0,112 + 0,025). Otoyol yakininda
sulama alan1 ve dere yatagi, dag yamaci, Yerlesim yerlerine yakin bolgeler, tarimsal
arazi sulama kanali ve karayolu yakininda sulak alanlar olmak tizere diger bolgelerden
toplanan tiim bitki 6rneklerinde yiiksek TOS degerleri nedeniyle yiliksek OSI degerleri
bulunmustur. Organizmalarm tarim alan1 bolgesinde besin maddelerine ve suya daha
kolay erismesinin, bu alandaki bitkilerin, gida rekabeti agisindan diger bolgelere gore

daha avantajli olmasinm OSI degerini diisiirdiigli diistiniilmektedir. Calismaya gore en
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yiiksek OSI degeri (0.645 + 0.081), ¢evre stresine daha az maruz kaldig1 diisiiniilen dag

yamaglarindan toplanan bitki 6rneklerinde belirlenmistir [92].

Gruji¢ ve arkadaslar1 L. purpureum’un etanol, metanol, etil asetat ve kloroform olmak
iizere dort farkli ¢oOziiciiyle ekstratlar1 hazirlanmig, ¢esitli metodlar kullanilarak
ekstratlarin antioksidan kapasitesi tayin edilmistir. Bu c¢aligmada L. purpureum
ekstratlarinin doza bagli olarak orta diizeyde antioksidan Ozelliklere sahip oldugu
bildirilmistir. En iyi indirgeme kapasitesi, L. purpureum’un metanol ve etanol
ekstraktlarinda goriilmiistiir. Etil asetat ve kloroform ekstratlar1 daha diisiik, hatta

neredeyse esit oranda indirgeme kapasitesine sahiptir [52].

L. purpureum var. purpureum’un da oldugu dort farkli Lamium tiiriniin metanol,
diklorometan, n-butanol ve sulu ekstreleri ile yapilan bir baska ¢alismada tiim tiirlerin n-
butanol ekstreleri DPPH yontemi sonucu diger ekstrelere oranla daha yiiksek radikal

stiptirme etkisi gostermistir [64].

L. album ve L. purpureum’un metanolik ekstresinin serbest radikal temizleme
Ozelliklerini karsilastiran bir bagka ¢alismada DPPH metoduyla L. album ekstresinin L.
purpureum’dan daha fazla siipiiriicii etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Yine ayni
calismada yapilan fosfomolibden deneyinde 90 °C’de L. album’un serbest radikal
stiptirme aktivitesi L. purpureum’dan daha yiiksekken, 40 °C’de sonug tersine donmiis
ve L. purpureum’un daha giiclii aktivite gosterdigi kaydedilmistir. Linoleik asit
peroksidasyon analizinde ise her iki Lamium tiiriiniin maksimum insidanst L.

purpureum ekstresinde %73,5 ve L. album ekstresinde %70,3 olarak belirlenmistir [73].

Budzionowski ve arkadasmmin ¢alismasinda Lamium album ve Lamium purpureum
tiirlerinin butanolik ekstratlarmin oldukca yiliksek antioksidan etkiye sahip oldugu hatta

bilinen sentetik antioksidan olan BHA’ya esdeger nitelikte oldugu belirtilmistir [93].

Yine bir baska ¢alismada Lamium album ve Lamium purpureum n-butanol ekstrelerinin
DPPH ve kemiliiminesans olmak iizere iki yontem kullanilarak antioksidan aktivitesi
Olciildii. Sonuglar, her iki yontem i¢in de iki ekstraktin gii¢lii antioksidan aktivitesini
gosterdi. Ekstraktlarla inkiibasyonun 30. dakikasinda, L. purpureum ekstraktinin (%1
konsantrasyon) L. album ekstraktina ve referans maddelere kiyasla en yiiksek temizleme
aktivitesi sergilemistir. Yapilan kemiliiminesans reaksiyon Olciimleri basladiktan bes
saniye sonra ise, L. purpureum ekstresi ve referans maddeleri ile karsilagtirildiginda, L.

album ekstresi (%1 konsantrasyon) en yiiksek antioksidan aktivite gostermistir.
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Calismada bu iki yOntemin sonuglar1 arasindaki farkliliklarin, reaksiyon
mekanizmalarindan, reaksiyonlarda bulunan bilesiklerin farkli reaktivitelerinden,

zamana bagli reaksiyonlarin ortaya ¢ikmasimdan dolayi olabilecegi bildirilmistir [94].

Calismamizda kullandigimiz iki bitki tiiriinden L. purpureum L. tiirii diiz zeminli, glines
goren bakimli bir findiklik bahgesinden toplanmistir (OSI: 0,672). L. galeobdolon (L.)
L. ise oldukca egimli, yabani otlarm yogun oldugu, bakimsiz ve golgelik bir findiklik
bahgesinden toplanmustir (OSI: 0,987). Bu bitkilerin TAS, TOS ve OSI degerlerine
bakildiginda, aralarindaki  farkin, bitkilerin  kimyasal kompozisyonundaki
degisikliklerden kaynakli olabilecegi gibi, maruz kaldiklar1 gida ve su rekabeti, 151k gibi
cevresel stres faktorlerinden de etkilendigi sOylenebilir. Ayrica yine cevresel stres
faktorlerinin bitkilerin TOS degerini arttirdigi ve bu nedenle OSI degerinin yiiksek
diizeyde ¢ikmasma sebep oldugu distiniilmektedir. Bunun yan1 sira literatiirde kayitl
calismalarin sonucglarma bakildiginda, bitkinin 6ziimlenmesi i¢in kullanilan ¢oziiciilerin
ve uygulanan yontemlerin de antioksidan aktivitenin belirlenmesinde 6nemli bir etkiye

sahip oldugu vurgulanabilir.

4.3. ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE

Calismamizda L. purpureum L. ve L. galeobdolon (L.) L. bitkilerinden elde edilen
ucucu yaglarm bazi gram negatif, gram pozitif ve maya mantarlarina karsi

antimikrobiyal aktivitesi disk diflizyon metodu ile belirlenmistir.

Bazi Lamium tiirlerinin vajinal ve servikal inflamasyon tedavisinde kullanildig:
bildirilmistir [94]. Vajinal inflamasyona neden olan Candida tiirleri [95] ¢alismamiz
icin Ozellikle se¢ilmis ve ¢alismamizda kullandigimiz bitkilerin anticandidal etkinlikleri

de arastirilmistir.

Her iki bitkiden elde edilen ugucu yaglarm farkli konsantrasyonlariyla yapilan
calismalarda en anlamh veriler disklere emdirilen 100 pL’lik konsantrasyonda elde
edilmigtir. L. purpureum L. ugucu yagi en yliksek antifungal etkinligi 100 pL’de
Candida tropicalis tiiriine kars1 gostermis ve inhibisyon ¢apt 10 mm olarak 6lgtilmiistiir.
Bu deger mukayese antibiyotiklere kars1 olusan inhibisyon zon ¢apindan daha yiiksek
bir degerdir. Bu bitkimizin ugucu yaginin antibakteriyel etkinligi zayif olup bakterilere

kars1 inhibisyon zonu olusmadig1 goriilmiistiir.
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L. galeobdolon (L.) L. ugucu yagi 100 pL’lik konsantrasyonda anticandidal etki
gostermistir. C. parapsilosis’e karst olusan inhibisyon zon ¢ap1 (7 mm), mukayese
antibiyotiklere nazaran oldukga diisiiktiir. Buna karsilik C. glabrata (10 mm)’ya kars1
olusan inhibisyon zonlari, mukayese antibiyotiklerden NY 100’e¢ yakin degerdedir.
Ayrica bu konsantrasyonun C. tropicalis (10 mm)’e kars1 mukayese antibiyotiklerden
daha etkili oldugu goriilmiistir. C. guillermondii’ye ve bakteri tiirlerine karsi ise

antagonistik etki géstermemistir.

L. purpureum var. purpureum’un metanol, diklorometan, n-butanol ve sulu ekstreleri ile
yapilan bir ¢alismada, antimikrobiyal aktivitesi iki gram pozitif bakteri (Staphylococcus
aureus ve Enterococcus faecalis), iki gram negatif bakteri (Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa) ve ii¢ adet maya mantaria (Candida albicans, C. krusei ve C.
parapsilosis) karsi denenmis ve sonuglar orta diizeyde c¢ikmistir. Bitkinin maya
mantarlarina karsi, bakterilerden daha etkin oldugu tespit edilmistir [64]. Bu sonug

calismamizi kismen destekler niteliktedir.

Yine L. purpureum var. purpureum tiirii ile yapilan bir ¢aligmada etanol, metanol ve petrol
eter ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesi hem disk difiizyon, hem de mikrodiliisyon
yontemi ile incelenmistir. Calismamizla paralel olarak Bacillus cereus, Candida albicans,
Proteus vulgaris ve Staphylococcus aureus mikroorganizmalar: kullanilmistir. Etanol
ekstresi B. cereus’da 10,3+£1,3 mm, C. albicans’da 7,75+0,9 mm ve P. vulgaris 'de 70 mm
inhibisyon zonu olustururken, S. aureus’da etki gostermemistir. Metanol ekstresi ise B.
Cereus’a karst 11,5206 mm, S. aureus’a kars1 9,75+0,9 mm inhibisyon zonu olusturmus,
digerlerine karsi etkinlik gostermemistir. Petrol eter ekstresi diger iki ekstreye karsi daha
fazla etki gostermis, inhibisyon zonlar1 B. cereus 'da 14,75+3,86 mm, S. aureus ‘da 8,0+0,81
mm ve P. vulgaris’de 15,25+4,35 mm olarak Ol¢iilmiis, C. albicans’a kars1 etki
gostermemistir. Bu ¢alismada fenolik madde konsantrasyonlarina da bakilmis ve petrol eter
ekstresinin fenolik madde agisindan metanol ve etanol ekstrelere gore olduke¢a fakir oldugu
tespit edilmistir. Buna karsin antimikrobiyal etkisinin diger ekstrelere gore yliksek olmasi
bitki icerisindeki baska maddelerin antimikrobiyal etki olusturdugu fikrini ortaya
cikarmistir [96]. Bizim sonuglarimizla karsilastirildiginda L. purpureum L. i¢in gbze garpan
tezat sonuglarin, farkli tir ekstrelerin kullanilmasi, ekstre dozlarmin ve kimyasal

iceriklerinin farkli olmasi gibi kosullarin degiskenliginden kaynaklandig: diistiniilebilir.

Total ekstre ile yapilmis diger ¢alismalarda, daha yiiksek diizeyde antimikrobiyal aktivite
olustugu gozlenmektedir. Ugucu yag ile yapmis oldugumuz ¢alismada bu aktivite olduk¢a

az diizeyde kalmistir. Bitkinin total bilesiminde, ugucu yag disinda kalan maddelerin
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antimikrobiyal aktivite diizeyini arttirdig1 fikri ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin her iki
bitkimizin etanol ekstresi ile yapilan kimyasal icerik analizine bakildiginda antimikrobiyal

etkiye sahip bir bilesen olan palmitik asidin yiiksek konsantrasyonda oldugu goriilmektedir.

Calismamizda anlamli sonuglar genellikle en yiiksek konsantrasyon olan 100 pL’lik
dozlarda ortaya ¢ikmistir. Bu durumda steril bos disklere daha fazla konsantrasyonda ugucu

yag emdirilmesi sayesinde antimikrobiyal etkinligin artabilecegi diisiiniilmektedir.

4.4. ANTIKANSER AKTIiVITE

Literatiirde kayith onceki ¢aligmalar, Lamiaceae familyasmnin bir¢ok iiyesinden izole
edilen ugucu yaglarin apoptotik bir etki gdsterdigini bildirmis ve antikanser veya
antimitojenik / antiproliferatif aktiviteye sahip oldugunu géstermistir [13], [97]. Ancak
literatlir taramalarinda L. purpureum L. ve L. galeobdolon (L.) L. ile yapilmis
antikanser aktivite ¢alismasi bulunamamistir. Bu nedenle ¢alismamiz bu iki bitkinin
antikanser etkinliklerinin arastirilmasi agisindan ilk ¢alisma niteligindedir. Baz1 Lamium
tiirlerinin cilt tonigi ve yara iyilestirici olarak kullanildig literatiirde kayithdir [98]. Bu
Ozellik goz oOniinde bulundurularak caligmamizda bir cilt hastali§i olan melanom

hiicreleri kullanilmastir.

L. purpureum L. bitkisinden elde edilen ugucu yagin antiproliferatif etkisi B16F10
melanom hiicre hatti iizerinde MTT yontemi ile tespit edilmistir. Yapilan ¢alismada,
bitki ugucu yaginin doza bagl olarak proliferatif etkisinin degistigi gozlemlendi. Hiicre
canliligi 1,5 pg/mL dozda ¢ok diisiik oranda azalmis, 3 ng/mL dozda kontrol seviyesine
ulagmis ve 6 ug/mLIik dozda %5 oraninda kontrol grubunun iistiine ge¢mistir. Dozun
arttmina baglh olarak 50 pug/mL dozda en yiiksek antiproliferatif etki gostermis, %14
oraninda hiicre canliliginda bir azalma kaydedilmistir. 100 ug/mL dozda ise yeniden

antiproliferatif etki azalmis, hiicre canlilig1 artmistir.

L. galeobdolon (L.) L.’nin ugucu yaginn sitotoksik etkisi yine MTT metoduyla B16F10
melanom hiicre hatt1 iizerinde ¢aligilmistir. Bu bitkinin ugucu yagi L. purpureum L.’un
ucucu yagma gore ¢cok daha fazla antiproliferatif etki gostermistir. Doza bagli olarak
%88.,9 oraninda hiicre canliliginda diisiis gozlenmistir. 1,5 pg/mL dozda ¢ok dnemli bir

diisiis olmazken, 100 pg/mL dozda antiproliferatif etki maksimum seviyeye ulagmistir.

Trouillas ve arkadaglar1 Lamium album tiiriiniin 6nemli antiproliferatif etki gosterdigini

belirtmistir. Yaptiklar1 calismada Limousin kirsalinda bitkisel ¢ay olarak kullanilan 16
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bitkinin etanol ekstrelerinin B16 melanom hiicreleri tizerindeki etkisini incelemislerdir.
Bunlardan L. album tiiriiniin de oldugu alt1 bitki yiiksek konsantrasyonlarda (>0,5

mg/mL) 6nemli sayilabilecek antiproliferatif etki gostermislerdir [54].

Ek olarak L. album tiiriiniin kloroform/metanol ekstratiyla yapilmis bir bagska ¢alismada
2,5 mg/mL konsantrasyonda giiclii antikanserojen etki gOstermistir. Ancak ¢oziicl
olarak yalnizca metanolun kullanildig1 ekstratin ayni1 konsantrasyonda etkisinin zayif

oldugu belirlenmistir [69].

Farkli bir Lamium tiirii olan L. amplexicaule’nin metanol ekstrat1 3 farkli hiicre hatti
tizerinde (EAC, HepG2 ve U251) calisilmis ve sonuglarda L. amplexicaule’nin
antikanser etkiye sahip oldugu rapor edilmistir [74].

Arastirmacilar Lamium tiirlerinin sitotoksisite aktivitesini gosterdiler ve sitotoksik
etkinin palmitik asit de dahil olmak iizere cesitli kimyasal bilesenlerden kaynaklandigini
One siirdiiler. Arastirmalari, palmitik asidin, antitimor aktivitelerine yol actigini ve

palmitik asidin, antikanser ilaglarinda oncii bir bilesik olabilecegini gostermistir [99].

L. purpureum L. bitkisinde 49 fitokimyasal maddenin bulunmasi tibbi agidan bir
degerdir. Ancak bazi bilesenlerin hayvan veya insan ic¢in zararh etkileri de olabilir.
Antikanser ilaglarda oncii bir bilesen olan palmitik asit L. purpureum L. bitkisinde
yiiksek oranda bulunmasina ragmen ugucu yagin antikanser etkisinin az olmas1 ve hatta
belli bir dozda proliferatif etkiyi arttirmasi, bu bitki igerisinde bulunan diger bilesenlerin
melanom hiicre hatt1 iizerinde zararh olabilecegi fikrini ortaya ¢ikardi Ornegin bu
bitkinin ikinci ana bileseni olan 7-Tetradekanal, daha 6nceki tespitlere gore cilt, g6z ve

solunum tahrisine sebep olan bir madde olarak bildirilmistir [100], [101].

L. galeobdolon (L.) L.’da ana bilesen olarak bulunan 2(3H)-benzoksazolon maddesinin
tiirevleri ile ilgili yapilmis pek cok calisma vardir. Bunlardan bir tanesi Ivanova ve
arkadaslarinin yaptiklari calismadir. Yeni 2(3H)-benzoksazolon tiirevleri sentezlemisler
ve bu bilesiklerin antikanser aktivitelerinin belirlemislerdir. Sentezlenen yeni
bilesiklerin yapilan biyo-tahlilinden ¢ikan sonuglar potansiyel bir sitotoksik madde
sinifin1 temsil ettigini ortaya koymustur [102]. Buna bagl olarak L. galeobdolon (L.) L.
bitkimizin yiiksek antiprolifetatif etki gostermesinin, igerisinde yiiksek oranda bulunan
ve ¢aligmalarla sitotoksik etkili oldugu bildirilen 2(3H)-benzoksazolon ve palmitik asit

maddelerinden ileri gelebilecegi diisiiniilmektedir.
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Calismamizda iki bitkinin ugucu yaglar1 antiproliferatif etkinin yaninda bazi dozlarda
proliferatif etki de gdstermistir. Bu yaglarin etkinligini kanitlamak i¢in in vitro ve in

vivo modellerde ileri bilimsel ¢aligmalar yapilmasi1 6nemlidir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bitkilerin zengin iceriginden yararlanmak i¢in mevcut bilimsel verilerin 1s1ginda
gecmisten gliniimiize kadar siiregelen bitkisel tedavilerin giivenilirliginin arastirilmasi

ve bitkisel kaynakli yeni ilag arayislar1 gittikge biliyiiyen bir arastirma alanidir.

Calismamizda, Tiirkiye'de yaygin olarak yetisen Lamium purpureum L. ve Lamium
galeobdolon (L.) L. tiirlerinin kimyasal igerigi analiz edilmistir. Ek olarak,
antimikrobiyal, antikanserojen etkinlikleri test edilmis ve antioksidan-oksidan
kapasiteleri aragtirilmistir. Bu bitki tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin sitotoksik
etkileri MTT yontemi ile analiz edilmis olup, ilk kez antikanserojen etkileri literatiire
kazandirilmistir.  Yine ugucu yaglar1 kullanilarak disk diflizyon yontemi ile
antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Yeni bir yontem olan TAS-TOS Kkitleriyle
bitkilerin etanol ekstratlarinin antioksidan ve oksidan seviyeleri belirlenerek, oksidatif
stres indeksleri hesaplanmistir. L. purpureum L. bitkisinin biyoaktif etkilerinin daha iyi
anlasilmasina katkida bulunan bu ¢alisma, L. galeobdolon (L.) L. bitkisi i¢in literatiire

gecen ilk biyoaktivite belirleme ¢alismasidir.

Calismamiz, Lamium purpureum L. ve Lamium galeobdolon (L.) L. tiirlerinin kimyasal
bilesimi hakkinda daha 6nceki bilgileri dogrular niteliktedir. Kimyasal agidan 6nemli ve
biyoaktif anlamda etkili bilesenler tespit edilmistir. Bitkilerimizin antioksidan kapasitesi
orta diizeyde olup, oksidan kapasitesi yiiksek seviyededir. Oksidan seviyeyi arttiracak
etkenlerin azaltilmasi sartiyla bitkilerin kontrollii kullanilmas1 gerektigi soylenebilir.
Bitkilerden elde edilen ugucu yagin antimikrobiyal etkinligi, total ekstrelerle yapilan
calismalara nispeten diisiik oranda ¢ikmustir. Disklere emdirilen madde
konsantrasyonlarmin  arttirilmasiyla  antimikrobiyal ajan olarak  kullanimim
destekleyecek baska ¢aligmalar yapilmalidir. Lamium purpureum L. melanom
hiicrelerde belli bir dozda sitotoksik etki gosterirken, genelde proliferatif etkisi oldugu
tespit edilmistir. Lamium galeobdolon (L.) L ise ciddi oranda antiproliferatif etkiye
sahiptir. Bu bitki tiirlerinin bir antikanser ajani olarak potansiyel 6nemi ve terapotik

kullanimi i¢in daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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Sentetik ilaglarin saglikli hiicreler iizerindeki istenmeyen yan etkiler gostermesi ve
klinikte kullanimlarinin  olduk¢a maliyetli olmasi, dogal kaynakli ilaglarin
kazanimlarinin arttirilmas: gerektigini disiindiirmektedir. Fakat bu alanda yapilan
deneysel galisma ve arastirmalardan ¢ikan bulgular1 destekleyecek nitelikteki klinik
caligmalarin sayis1 heniiz ¢ok azdir. Bitkisel bilesiklerin biyoyararlaniminin arttirilmasi,
saglikli ve sagliksiz hiicrelerle etkilesim mekanizmalarinin arastirilmasi ve hastaliklar

i¢in etkin dozlarinin belirlenmesi gibi konularda ¢aligmalar devam etmelidir.
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