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OZET

BAZI SALVIA TURLERININ SITOPROTEKTIF,
ANTIMUTAJENIK/ANTIREKOMBINOJENIK, ANTIOKSIDAN VE
ANTIBAKTERIYEL OZELLIKLERININ IN VIVO VE IN VITRO
ORTAMDA DEGERLENDIRILMESI

DOKTORA TEZi
HANIFE DIDEM KARAKUS
BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. SERAP DOGAN)
(ES DANISMAN: DR.OGR.UYESI BEGUMHAN YILMAZ KARDAS)
BALIKESIR, OCAK - 2026

Tibbi bitkiler, icermis oldugu antioksidan molekiiller sayesinde dogal terapdtik ajan
gelistirme calismalarinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu ¢alismada, Salvia candidissima
subsp. candidissima, Salvia multicaulis, Salvia suffruticosa ve Salvia syriaca tlrlerinden
elde edilen su, etanol, metanol, ve etil asetat ekstraktlarinin antioksidan, sitoprotektif,
antigenotoksik, antibakteriyel ve gelisimsel etkileri hem in vitro hem in vivo yontemlerle
belirlenmeye ¢alisilmistir. /n vitro yontem olarak LC-MS/MS ile fitokimyasal i¢erik, DPPH,
ABTS ve FRAP antioksidan testleri, sitotoksisite ve genotoksisite testleri i¢in sirastyla MTS,
mikroniikleus ve kromozom aberasyon yontemleri kullanmilmistir. Ayrica antibakteriyel
aktivite testleri i¢in disk difiizyon ve MIK uygulanmustir. In vivo analizler i¢in DPPH, FRAP,
ABTS antioksidan aktivite testleri, toksikoloji testleri ve genotoksisite testi (SMART)
kullanilmistir. Sonuglar incelendiginde, LC-MS/MS ile gerceklestirilen fitokimyasal
analizlerde her tiirde yiiksek fenolik igerik belirlenmis; S. syriaca'da hesperidin (9307.68
ng/g), S. candidissima subsp. candidissima’da rosmarinik asit (7583.76 ng/g) ve S.
suffruticosa’da apigenin-7-O-glukozit (278.47 ng/g) en yogun bilesikler olarak tespit
edilmistir. DPPH ve ABTS testlerine gore S. candidissima subsp. candidissima’nin metanol
ve etanol ekstraktlar1 en yiiksek aktiviteyi gosterirken, FRAP analizinde ise en yiiksek
indirgeme gilicii S. syriaca’ nmin su ekstraktinda gozlenmistir. MTS testiyle yapilan
sitotoksisite analizlerinde, ozellikle S. candidissima subsp. candidissima’nin metanol
ekstrakt1 100 mg/L konsantrasyonda en yiiksek hiicre yasamliligini saglamis ve en belirgin
sitoprotektif etkiyi gostermistir (p<0.05). Mikroniikleus ve kromozom aberasyon testleriyle,
S. multicaulis (su) ve S. syriaca (metanol) ekstraktlar1 en gii¢lii antigenotoksik etkiyi
sergilemistir. SMART testi sonuglarina gore, S. syriaca’nin 50 mg/L etanol ekstrakti, en
diisiik nokta frekansi degerlerini vererek en giiclii in vivo antigenotoksik etkiyi ortaya
koymustur. In vivo gelisimsel foksisite degerlendirmelerinde S. suffruticosa'nmin metanol
disindaki ekstraktlarinin pupalasma ve yasama oranlarini etkilemedigi goriilmistiir
(p>0.05). In vivo DPPH, ABTS ve FRAP testlerinde ekstraktlarin gii¢lii antioksidan
potansiyeli belirlenmistir. S. suffruticosa etanol ekstrakti S. aureus {iizerinde yliksek
antibakteriyel etki sergilemistir.

ANAHTAR KELIMELER: Antibakteriyel, antioksidan, genotoksisite, Salvia tiirleri,
sitotoksisite

Bilim Kod / Kodlar1: 20308, 20606, 20610 Sayfa sayisi: 116



ABSTRACT

EVALUATION OF THE CYTOPROTECTIVE,
ANTIMUTAGENIC/ANTIRECOMBINOGENIC, ANTIOXIDANT, AND
ANTIBACTERIAL PROPERTIES OF SOME SALVIA SPECIES IN VIVO AND IN
VITRO
PH.D THESIS
HANIFE DIDEM KARAKUS
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY

(SUPERVISOR: PROF. DR. SERAP DOGAN)
(CO-SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR BEGUMHAN YILMAZ KARDAS )
BALIKESIR, JANUARY - 2026
Medicinal plants hold an important place in natural therapeutic agent development studies
due to the antioxidant molecules they contain. In this study, the antioxidant, cytoprotective,
antigenotoxic, antibacterial, and developmental effects of water, ethanol, methanol, and
ethyl acetate extracts obtained from Salvia candidissima subsp. candidissima, Salvia
multicaulis, Salvia suffruticosa and Salvia syriaca were determined using both in vitro and
in vivo methods. As in vitro methods, LC-MS/MS for phytochemical content, DPPH, ABTS,
and FRAP antioxidant assays, and MTS, micronucleus, and chromosome aberration methods
for cytotoxicity and genotoxicity tests, respectively, were used. In addition, disc diffusion
and MIC were applied for antibacterial activity tests. For in vivo analyses, DPPH, FRAP,
ABTS antioxidant activity assays, toxicity tests, and the genotoxicity test (SMART) were
used. When the results were examined, high phenolic content was determined in each species
through phytochemical analyses performed by LC-MS/MS; hesperidin (9307.68 ug/g) in S.
syriaca, rosmarinic acid (7583.76 pg/g) in S. candidissima subsp. candidissima, and
apigenin-7-O-glucoside (278.47 ng/g) in S. suffruticosa were identified as the most abundant
compounds. According to the DPPH and ABTS assays, the methanol and ethanol extracts of
S. candidissima subsp. candidissima showed the highest activity, while the highest reducing
power in the FRAP analysis was observed in the water extract of S. syriaca. In the
cytotoxicity analyses performed with the MTS assay, especially the methanol extract of S.
candidissima subsp. candidissima provided the highest cell viability at 100 mg/L
concentration and showed the most pronounced cytoprotective effect (p<<0.05). Through
micronucleus and chromosome aberration tests, the water extract of S. multicaulis and the
methanol extract of S. syriaca exhibited the strongest antigenotoxic effect. According to the
SMART assay results, the 50 mg/L ethanol extract of S. syriaca exhibited the lowest spot
frequency values, demonstrating the strongest in vivo antigenotoxic effect. In the in vivo
developmental toxicity evaluations, it was observed that all extracts of S. suffruticosa except
for the methanol extract did not affect pupation and survival rates (p>0.05). In the in vivo
DPPH, ABTS, and FRAP tests, a strong antioxidant potential of the extracts was determined.
The ethanol extract of S. suffruticosa exhibited the highest antibacterial effect against S.

aureus.

KEYWORDS: Antibacterial, antioxidant, cytotoxicity, genotoxicity, Salvia species
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1.GIRIS

Tirkiye’nin sahip oldugu cografi konum, iklimsel cesitlilik, farkli toprak tipleri ve
topografik ozellikler, iilkedeki bitki Ortiisiiniin olduk¢a zengin ve ¢esitli olmasina katki
saglamaktadir. Tiirkiye florasi, Asteraceae, Rosaceae, Fabaceae ve Lamiaceae gibi tiir
bakimindan zengin familyalar1 icermektedir [1]. Bu gesitlilik, aragtirmalar agisindan 6énemli

potansiyel barindirmaktadir.

Biyoteknoloji alanindaki son gelismeler, tibbi ve aromatik bitkilerde bulunan sekonder
metabolitlerin tasidig1 biyolojik énemin daha iyi anlasiimasini saglanustir. insanlik tarihi
kadar eski bir ge¢mise sahip olan bu bitkiler, biinyelerinde barindirdiklar1 biyoaktif
bilesenler sayesinde giiniimiizde hastaliklarin 6nlenmesinde, tedavisinde ve yeni farmasétik
tiriinlerin gelistirilmesinde kullanilmaya devam edilmektedir [2]. Lamiaceae familyasi,
zengin sekonder metabolit icerigiyle (6rnegin terpenoidler, flavonoidler, fenolik bilesikler

ve ucgucu yaglar) dikkat cekmektedir [3].

Sekonder metabolitler, bitkilerin ¢evresel stres faktorlerine karsi uyum saglamasinda,
savunma sistemlerinin etkinlesmesinde, metabolik siire¢lerin diizenlenmesinde ve stres
toleransiin artirilmasinda temel islevlere sahiptir [4]. Bitkisel kaynakli ilaglarin kesfi ve
gelistirilmesinde, sekonder metabolitler 6nemli bir biyolojik kaynak olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Alkaloidler, flavonoidler ve terpenoidler gibi bu bilesik gruplari; antikanser, antioksidan ve
antibakteriyel gibi ¢ok cesitli terapotik etkiler gostermektedir. Yapilan bilimsel ¢aligmalar,
her y1l yeni sekonder metabolitlerin tanimlandigini ve bunlarin bir kisminin klinik kullanima
girdigini ya da antikanser tedavilerinde deneme asamasina ulagtigin1 ortaya koymaktadir.
Ayrica, bu bilesiklerin molekiiler yapilarinda yapilan modifikasyonlar; etkinliklerini ve
hedef seciciligini artirmakla kalmayip, toksisite ve yan etki profillerinin azaltilmasina da

katki saglamaktadir [5].

1.1 Lamiaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Lamiaceae, halk arasinda "nane ailesi" olarak bilinen, aromatik ve tibbi 6zellikleriyle taninan
kozmopolit bir bitki familyasidir [6], [7]. Yaklasik 236 cins ve 7200 tiirliyle, kapali tohumlu
bitkiler arasinda altinci en biiyiik familya konumundadir [8], [9]. Lamiaceae familyasina ait
tirler, ekonomik degerlerinin yani sira kapsamli farmakolojik ozellikleriyle de dikkat
cekmektedir [10]. Yayilim agisindan agirlikli olarak yaz mevsiminde yagis alan bolgelerde

goriilmekte; habitat tercihleri ise kuru alanlar, ormanlik bolgeler ve cayirliklar gibi ¢esitli



ekosistemleri kapsamaktadir. Bu familyanin tiir ¢esitliligi 6zellikle Akdeniz havzasinda
yogunlagmakta olup, Avustralya, Glineybat1 Asya ve Giliney Amerika gibi farkli kitalarda da
temsil edilmektedir [11].

Lamiaceae familyasina ait tiirler, dis ve agiz saglig iiriinlerinde, antispazmodik, aromatik,
sindirimi kolaylastirici, karminatif, galaktagog (siit artiric1), mide yatistirict ve bas agrisi,
ishal, oksiiriik ile kabizlik gibi ¢esitli rahatsizliklarin geleneksel tedavisinde kullanilmaktadir
[12], [13], [14], [15]. Familyaya ait bazi bitkiler ayn1 zamanda siis bitkisi olarak
degerlendirilmektedir. Bu bitkilerde yliksek oranda bulunan ugucu yaglar, tibbi ve kozmetik
alanlardaki uygulamalarda 6nemli rol oynamaktadir [16]. 113 flavonoid, 26 yag kokenli
bilesik ve 15 sterol de dahil olmak tiizere gesitli ikincil metabolitler icermektedir. Bu
kimyasal bilesenler, familyanin antioksidan, antiinflamatuar, antibakteriyel ve antiviral gibi
biyolojik aktivitelerini desteklemekte ve tibbi kullanimlardaki 6nemini ortaya koymaktadir

[17].

1.1.1 Salvia tiirleri hakkinda genel bilgi

Salvia L. cinsi, Ballibabagiller (Lamiaceae) familyasina ait, gogunlugu tibbi 6zelliklere sahip
otsu bitkiler ve ¢alilardan olusan yaklasik 900 tiir igermektedir. Halk arasinda adagay1 olarak
bilinen bu cinsin iiyeleri, genellikle kuru ve kurak topraklarda yetisme egilimindedir. Salvia
tirleri, kare kesitli govdeleri ile karsilikli dizili aromatik yapraklar sayesinde karakteristik

bir morfolojik yapi sergilemektedir [18].

Son yillarda Salvia tiirleri lizerine gergeklestirilen bilimsel ¢aligmalar, bu bitkilere yonelik
kiiresel ilginin belirgin sekilde arttigini ortaya koymaktadir. Pek ¢ok Salvia tiirii; kozmetik,
parfiimeri ve farmasotik sanayilerde ¢esitli amaglarla kullanilmakta olup, baz tiirleri siis
bitkisi olarak da kiiltiire alinmaktadir [19]. Ayrica, bazi Salvia tohumlarinin Orta ve Giiney
Amerika’da geleneksel bir besin kaynagi olarak degerlendirildigi bilinmektedir [20].
Bununla birlikte, belirli Salvia tiirleri baz1 Lepidoptera (kelebek ve giive) larvalari i¢in de
besin bitkisi islevi gormektedir [21]. Ekonomik degerlerinin 6tesinde, Salvia tiirleri antik
donemlerden bu yana farkli kiiltiirlerde halk hekimligi uygulamalarinda yaygin bicimde
kullanilmistir. Bu tiirlerin antidiyabetik, antitiimdr, antiplazmodiyal ve antienflamatuar gibi
biyolojik aktiviteler sergiledigi ¢esitli aragtirmalarla gosterilmistir [22]. Ayrica ¢ay, merhem,
tentlir ve ekstrakt formlarinda hazirlanarak analjezik, balgam ve gaz soktiiriicii, sedatif,

anhidrotik ve yara iyilestirici etkilerinden yararlanilmistir. Soguk alginligi, bronsit,



tiiberkiiloz, adet diizensizlikleri ile mide ve sindirim sistemi rahatsizliklarinin semptomatik

tedavisinde geleneksel olarak degerlendirildigi bilinmektedir [23].

Salvia tirlerinden elde edilen sekonder metabolitlerin ¢ok yonlii biyolojik aktiviteler
sergiledigi; antimikrobiyal, antioksidan, antikanser ve norolojik etkiler de dahil olmak iizere

genis bir farmakolojik yelpazede degerlendirildigi bilimsel ¢alismalarla desteklenmistir [2].

1.1.1.1 Salvia candidissima V ahl subsp. candidissima

Salvia candidissima Vahl subsp. candidissima, Ballibabagiller (Lamiaceae) familyasina ait,
700 ila 2000 metre arasindaki yiiksekliklerde, Orta ve Dogu Anadolu bdlgelerinde dogal
olarak yetisen, ¢cok yillik otsu bir taksondur [24].

Dogu Anadolu bolgesinde halk arasinda “Galabor” adiyla anilmaktadir. Geleneksel
kullanimlarina bakildiginda, 6zellikle nezle gibi iist solunum yolu rahatsizliklarinda tercih
edildigi goriilmektedir. Bu amagla, bitkinin yapraklartyla hazirlanan inflizyon (cay) igilerek
uygulanir [25].

Sekil 1.1: Calismada kullanilan S. candidissima subsp. candidissima alt tiiriiniin fotografi



1.1.1.2 Salvia multicaulis Vahl

Salvia multicaulis Vahl., Ballibabagiller (Lamiaceae) familyasina ait, Tiirkiye ve ¢evresinde
yaygin olarak bulunan ¢ok yillik otsu bir bitkidir [26]. Salvia multicaulis; Tiirkiye’de basta
Mardin, Siirt, Elaz1g ve Sanliurfa olmak iizere Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde
yogunlasan, diinya genelinde ise Bati1 Asya’dan Orta Dogu’ya kadar genis bir cografyaya
yayilan bir tiirdiir. Kalkerli zeminler, kayalik yamagclar ve step alanlar1 gibi zorlu habitat
kosullarina adaptasyon saglayan bu tiir; halk arasinda Pune, Kiirt reyhani, ¢ok dalli adagayz,

dag cayi, siit otu, bozkulak ve giyacilik gibi ¢esitli yoresel isimlerle taninmaktadir [27].

S. multicaulis, odunsu rizomdan gelisen, yogun ortii olusturan ve genellikle 12 ila 55 cm
yiikseklige ulasan, dik govdeye sahiptir. Cigek tag yapraklar1 genellikle pembemsi mor
tonlarinda olmakla birlikte nadiren beyaz renkte de olabilir. Bu bitki tiirii, 550 ila 2600 metre
arasindaki rakimlarda; kirectasi, volkanik kayalar, sist ve kumlu yamaclar gibi taslik
alanlarda dogal olarak yetisir. S. multicaulis’in; istah agici, gargara olarak kullanimu,
solunum ve idrar yolu rahatsizliklarinin giderilmesi, okstiriik, halsizlik, mide problemleri,
bogaz enfeksiyonlar (farenjit, bademcik iltihabi), diyabet, bronsit ve astim gibi ¢esitli saglik
sorunlarinda destekleyici olarak kullanildigi; ayrica dogal antibiyotik etkisi, bagisiklik
sistemini gliclendirme, sinir sistemini yatistrma ve sindirimi kolaylagtirma gibi

farmakolojik etkiler gosterdigi bildirilmistir [28].

Sekil 1.2: Calismada kullanilan S. multicaulis tiiriiniin fotografi



1.1.1.3 Salvia suffiruticosa Montbret & Aucher ex Benth.

Salvia suffruticosa Montbret & Aucher ex Benth., Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasina
ait, calims1 yapida gelisen cok yillik bir bitkidir. Dogal yayilis alan1 Iran’in bat1 ve kuzeybati
bolgeleri olmakla birlikte, Ermenistan, Irak ve Suriye’de de yetismektedir. Tiirkiye’de ise
I¢, Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde basta Ankara, Kayseri, Nigde, Elazig,
Malatya ve Van illeri olmak iizere genis bir yayilis sergilemektedir. Bu tiire ait toprak iistii
kisimlar, bazi salatalar ve ¢esitli yiyeceklerin hazirlanmasinda kullanilmaktadir [29]. Ayrica

halk arasinda "Kalingalba" adiyla da anilmaktadir [30].

Sekil 1.3: Calismada kullanilan S. suffruticosa tiriiniin fotografi

1.1.1.4 Salvia syriaca L.

Salvia syriaca L., Ballibabagiller (Lamiaceae) familyasinin ¢ok yillik sifali bir bitki tiirii
olarak, bagta Akdeniz, Iran-Turanya ve Sahra-Arap fitocografik bolgelerinde, dzellikle de
Urdiin florasinda yayilis gdstermektedir [31]. Bu tiir, serpantin topraklar, yol kenarlar1 ve
yamaclar gibi farkli ekolojik alanlarda gelisebilmekte olup, genis c¢evresel toleransi
sayesinde ¢esitli habitatlara uyum saglayabilmektedir [32]. Halk arasinda "Cevlikotu" olarak
bilinmektedir [30].



Sekil 1.4: Calismada kullanilan S. syriaca tiiriiniin fotografi

1.2 Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicresel metabolizmanin dogal bir yan iiriinii olarak ortaya
c¢ikan ve ¢esitli biyokimyasal siireglerde sinyal iletimi islevi géren molekiillerdir. Siiperoksit
anyonu, hidroksil radikali, hidrojen peroksit ve singlet oksijen bu gruba 6rnek olarak
gosterilebilir. Dislik ve kontrollii diizeylerde ROS; hiicre sinyalizasyonu, farklilasma ve
apoptoz gibi fizyolojik siireglerde gorev alirken, asir1 iiretimleri oksidatif stres olusturarak
DNA, protein ve lipitlerde hasara yol agabilir ve bdylece hiicresel iglev bozukluklarina ve

cesitli hastaliklarin gelisimine katkida bulunabilir [33-35].

ROS olusumu hem endojen hem de ekzojen faktdrlerden ileri gelmektedir. Endojen olarak
Ozellikle mitokondride oksidatif fosforilasyon sirasinda iiretilirken [36], [37], ultraviyole
radyasyonu, ¢evresel kirleticiler, agir metaller ve bazi ilaglar gibi dis stres faktorleri de ROS
diizeylerini artirabilir. Ayrica bagisiklik sistemi hiicreleri olan monositler ve makrofajlar,
enflamatuar siire¢lerde yiiksek miktarda ROS iireterek oksidatif stresin artisina katkida
bulunur [38], [39]. Hiicresel korumada rol oynayan endojen antioksidan savunma
mekanizmalart bu molekiillerin zararli etkilerini siirlamaya yoneliktir. Bu sistemin
enzimatik bilesenleri serbest radikalleri detoksifiye eden siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz gibi enzimlerden olusurken; enzimatik olmayan bilesenleri vitamin C, vitamin E,
glutatyon ve flavonoidlerdir. Bu faktorler birlikte calisarak oksidatif hasar1 azaltir ve

hiicresel biitiinliigiin korunmasina katki saglar [40].



1.2.1 Hidrojen Peroksit (H20:)

Hidrojen peroksit (H20:), DNA, lipitler ve proteinler gibi biyomolekiillerle etkilesime
girebilen bir reaktif oksijen tiirlidiir [41]. Hiicrelerdeki gesitli fizyolojik ve patolojik siirecler
tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir [42]. Yaslanma siireciyle birlikte oksidanlarin yani sira
oksidatif olarak degisime ugramis protein, lipit ve DNA diizeylerinde artis goriildiigiini
ortaya koyan ¢ok sayida ¢aligma mevcuttur. Bu bulgular, hidrojen peroksit gibi oksidanlarin
DNA iizerinde yapisal degisiklikler olusturarak genotoksik etkilere neden olabilecegini

gostermektedir [43].

Hidrojen peroksit, tiimorler, bakteriyel enfeksiyonlar, periodontal hastaliklar, inflamasyon,
kardiyovaskiiler bozukluklar ve kemik yaralanmalari1 dahil olmak iizere pek ¢ok hastaligin
baslangici ve ilerleyisi ile iliskilendirilmektedir [44]. Ozellikle asir1 iiretildiginde, ikincil
reaktif tilirler olusturarak oksidatif stres ve doku hasarina yol agmasi, kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabet, ndrodejeneratif bozukluklar, kanser ve yaslanma gibi cesitli
patofizyolojik stireclere katkida bulunur [45]. Bu nedenle, oksidatif stresin olumsuz

etkilerini dengelemek i¢in antioksidan savunma sistemleri temel bir rol iistlenir.

1.3 Antioksidanlar

Antioksidanlar, viicutta endojen olarak sentezlenen ya da ekzojen yollarla alinan bilesikler
olup, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve serbest radikallerin yol actig1 oksidatif hasar1 dnleyen
veya azaltan maddelerdir. Bu bilesikler, hiicresel diizeyde oksidatif stresin etkilerini

hafifletmeye katki saglar [2,46].

Oksidatif stres; kanser, otoimmiin bozukluklar, yaslanma, katarakt, romatoid artrit,
kardiyovaskiiler ve ndrodejeneratif hastaliklar gibi pek ¢ok kronik ve dejeneratif hastaligin
patogenezinde kritik bir rol oynamaktadir. Insan organizmasi, oksidatif stresle basa
cikabilmek i¢in dogal olarak enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar sentezlemekte
ya da bu bilesikleri besinler ve takviyeler yoluyla disaridan almaktadir [47]. Enzimatik
antioksidanlar arasinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GPx) ve glutatyon rediiktaz (GRx) yer almaktadir. Bu enzimlerden SOD, serbest radikallere
karst ilk savunma hattin1 olusturmaktadir. Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda ise
bazi vitaminler ve glutatyon gibi bilesiklerin yani sira, bitkisel kaynakli flavonoidler ve

fenolik asitler de yer almaktadir [40], [47], [48].



Bitkilerde dogal olarak bulunan fenolik bilesikler, flavonoidler, terpenoidler ve ugucu yaglar
gibi sekonder metabolitlerin antioksidan etkileri, bu tiir bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin
arastirilmasini onemli hale getirmistir [48]. Bu sebeple, hem farmasotik uygulamalarda hem
de gida ve kozmetik endiistrisinde bu bilesiklerin antioksidan kapasitelerinin kantitatif
olarak belirlenmesi 6nem arz etmektedir. Bu amagcla, yaygin olarak kullanilan in vitro

spektrofotometrik yontemler arasinda DPPH, ABTS" ve FRAP testleri yer almaktadir [49].

1.3.1 DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil) yontemi

DPPH testi, bilesiklerin, 6zellikle de fenolik yapidaki maddelerin serbest radikal giderme
kapasitelerini belirlemede yaygin olarak kullanilan, pratik, ekonomik ve hizli bir ydontemdir.
Bu test araciligiyla, Orneklerin antioksidan potansiyelleri kantitatif olarak

degerlendirilebilmektedir [50].

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) molekiilii, yapisinda delokalize tek bir elektron
bulundurmasi nedeniyle stabil bir serbest radikal olarak tanimlanir ve karakteristik olarak
derin mor bir renk sergiler. Antioksidan 6zellik gdsteren bir bilesik ile etkilesime girdiginde,
bu serbest radikal bir elektron alarak indirgenir ve renk degisimi meydana gelir. Bu doniisiim
sonucunda mor renk sartya doner ve bu renk degisimi, genellikle 517 nm (alternatif olarak
525 nm) dalga boyunda spektrofotometrik olarak izlenerek nicel analiz gergeklestirilir. Elde
edilen veriler genellikle % inhibisyon ya da ICso (yar1 maksimal inhibitdr konsantrasyon)
cinsinden ifade edilir. ICso degeri ne kadar diisilikse, antioksidan kapasite o kadar ytiksektir
[49], [51], [52]. Bu yontem; flavonoidler, polifenoller ve fenolik asitler gibi bilesiklerin
antioksidan kapasitelerini belirlemede ve gida, farmasotik, kozmetik triinlerin kalite

kontroliinde yaygin sekilde kullanilmaktadir [53].

1.3.2 ABTS (2,2'-Azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) yontemi

ABTS testi, bitki 6zlerinde bulunan antioksidan bilesiklerin serbest radikalleri giderme
kapasitelerini belirlemek amactyla kullanilan yaygin ve duyarli bir analiz yontemidir. Bu
yontem sayesinde, ¢esitli fitokimyasallarin oksidatif stresle iliskili biyolojik hasarlara kars
potansiyel koruyucu etkileri degerlendirilebilmektedir [54]. ABTS' radikal katyonu,
karakteristik olarak mavi-yesil renkte bir kromofor olup, 645 nm, 734 nm ve 815 nm dalga
boylarinda belirgin absorpsiyon maksimumlarina sahiptir. Antioksidan bilesikler, bu radikal
katyonu indirgediklerinde, renkli yapr renksiz ABTS formuna doniisiir ve bu siireg

spektrofotometrik olarak 6l¢iilebilen bir absorbans azalmasiyla kendini gosterir [51], [55].



ABTS testi, yapisal ¢esitliligi yiiksek antioksidanlarin degerlendirilmesine olanak taniyan
bir yontem olup, hem lipofilik hem de hidrofilik 6zellikteki bilesiklerin (flavonoidler,
hidroksisinamatlar, karotenoidler ve ¢esitli plazma antioksidanlar1 dahil) radikal giderme

aktivitelerini belirlemede etkili bir sekilde kullanilmaktadir [55].

1.3.3 FRAP (Ferrik indirgeme antioksidan giicii) yontemi

FRAP testi, Orneklerin antioksidan kapasitelerini belirlemek amaciyla gelistirilen,
spektrofotometrik prensiplere dayali bir yontemdir [51]. Ozellikle bitki ekstraktlari, ari
trlinleri ve cesitli biyolojik sivilarda bulunan antioksidan aktivitenin kantitatif olarak

degerlendirilmesinde yaygin bi¢cimde tercih edilmektedir [56].

FRAP testinin c¢alisma prensibi, diisiik pH kosullarinda antioksidanlarin ferrik (Fe’")-
tripiridiltriazin (TPTZ) kompleksini ferroz (Fe**) forma indirgeme kapasitesine
dayanmaktadir [51]. Bu indirgeme reaksiyonu sonucunda koyu mavi renkli bir kompleks
meydana gelir ve olusan renk yogunlugu spektrofotometrik olarak Olgiilerek antioksidan

kapasite kantitatif sekilde belirlenir [51], [56].

FRAP yoOnteminde absorbans degerlerindeki artis, Ornegin indirgeme kapasitesinin
yiikseldigini gostermektedir [56]. Hesaplamalar, Trolox (E vitamini analogu) veya askorbik
asit gibi standart antioksidanlar kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrileri iizerinden
yapilir. Elde edilen sonuglar genellikle Trolox esdegeri (uM Trolox/g veya mM Fe**
esdegerleri/kg) ya da askorbik asit esdegeri (mg AAE/mL) seklinde ifade edilmektedir. Daha
yliksek FRAP degerleri, ornegin daha gii¢lii bir antioksidan kapasiteye sahip oldugunu
gostermektedir [52].

1.4 Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirli, biyomedikal arastirmalarin temel araglarindan biri olup, hiicrelerin dogal
yasam ortamlar1 disinda belirli ve kontrol edilebilir kosullar altinda cogaltilmast ve
stirdiiriilmesi islemidir. Bu sistemler, 6zellikle toksisite ve biyolojik aktivite ¢aligmalarinda,
canlt hayvan deneylerine alternatif bir yaklasim olarak 6nemli bir potansiyele sahiptir [57].
Hiicre kiiltiirii siirecinde hiicrelerin saglikli bir sekilde c¢ogalabilmesi igin ¢esitli
parametrelerin ve ¢evresel kosullarin siirekli olarak izlenmesi gerekmektedir. Bu kosullar
arasinda  hiicrelerin  canliligim1 ve proliferasyonunu destekleyen aminoasitler,

karbonhidratlar, vitaminler, mineraller, hormonlar, karbondioksit, oksijen ve antibiyotik gibi



besinsel ve biyokimyasal faktorler yer almaktadir. Ayrica, fizikokimyasal kosullar agisindan
kiiltiir ortaminin pH degeri ve sicakligi da diizenli olarak kontrol edilmesi gereken temel
unsurlardir [58]. Hiicre kiiltiirii, hiicre biyolojisinin, doku morfolojisinin, hastalik
mekanizmalarinin ve ilag etkilerinin incelenmesinde temel bir ydntemdir. Ozellikle
sitoprotektif ve antimutajenik etkilerin arastirilmasinda, in vitro kosullarda giivenilir ve
tekrarlanabilir sonuglar saglamasi nedeniyle Onemli bir model sistem olarak
kullanilmaktadir. Iki boyutlu (2B) kiiltiirler, diisiik maliyetli ve kolay uygulanabilir olmalar
sebebiyle uzun yillardir tercih edilirken, {i¢ boyutlu (3B) kiiltiirler hiicreler arasi etkilesimleri
ve in vivo kosullar1 daha gergekc¢i yansitmalar1 nedeniyle biyomedikal arastirmalarda, ilag

kesfi ve terapotik yaklagimlarda giderek artan sekilde onem kazanmaktadir [59].

1.4.1 Sitotoksisite
Sitotoksisite, bir maddenin hiicrelerin biiylimesini, canliligini veya proliferasyonunu
olumsuz yonde etkileme ya da dogrudan hiicre 6limiinii indiikleme kapasitesini ifade

etmektedir [60].

Sitotoksisite (hiicre toksisitesi), sentetik ya da dogal kimyasallarin, bitki 6ziitlerinin ve ¢esitli
bilesiklerin hiicreler iizerindeki zararli etkilerini degerlendirmek amaciyla kullanilan 6nemli
bir biyolojik kavramdir. Bu zararh etkiler; hiicrelerin biiylime, canlilik ve proliferasyon
siireclerinin olumsuz yonde etkilenmesi veya dogrudan hiicre Sliimiiniin indiiklenmesi
seklinde ortaya cikabilmektedir. Sitotoksisite calismalari, genellikle in vitro kosullarda
hiicre kiiltiiri modelleri kullanilarak ytiriitiilmekte olup, farkli biyolojik aktivitelerin

arastirilmasinda merkezi bir role sahiptir [61].

Sitotoksisite degerlendirmelerinde kullanilan yontemler genel olarak kolorimetrik,
liminesans ve enzimatik esaslara dayanmaktadir. En yaygin kullanilan kolorimetrik testler,
tetrazolyum tuzlarma (MTT, MTS, XTT, WST-1) dayali yontemlerdir. Bu testlerde
metabolik olarak aktif hiicreler, sar1 renkli tetrazolyum tuzlarini renkli formazan tiriinlerine
indirger ve ortaya ¢ikan renk degisimi spektrofotometrik olarak 6lciiliir. Boylece hiicrelerin
metabolik aktiviteleri lizerinden canlilik ve toksisite diizeyleri belirlenebilir. Bu yontemler,
hem silispansiyon halindeki hiicrelerde hem de yiizeye yapisarak biiyliyen hiicrelerde

uygulanabilmektedir [62].
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1.4.1.1 MTS testi

Sitotoksisite analizlerinde yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri olan MTS testi,
tetrazolyum tuzuna dayali kolorimetrik bir yontemdir [61]. Bu test, hiicre canliligi ve
metabolik aktivitenin degerlendirilmesi yoluyla bir maddenin hiicreler lizerindeki olasi
toksik etkilerini ortaya koymaktadir. Sitotoksisite ¢aligmalari, 6zellikle bitki ekstraktlart gibi
biyolojik kaynakli test materyallerinin potansiyel toksisite diizeylerinin belirlenmesinde
degerli bir 6n adim olarak kabul edilmekte; farmasotik ve kozmetik {iriinlerin
gelistirilmesinde minimum toksisite diizeyinin saptanmasi ag¢isindan Onemli bir rol

oynamaktadir [49].

MTS testi, metabolik olarak aktif hiicrelerde bulunan dehidrogenaz enzimlerinin, MTS
reaktifini[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil )-2-(4-siilfofenil)-2H

tetrazolyum-inner-salt] indirgemesi esasina dayanmaktadir. Bu indirgenme sonucunda
kiiltiir ortaminda ¢Oziiniir nitelikte renkli bir formazan iiriinii olugur. Ortaya ¢ikan renk
degisimi hiicre canliligt ile dogru orantilidir ve spektrofotometrik olarak olciilerek

degerlendirilir [61].

1.5 Genotoksisite

Genotoksisite, genetik materyalde (DNA ve kromozomlar) degisikliklere neden olabilme
kapasitesi olarak tanimlanir. Cogu zaman 'mutajenite' kavrami ile karistirilsa da, ikisi
arasinda onemli bir fark bulunmaktadir. Genotoksisite mutajeniteyi kapsamakla birlikte, her
genotoksik etki DNA dizisinde kalic1 genetik degisikliklere yol agmayabilir. Bu baglamda
genetik toksisite; ¢ekirdek, kromozom veya DNA yapisinda meydana gelen yapisal ve
fonksiyonel bozulmalar seklinde tanimlanmaktadir [60], [63], [64]. Giinlimlizde en sik
kullanilan genotoksisite testleri arasinda mikroniikleus testi, kromozomal aberasyon testi,

gen mutasyon testleri ve kuyruklu yildiz testi (Comet) yer almaktadir [65].

1.5.1 In vitro genotoksisite test sistemleri

In vitro genotoksisite testleri, kimyasal veya biyolojik maddelerin hiicre kiiltlirii ya da
mikroorganizma sistemlerinde neden olabilecegi DNA ve kromozomal hasarlarin
degerlendirilmesi amaciyla kullanilan yontemlerdir. Bu testlerde kullanilan sistemler, hizli
uygulanabilirlikleri, diisiik maliyetleri ve etik agidan avantajli olmalar1 nedeniyle

genotoksisite arastirmalarinda yaygin olarak tercih edilmektedir. Genetik hasarlar,
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mutasyonlar, kromozom aberasyonlari veya DNA zincir kiriklar1 gibi parametreler
tizerinden degerlendirilmektedir. /n vitro yontemler, erken tarama ve 6n degerlendirme
amaciyla Onemli bilgiler sunmakta, ancak organizma i¢indeki metabolizma ve
biyotransformasyon siireglerini tam olarak yansitamadiklari i¢in genellikle in vivo testlerle

tamamlanmaktadir.

1.5.1.1 Mikroniikleus testi

Mikrontikleus (MN) testi, hiicrelerin genetik materyalinde meydana gelen hasarlarin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan Onemli bir genotoksisite testidir.
Mikroniikleus olusumunun kokeni, hiicre boliinmesi sirasinda anafazda ig ipliklerine
baglanamayan ve geride kalan (lagging) kromatinlerden kaynaklanmaktadir. Bu kromatin
pargalari, sitokinez sonrasinda ¢ekirdekten bagimsiz kiiciik ¢cekirdekgikler (mikroniikleuslar)
seklinde ortaya cikar. Bu nedenle mikroniikleuslar, yavru hiicrelerin sitoplazmalarinda ana
cekirdekle benzer morfolojik ve boyanma 6zelliklerine sahip, belirgin sekilde ayr kiigiik

kiiresel yapilar olarak tanimlanmaktadir [60].

Mikroniikleus testi, farkli hiicre tiplerine uygulanabilen, hizli ve pratik bir genotoksisite
yontemidir. Kiiltiir ortaminda mikroniikleus olusum oranindaki artis, somatik hiicrelerde

genomik instabilitenin gilivenilir bir gostergesi olarak kabul edilmektedir [66].

1.5.1.2 Kromozom aberasyon testi

Kromozom aberasyon (CA) testi, hiicrelerin genetik materyalinde ortaya cikan yapisal ve
sayisal degisikliklerin degerlendirilmesinde kullanilan 6nemli bir genotoksisite yontemidir.
Bu test, genotoksik ajanlara maruz kalma sonucu meydana gelen kromozomal hasarlarin
saptanmasinda ve potansiyel karsinojenlerin gilivenlik risk degerlendirmesinde kritik bir
oneme sahiptir [67], [68]. Kromozom aberasyon analizi ile degerlendirilen periferik kan
lenfositlerindeki (PBL) yapisal degisiklikler, 30 yil1 agkin siiredir genotoksik karsinojenlere
maruziyetin erken biyolojik belirtecleri olarak kullanilmaktadir [60]. Lenfosit hiicreleri,
kolay elde edilebilmeleri, uzun 6miirlii olmalar1 ve dolasim sirasinda farkli dokulardan
gecerken genetik hasar biriktirme potansiyelleri nedeniyle genotoksisite testlerinde siklikla

tercih edilmektedir [69].

Genetik hastaliklar veya genotoksik ajanlara maruziyet sonucunda kromozomal hasarin

meydana gelebildigi artik iyi bilinmektedir. Insanlar ve hayvanlar {izerinde yapilan
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caligmalar, kromozom aberasyonlarinin kanser gelisimi ile iliskili biyolojik gostergeler
oldugunu ortaya koymustur [70]. Bu nedenlerle CA testi, hem temel aragtirmalarda hem de
toksikolojik giivenlik degerlendirmelerinde genotoksisiteyi ortaya koymak i¢in yaygin

olarak kullanilan en 6nemli testlerden biri olarak kabul edilmektedir.

1.5.2 In vivo genotoksisite test sistemleri

In vivo genotoksisite testleri, kimyasal ve biyolojik ajanlarin canli organizmalarda DNA ve
kromozomlar {izerinde yol agabilecegi hasarlar1 degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir. Bu
testler, maddenin organizma iginde metabolize edilmesi ve biyolojik siireclere katilmasi
nedeniyle in vitro sistemlere kiyasla daha gergekci sonuglar sunar. Genetik hasarlar
mikroniikleus, kromozom aberasyonu, gen mutasyonu ve comet (kuyruklu yildiz) testleri ile
degerlendirilebildigi gibi, somatik mutasyon ve rekombinasyon testleri (SMART) de bu
alanda yaygin olarak kullanilan 6nemli yontemlerden biridir. /n vivo sistemler, dogal
metabolik siiregleri ve hiicresel etkilesimleri biitiinciil bicimde yansitmalar1 agisindan

avantaj saglarken, uzun siire gereksinimi ve yliksek maaliyet gibi dezavantajlara sahiptir.

1.5.2.1 Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART), genetik hasarin farkli tiirlerini
degerlendirerek genotoksisiteyi ortaya koyan kapsamli bir yontemdir. Bu test, canli
organizma igin cesitli kimyasal maddelerin neden olabilecegi mutasyon, delesyon,
kromozomal sapma, gen doniisiimii ve nadir goriilen mitotik rekombinasyon gibi olaylari
tespit etmektedir. Ozellikle mitotik rekombinasyon sonucu heterozigotluk kaybi ile olusan
mutant klonlarin  Drosophila  kanatlarinda gozlemlenmesi, yOntemin temelini

olusturmaktadir [71], [72], [73], [74].

SMART testinin en 6nemli avantajlari arasinda, Drosophila melanogaster’in kolay ve diistik
maliyetle tliretilebilmesi, kisa yasam dongiisii sayesinde hizli sonug elde edilebilmesi ve
farkli genetik soy hatlarinin kullanilabilmesi yer almaktadir. Ayrica insan ile bir¢ok temel
genetik mekanizmay1 paylasmasi, bu tiirli genotoksisite arastirmalar: i¢in giiclii bir model
organizma haline getirmektedir. Testin yliksek giivenilirlik, tekrarlanabilirlik ve farkli
kimyasal ya da biyolojik ajanlarin etkilerini ayirt etme kapasitesi, SMART yoOnteminin
mutajenite ve antigenotoksisite ¢alismalarinda yaygin olarak tercih edilmektedir [75], [76],

[77]. SMART testinin gii¢lii yonlerine ragmen bazi sinirliliklart da bulunmaktadir. Test
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yalnizca somatik hiicrelerde meydana gelen genetik degisiklikleri degerlendirmekte,
dolayisiyla germ hiicrelerine ait mutasyonlart dogrudan yansitmamaktadir.
Ayrica bazi kimyasal maddeler metabolik aktivasyon olmadan etkilerini ortaya

koyamayabilir, bu da testin duyarliligini sinirlayabilmektedir.

1.6  In vivo Toksikolojik Etkilerin Belirlenmesi

In vivo toksikolojik testler, kimyasal veya biyolojik maddelerin canli organizmalar
tizerindeki potansiyel zararli etkilerini degerlendirmek i¢in kullanilan temel yontemlerdir.
Bu yaklasimda, test edilecek numuneler belirli doz rejimlerinde model organizmalara
(6rnegin fare, sigan, zebra balig1 ve meyve sinegi gibi) uygulanmakta ve elde edilen sonuglar

maddenin toksisite diizeyi hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir [51].

1.6.1 Model organizma olarak Drosophila melanogaster

Meyve sinegi (Drosophila melanogaster), insan hastaliklarinin molekiiler mekanizmalarini
incelemek amactyla yaygin olarak kullanilan giiglii bir genetik model organizmadir. Memeli
canlilar ile D. melanogaster arasinda birgok temel biyolojik, fizyolojik ve ndrolojik 6zelligin
korunmus olmasi, bu tiiriin model sistem olarak 6nemini artirmaktadir. Nitekim insan
hastaliklarina neden olan genlerin yaklagik %75’inin D. melanogaster’de islevsel
homologlarinin bulunmasi, bu organizmay1 biyomedikal arastirmalarda vazgegilmez

kilmaktadir [77].

D. melanogaster, ortalama 3 mm uzunlugunda, sarimsi kahverengi gévdeye sahip kiigiik bir
tiirdiir. Dollenmis yumurtadan ergin bireyin olusumuna kadar gecen yasam dongiisi
yaklasik 10 giin slirmekte olup, toplam yasam stiresi kiiltiir kosullarina bagli olarak 50—-80
giin arasinda degismektedir. Kisa yasam dongiisii sayesinde genetik, biyokimyasal ve
molekiiler diizeyde yapilan arastirmalarda kisa silirede ¢ok sayida birey elde
edilebilmektedir. Ayrica embriyo, larva, pupa ve ergin evrelerinin tamaminin farkli deney
diizeneklerinde model olarak kullanilabilmesi, D. melanogaster’i ¢ok yonlii bir arastirma
organizmast haline getirmektedir. Bu avantajlar1 sayesinde toksikoloji ve genotoksisite

caligmalarinda giivenilir bir in vivo model olarak tercih edilmektedir [78], [79].
1.7 Antibakteriyel Aktivite

Antimikrobiyal aktivite, mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engelleme veya onlar1 ortadan

kaldirma kapasitesi olarak tanimlanmaktadir. Gliniimiizde antibiyotiklere karsi gelisen
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direng, acil bir kiiresel saglik sorunu haline gelmis olup, bu durum yeni antimikrobiyal
ajanlarin gelistirilmesine olan ihtiyaci artirmaktadir. Bu baglamda, bitki kokenli bilesikler
dogal, giivenilir ve etkili alternatifler olarak 6ne ¢ikmaktadir [2], [48], [49], [60], [80].

Ozellikle flavonoidlerin antibakteriyel aktiviteleri, halk hekimliginde uzun siiredir
kullanilmakta olan bitkilerden elde edilen ekstraktlarin in vitro kosullarda kapsamli sekilde

incelenmesiyle bilimsel olarak da giderek daha fazla ortaya konulmaktadir [80].

Dogal kaynaklardan elde edilen fitokimyasallar, alternatif veya tamamlayici tedavi
secenekleri olarak yogun ilgi gormektedir. Bitkilerden izole edilen ekstraktlar ve sekonder
metabolitler, antimikrobiyal potansiyelleri sayesinde hem geleneksel tipta hem de modern
farmasotik uygulamalarda yaygin olarak degerlendirilmektedir [81]. Bitki bazh
antibakteriyel ajanlarin etkinligi, 6zellikle fenolik bilesikler, flavonoidler, terpenoidler ve
alkaloidler ile iligkilendirilmektedir. Bu bilesikler; hiicre zarinda gecirgenlik degisikliklerine
yol acarak, enzim fonksiyonlarini inhibe ederek ya da genetik materyali dogrudan
etkileyerek antimikrobiyal aktivite gostermektedir [80]. Ozellikle Gram pozitif bakteriler,
hiicre duvar1 yapilarinin farkliligt nedeniyle bitki ekstraktlarina karst daha duyarh

olabilmektedir [82].

Bitkisel tiriinlerin antibakteriyel aktivitelerinin degerlendirilmesinde en yaygin kullanilan
yontemler arasinda disk difiizyon, agar diliisyon ve mikrodiliisyon teknikleri yer almaktadir.
Bu yontemlerde, bakteriyel biiyiime inhibisyon zonlar1 veya minimum inhibitdr
konsantrasyon (MIK) degerleri dlgiilerek biyolojik aktivite diizeyi belirlenmektedir [83].
Dolayisiyla, bitkisel kaynakli bilesiklerin antibakteriyel potansiyellerinin arastirilmasi,
antibiyotik direncine kars1 yeni ve giivenilir tedavi seceneklerinin gelistirilmesinde 6nemli

bir katki saglamaktadir.

1.8 Literatiir Ozeti

Literatiire bakildiginda Salvia candidissima subsp. candidissima, S. multicaulis, S.
suffruticosa ve S. syriaca tiirleri ile ilgili sitotoksik ve genotoksik ¢aligmalarin sinirlt oldugu
goriilmektedir. Rustaie ve arkadaslan tarafindan, S. suffruticosa toprak {iistii kisimlarindan
hazirlanan metanol, kloroform ve petrol eteri ekstrelerinden izole edilen bilesiklerin (lupeol,
B-sitosterol, stigmasterol, kafeik asit ve 1-feruloil-B-D-glikopiranoz) serbest radikal
stiptiriicii etkileri DPPH metodu ile degerlendirilmis ve 12 pug/mL ICso degeri ile kafeik
asidin en yiiksek aktiviteyi sagladigi bildirilmistir [29]. Norouzi-Arasi ve arkadaslari
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tarafindan S. suffruticosa toprak istii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin disk diflizyon
yontemi ile antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Ugucu yagin Staphylococcus saprphyticus,
Salmonella typhi, Shigella flexnery ve Escherichia coli lizerinde belirgin aktivite sergiledigi
ancak Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis tizerinde etkili olmadigi

bildirilmistir [84].

Topcu ve arkadaslari tarafindan Salvia amplexicaulis Lam., S. aucheri Benth., S. bracteata
Banks & Sol., S. candidissima, S. cassia Sam. ex Rech.f.,, S. eriophora Boiss. & Kotschy, S.
heldreichiana Boiss. ex A.DC, S. hypargeia Fisch. & C.A.Mey., S. napifolia Jacq., S. pilifera
Montbret. & Aucher ex Benth., S. recognita Fisch. & C.A.Mey., S. staminea Montbret &
Aucher ex Benth., S. syriaca, S. tomentosa Mill., S. triloba Mill. tiirlerinin sitotoksik
aktivitesi ovaryum kanseri hiicre hatlarinda (A2780) test edilmistir. En yliksek aktivitenin
elde edildigi bitki olan S. hypargeia lizerinden biyoaktivite ile yonlendirilen fraksiyonlama
caligmalar1 yapilarak abietan tipi diterpen, 2 triterpen ve yag asidi karigimi (%51.6 palmitik
asit, %6.4 palmitoleik asit) izole edilmistir. Izole edilen 6-hidroksisalvinolon ve
demetilkriptojapanol sirasiyla 3.9 ve 1.2 pg/mL ICso degerleriyle, yag asidi karigimi ise 0.6
ng/mL ICso degerleriyle A2780 hiicre hatlarinda en yiiksek aktiviteyi saglayan ornekler
olarak belirlenmistir [85].

Altun ve arkadaglari tarafindan Salvia kronenburgii Rech.f., S. multicaulis ve S. verticillata
L. toprak iistii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin ve a-pinen, B-pinen, 1,8-sineol, linalol
oksit ve karyofilen oksit maddelerinin Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus —aureus, Klebsiella pneumoniae ve Candida albicans tizerindeki
antimikrobiyal etkileri aragtirilmistir. Ucucu yaglar, P. aeruginosa hari¢ diger tiirler
tizerinde diisiik etki gosterdikleri bildirilmis, maddeler igerisinde ise en yliksek aktivitenin
a-pinen maddesinden elde edildigi bildirilmistir [86]. Uluben ve arkadaslar1 tarafindan S.
multicaulis koklerinden izole edilen diterpenoidlerin Mycobacterium tuberculosis H37Rv
susu lizerinde antitiiberkiiloz aktivitesi test edilmistir. Multikaulin,12-demetilmultikaulin,
multiortokinon, 12-demetilmultiortokinon, 12-metil-5-dehidrohorminon, 12-metil 5-
dehidroasetilhorminon ve salvipimaron bilesiklerinin tamaminin anlamli aktivite gosterdigi,
12-demetilmultikaulin, 12-demetilmultiortokinon,12-metil-5-dehidrohorminon ve 12-metil-
5-dehidroasetil-horminonun ise en etkili bilesikler olduklar1 belirlenmistir [87].
Gharenaghadeh ve arkadaglan tarafindan S. multicaulis ugucu yagimin ve ugucu yagin

nanoemiilsiyon formunun antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmistir. Nanoemiilsiyon
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formunun normal ugucu yaga kiyasla belirgin olarak daha yiiksek antimikrobiyal aktivite
gosterdigi bildirilmistir [88]. Bahadori ve arkadaslar1 S. syriaca toprak tistli kisimlarindan
elde edilen ugucu yag ile toprak iistii kisimlarindan hazirlana n-hekzan, diklorometan ve
metanol ekstrelerinin DPPH yontemi ile serbest radikal siipiiriicii ve FRAP yontemi ile demir
indirgenme testi tizerindeki etkilerini ¢alismis ve ugucu yagin her iki deneyde de yiiksek

aktivite sergiledigi bildirilmistir [89].

Karamian ve arkadaslar tarafindan S. syriaca toprak istii kisimlarindan elde edilen ugucu
yagin ve metanol ekstresinin etkisi DPPH, metal selasyon, siiperoksit radikal siipiiriicti
aktivite ve B-karoten/linoleik asit deneyleri ile degerlendirilmistir. Metanol ekstresinin tiim
deneylerde kayda deger diizeyde bir aktivite sagladig: bildirilmistir. S. syriaca toprak {stii
kisimlarindan elde edilen ugucu yagin ve metanol ekstresinin antimikrobiyal etkileri disk
difiizyon yontemi ile degerlendirilmistir. Metanol ekstresinin denenen bakterilerin ¢ogu
tizerinde antibakteriyal etki gosterdigi, en giiclii etkiyi Proteus vulgaris iizerinde sergiledigi
gbzlenmistir. Ugucu yagin ise P. vulgaris lizerinde aktivite gostermedigi ancak Bacillus
cereus lizerinde aktif oldugu bildirilmistir [90]. Tosun ve arkadaslar1 tarafindan Tiirkiye’de
Dogu Anadolu’dan toplanan sekiz Salvia tiirliniin (S.aethiopis L., S. candidissima, S.limbata
C.A.Mey, S.microstegia Boiss & Balansa, S. nemorosa L., S. pachystachys Trautv, S.
verticillata, and S. virgata Jacq.) metanol ekstrelerinde DPPH ve B-karoten testleri ile
antioksidan aktiviteleri arastirllmistir. Salvia tiirlerinin ekstratlarinin toplam fenolik
icerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi ve gallik asit kullanilarak belirlenmistir. Genis bir
varyasyon gozlemlenmistir. Tirler arasinda antioksidan aktivite ve toplam fenolik igerik
acisindan hem DPPH hem de B-karotende en aktif bitki ICs0=18.3 pug/ml ve %75.8 degeri ile
S. wverticillata olmustur. Yiksek antioksidan aktivitesi sayesinde gida endiistrisinde
kullanilabilir oldugu rapor edilmistir [91]. Sung-Sook Cho ve arkadaglar: tarafindan yapilan
calismada antioksidan aktiviteyi degerlendirmek i¢in DPPH ve ABTS'nin radikal temizleme
aktivitesi Ol¢iilmiis, DPPH deneyinde, hesperetin, hesperidin ve hesperidin glukozidinin
tedavisi, konsantrasyona bagl bir sekilde DPPH radikal temizleme aktivitesi gostermistir.
Hesperetin, hesperidin ve hesperidin glukozidinden daha yiiksek bir etki gostermis ve
hesperidin ve hesperidin glukozid 6nemli bir fark gostermemistir. Ortalama temizleme
konsantrasyonu (%50 temizleme temsil eden SCsg), hesperetin i¢in 525.18 + 1.02 pM,
hesperidin i¢in 896.21 + 0.15 uM, hesperidin glukozidi i¢in 911.00 + 0.14 uM iken, pozitif
kontrol olarak askorbik asidin SCso'si 61.78 & 0.02 uM bulunmustur [92].
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Carvalho ve arkadaslar yaptiklar1 ¢calismada Melissa officinalis (L.) (Lamiaceae), limon otu
olarak bilinen bir bitkide antigenotoksisitesi, antimutajenitesini ve ayrica kuyruklu yildiz ve
mikroniikleus analizi yoluyla genotoksik/mutajenik potansiyelini in vivo aragtirmigtir. CF-1
erkek fareler, intraperitoneal enjeksiyonla tuzlu su veya Metilmetansiilfonat (MMS)
dozlariyla tedaviden 6nce, 2 hafta boyunca bir M. officinalis Oziitiiniin etanolik (Mo-EE)
(250 veya 500 mg/kg) veya sulu (Mo-AE) (100 mg/kg) ¢ozeltileriyle tedavi edilmistir.
Dozlardan bagimsiz olarak, kan ve kemik iligi 6rneklerinde genotoksik veya mutajenik etki
gozlenmemistir. Mo-EE, alkilleyici ajan (MMYS) ile tedavi edilen farelerin kan hiicrelerinde
tim dozlarda antijenotoksik bir etki goOstersede, bu Mo-AE i¢in gecerli olmamistir.
Mikroniikleus testi, Mo-EE'nin koruyucu etkisini ortaya koymus, ancak yalnizca en yliksek
dozda uygulandiginda. M. officinalis 'in etanolik bir 6ziitiiniin antigenotoksik/antimutajenik
ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir. Bu sonug¢ da tibbi agidan 6nemli oldugunun bir
gostergesi olmustur [93]. Ghorbani ve arkadaslari; Kim ve arkadaslar1 yaptiklar
caligmalarda, rosmarinik asitin serbest radikal ve reaktif oksijen tiirlerini temizleyerek

biyolojik sistemlerde gii¢lii bir antioksidan kapasitesi sergiledigini bulmustur [94], [95].

Sadeghi ve arkadaglar1 son zamanlarda rosmarinik asitin periferik kan mononiikleer
hiicrelerinde lipopolisakkarit kaynakli oksidatif hasar ve inflamasyon tizerindeki etkisini
arastirmigtir. Calisma, RA aracili lipid peroksidasyonunda ve NO seviyelerinde diisiis

oldugunu ve antioksidan/oksidan dengesinin geri kazanildigin1 géstermistir [96].

Pizzale ve arkadaslari, Exarchou ve arkadaslari, Papageorgiou ve arkadaslar1 yaptiklari
calismalarda Salvia fruticosa 6zlerinin antioksidan etkileri ile toplam fenol ve flavonoid
diizeyleri ile baz1 fenolik bilesenler arasinda giiglii bir pozitif iliski tespit edilmistir. Bu
bulgular dogrultusunda arastirmacilar, bu bitkiye ait ugucu yaglarda bulunan fenolik

maddelerin antioksidan aktivitede 6nemli rol oynadigini belirtmislerdir [97], [98], [99].

Papageorgiou ve calisma arkadaslari, bitkilerde fenolik bilesiklerin sentezlenmesi ve
birikiminin; sicaklik, nem ve yagis gibi ¢evresel faktorlerin etkilesimine bagli olarak artis ya

da azalma gosterebildigini bildirmistir [99].
Urek ve arkadaslari, izmir yéresinden temin edilen Salvia fiuticosa Mill. bitkisinin yaprak

ve cicek ekstraktlarinda toplam fenolik igeriklerin incelenen Polygonum cognatum Meissn,

Salvia officinalis L., Thymus vulgaris L., Rosmarinus officinalis L. ve Origanum vulgare L.
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tiirlerininkinden daha yiiksek oldugu; yaprak ekstraktindaki hidroksil radikali siipiirme
kapasitelerinin (%) ise Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis ve
Thymus vulgaris ekstrelerine kiyasla yliksek diizeyde oldugu belirlenmistir. Yaprak ve ¢igek
ekstraktlar1 arasinda yapilan karsilastirmali degerlendirmeler, Salvia fruticosa'nin yaprak
ekstraktlarinin toplam antioksidan kapasitesinin istatistiksel olarak anlamli sekilde daha

yiiksek oldugunu gostermistir [ 100].

Buna ek olarak, Senol ve arkadaglarinin gerceklestirdigi bir diger ¢alismada, 28’1 endemik
olmak {izere toplam 55 farkl Tiirk Salvia taksonunun antioksidan aktiviteleri analiz edilmis;
elde edilen sonuglara gore, en yiiksek antioksidan etkinlik (%89,23) S. fruticosammm
diklorometan ekstraktlarinda gozlemlenmistir [101]. Literatiirde baska Salvia tiirleri ile
yapilan ¢aligmalarda metanol, %80 metanol ve diklorometan dziitlerinin antikanser 6zellikte
oldugu bildirilmistir. S. eremophila Boiss ve S. santolinifolia Boiss.’in tiim 6ziitleri 1.5-75.2
pg oziit/mL'lik ICso degerlerinde sitotoksik aktivite gostermislerdir [102]. Zare ve
arkadaslari, yaptiklar bir ¢calismada S. officinalis 0ziitiiniin, doz ve zamana bagl olarak,
apoptozise bagli bir yolak araciligiyla lenfoma ve losemik hiicrelerin ¢ogalmasini
engelledigi bulunmustur [103]. Erturk ve arkadaslari; S. candidissima subsp. candidissima
metanol oziitiiniin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri tizerindeki potansiyel
sitotoksik/apoptotik aktivitelerini degerlendiren bir bagka caligmada ise bitkinin MCF-7 ve
MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin sag kalimini doza bagli bir sekilde baskiladigini
gostermistir [104].

1.9 Calismanin Amaci

Hidrojen peroksit (H20:), mutajenik 6zellikleri nedeniyle deneysel modellerde iyi bilinen
bir kanser indiikleyicisi olup hiicrelerde dogal bir oksidatif hasar kaynagidir. DNA {izerinde
tek ve ¢ift zincir kiriklar1 da dahil olmak iizere cesitli lezyonlara yol acabilmektedir [67].
Olusan oksidatif hasarin onarilamamasi durumunda bu birikim zamanla artmakta ve diyabet,
Alzheimer, kardiyovaskiiler hastaliklar ve malign tiimdrler gibi ¢ok sayida patolojinin
gelisiminde rol oynamaktadir [105]. Bu tiir oksidatif hasara karst dogal koruyucularin
belirlenmesi, 6zellikle bitkisel kaynakli ajanlarin degerlendirilmesini onemli kilmaktadir.
Bitkisel {irlinlere yonelik arastirmalarda en temel Oncelik, bu iirlinlerin gilivenilirliginin
belirlenmesidir [106,107]. Tiirkiye florasinda yaklasik 400 civarinda bitkinin tibbi kullanim
potansiyeli bulundugu bildirilmistir ve Salvia tiirleri bu bitkiler arasinda 6nemli bir yere

sahiptir [28]. Tibbi bitkilerin genotoksik potansiyellerinin belirlenmesi yalnizca bu iirtinlerin
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giivenli pazarlanmasi agisindan degil, ayn1 zamanda farmasétik iiriinlerin ruhsatlandirilmasi
icin gerekli klinik oncesi giivenlilik calismalarinin da ayrilmaz bir pargasidir. Bunun
yaninda, genotoksisite testleri, s6z konusu bitkilerin olasi mutajenik veya karsinojenik

risklerinin ortaya konulmasi agisindan da kritik bir rol tasimaktadir.

Bu tez calismasinda, Tiirkiye florasinda tibbi 6nemi bulunan dort farkli Salvia tiiri (S.
candidissima subsp. candidissima, S. multicaulis, S. suffruticosa, S. syriaca) secilerek bu
tiirlerin su, etanol, metanol ve etil asetat ekstraktlarinin biyolojik aktiviteleri in vitro ve in
vivo sistemlerde ¢ok yonlii olarak degerlendirilmistir. Ayrica insan lenfosit kiiltlirlerinde
H:0: kaynakli oksidatif hasara kars1 sitoprotektif ve antigenotoksik etkileri arastirilmistir.
Bu kapsamda sitotoksik etkiler MTS testi ile, genotoksik ve antigenotoksik etkiler
mikroniikleus, kromozom aberasyon testleri ile, antimutajenik/antirekombinojenik etkiler
ise SMART kanat spot testiyle Drosophila melanogaster lizerinde in vivo olarak analiz
edilmistir. Ayrica, ilgili Salvia tiirlerinin antioksidan kapasiteleri DPPH, ABTS ve FRAP
testleriyle, antibakteriyel aktiviteleri disk difiizyon ve MIK yontemiyle ve fitokimyasal
ozellikleri LC-MS/MS analiziyle arastirilmistir. Gelisimsel toksisite ve in vivo antioksidan
etkiler ise D. melanogaster modelinde puparasyon, hayatta kalma ve eklozyon oranlar
tizerinden analiz edilmistir. Amacimiz, bu Salvia tiirlerinin giivenilirligini, terapotik
potansiyelini ve oksidatif strese karsi koruyucu etkinligini sistematik olarak ortaya

koymaktir.
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2. MATERYAL - METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Bitki materyallerinin temini

Bu aragtirmada kullanilan Salvia candidissima subsp. candidissima, Salvia multicaulis,
Salvia suffruticosa ve Salvia syriaca tirleri, ¢iceklenme donemlerinde belirlenen

lokalitelerden Dog. Dr. Mikail ACAR tarafindan teshis edilerek toplanmustir.

Salvia candidissima subsp. candidissima: Tunceli Ovacik arasi yol kenar1 5. km, yaklagik

1000 m, 28-29 Haziran 2020 (39.121075°N, 39.508863°E).

Salvia multicaulis : Tunceli Aktuluk mahallesi, Munzur Universitesi kampiis i¢i a1k alanlar

ve yol kenarlari, 1000 m (39.045467°N, 39.508405°E).

Salvia suffruticosa: Tunceli Atatlirk mahallesi, bos tarlalarda, 900 m (39.077282°N,
39.531123°E).

Salvia syriaca : Tunceli Atatiirk mahallesi, bos tarlalarda, 900 m (39.077585°N,
39.533380°E).

2.1.2 Kullamlan kimyasallar ve cihazlar
Arastirma kapsaminda kullanilan cihazlar ile kimyasal maddeler iliskin detayli bilgiler

sirastyla Tablo 2.1 ve Tablo 2.2' de sunulmustur.

Tablo 2.1: Arastirmada kullanilan cihazlarin marka, model ve iiretici bilgileri

Kullanilan Cihazlar

e  Analitik terazi (Denver Instrument) e Sogutmali santrifiij (Hettich

e Buzdolab1 (+4° C Regal) Rotina 380R)

e Buzdolabi (-20° C) (Altus) e Spektrofotometre (Perkin Elmer

e Biyogiivenlik kabini (Labconco) Spektrum 100)

e Etiiv (Memmert) e Su banyosu (Elma Sonic)

e  Magnetik karistirict (Heidolph) e Otoklav (Hirayama)

e Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre e Saf su cihazi (Human Power I)
(Thermo Scientific) ¢ pH metre (Hanna Instruments)
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Tablo 2.2: Arastirmada kullanilan kimyasal maddelerin isimleri ve 6zellikleri

Kullamlan Kimyasal Maddeler

e ABTS tuzu e Miiller Hinton Agar

e 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) e Miiller-Hinton Broth

e FEtil Asetat e MTS reaktifi

e Etil Alkol e NaHPO4

e Eter e NaCl

e Fetal Bovin Serum e NaOH

e Ficoll-Paque PLUS e Penisilin/ Streptomisin

e Glisiyal Asetik Asit e Phytohemoglutinin

e Giemsa Boyasi e RPMI 1640 Besiyeri

e Hidrojen Peroksit e Sitokalasin B

e KCI e Tripan Mavisi

e Kolsisin e Tetrazolium violet

e KH>, PO, e Trolox

e Metanol e Luria-Bertani Broth
2.2 Metot

2.2.1 Bitki orneklerinden ekstrakt elde edilmesi

Havada kurutulan S. candidissima subsp. candidissima, S. multicaulis, S. suffruticosa ve S.
syriaca bitkilerinin yaprak ve cigek kisimlar1 ogiitiillerek toz haline getirilmistir. Her bitki
orneginden 50 gram tartilarak, 250 mL'lik su ve %80 konsantrasyonda hazirlanmig 250
mL'lik etanol, metanol ve etil asetat ¢oziiciileri ile ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur.
Karisgimlar, gece boyunca g¢alkalamali inkiibatorde (150 rpm, 2542 °C) bekletilmistir.
Ekstraksiyon sonrasinda siiziilen ¢ozeltiler, diisiik basing altinda doner buharlastirici (rotary
evaporator) kullanilarak konsantre edilmistir. Boylece, -20 °C’de saklanmak {iizere yagh

kivamda yar1 kat1 ekstraktlar elde edilmistir [108], [109].

Ekstraksiyon siirecinde ¢oziicii se¢imi, Ozellikle ¢coziintirliik ve segicilik gibi parametreler
dikkate alindiginda biiylik 6nem tasir. Ekstrakte edilecek bilesiklerin ¢oziintirligi,
kullanilan ¢oziiclinlin polaritesiyle dogrudan iliskili olup, bu uyum ¢6ziicii verimliligini
belirleyen temel etkenlerden biridir. Bu baglamda, etanol, metanol, su ve aseton gibi
coziiciiler, bitkisel materyallerden biyoaktif bilesiklerin izole edilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Etanol, hem polar hem de apolar bilesenleri ¢c6zme kapasitesine sahip
olmas1 nedeniyle ¢ok yonlii bir ¢oziiciidiir. Ozellikle fenolik bilesikler, terpenoidler, lipitler
ve yag asitlerinin ekstraksiyonunda etkili ve giivenli bir se¢enek olarak one ¢ikmaktadir.

Metanol ise yliksek polaritesi sayesinde flavonoidler, alkaloidler, tanenler ve saponinler gibi
cesitli biyoaktif bilesiklerin ¢oziinmesinde yiliksek verimlilik saglar. Ancak, toksik yapisi

nedeniyle laboratuvar uygulamalarinda dikkatli kullanilmalidir [110].
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2.2.2 LC-MS/MS ile bitkisel materyallerin kimyasal bilesimlerinin belirlenmesi

Fenolik bilesiklerin tayini i¢in, Sifaou ve arkadaslarinin ekstraksiyon metoduna bazi
uyarlamalar yapilarak caligma yiirtitiilmiistiir. Her bir 6rnekten 0.5 gram alinarak, i¢erisine
%12.7 su, %14.8 etanol ve %72.5 metanolden olusan toplam 1 mL ¢oziicii eklenmistir.
Karigimlar, 55 °C’de ve 250 rpm hizinda ¢alkalayici inkiibatorde 60 dakika siireyle
tutulmustur. Isiktan etkilenmemesi i¢in tiipler aliiminyum folyoyla kaplanmis ve ekstraktlar
+4 °C’de gece boyunca saklanmistir. Sonrasinda coziiciiler rotary evaporator yardimiyla

buharlastirilarak analiz i¢in uygun konsantrasyona getirilmistir [111].

Fenolik bilesiklerin analizi, Agilent 1260 Infinity s1vi kromatografi sistemi ve Agilent 6420
Triple Quadrupole LC-MS/MS cihazi ile gergeklestirilmistir. Ayrim, C18 ODS kolonu (25
x 4.6 mm, 5 um partikiil boyutu) kullanilarak yapilmistir. Enjeksiyon hacmi 2 pL, akis hizi
ise 0.4 mL/dakika olarak ayarlanmistir. Mobil faz olarak, %0.1 formik asit igeren su
(soliisyon A) ile metanol (soliisyon B) kullanilmistir. Bu kosullar altinda fenolik bilesiklerin

hassas ve secici analizi saglanmistir.

2.2.3 Bitkisel ekstraktlarda antioksidan aktivitenin degerlendirilmesi

Salvia tiirlerinin antioksidan kapasiteleri, serbest radikallerin etkisini azaltma ve ndtralize
etme yetenekleri temel alinarak degerlendirilmistir. Bu amacgla, DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil), ABTS" (2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)) ve FRAP
(Ferrik Rediiksiyon Giicii) radikal siipiirme yontemleri kullanilmistir. Bu yontemler, bitki
ekstraktlarimin radikal siiptirme etkinligini Olcerek, potansiyel antioksidan aktivitelerini

ortaya koymustur.

2.2.3.1 DPPH yontemi

Salvia tiirlerinin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde, serbest radikal giderme esasina
dayanan 2,2'-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) yontemi kullanilmistir. Bu amacla, 0.0240 g
DPPH tartilarak metanol igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve ¢ozelti hacmi 100 mL’ye balon joje ile
tamamlanmistir. Analiz i¢in, 0.05 mL bitki ekstrakti (stok: 10 mg/mL) [112], 2.5 mL DPPH
cozeltisi ve 2.5 mL metanol ile karigtirllmistir. Elde edilen karisim, oda sicakliginda ve
karanlik kosullarda 60 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Ardindan, absorbans degerleri 517
nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iilmiistiir [113].
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Elde edilen verilerin istatistiksel analizi i¢in Paired Student’s t-testi uygulanmistir. Her
analiz en az ii¢ biyolojik tekrarla gerceklestirilmis, ortalama degerler + standart hata (SE)
olarak ifade edilmistir. Istatistiksel anlamlilik simir1 p<0.05 olarak kabul edilmis ve

hesaplamalarda Microsoft Office Excel yazilimi kullanilmistir.

2.2.3.2 ABTS yontemi

Salvia tiirlerinin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde kullanilan bir diger yontem,
2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS") radikal siipiirme testidir.
ABTS" radikali, esit hacimlerde alinan 7 mM ABTS tuzu ve 2.4 mM amonyum persiilfat
¢ozeltilerinin karistirilmasiyla hazirlanmistir.  Olusan karisim, radikal olusumunun

tamamlanmas1 amaciyla karanlik ortamda 12-16 saat boyunca bekletilmistir.

Analiz i¢in, 2.95 mL ABTS* c¢ozeltisi ile 0.05 mL bitki ekstrakti (stok: 10 mg/mL)
karistirilarak 3 mL'lik kiivetlere aktarilmig ve absorbans degerleri 734 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak Sl¢iilmiistiir [112]. Her 6rnek i¢in analizler ii¢ biyolojik tekrar ile
gerceklestirilmis ve sonuglar ortalama =+ standart hata (SE) seklinde ifade edilmistir [113].

Istatistiksel degerlendirmelerde Paired Student’s t-testi kullanilmis ve p< 0.05 degeri
anlamlilik smir1 olarak kabul edilmigtir. Hesaplamalar Microsoft Office Excel programi

araciligiyla yapilmistir.

2.2.3.3 FRAP yontemi

Antioksidan kapasitenin belirlenmesinde kullanilan bir diger yontem, ferrik rediiksiyon
antioksidan giici (FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power) yontemi testidir. Yontem,
ilgili literatiirde belirtilen protokol esas alinarak uygulanmigtir [114]. FRAP reaktifi, 40 mM
HCI i¢inde ¢oziilmiis 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) ¢ozeltisinin, 25 mL asetat tamponu
(pH 3.6) ve 20 mM FeCls ile belirli oranlarda karistirilmasiyla hazirlanmistir. Hazirlanan

nihai ¢ozelti, 1.67 mM Fe** ve 0.83 mM TPTZ igermektedir.

Analizlerde, bitki ekstraktlar1 hazirlanan oksidan ¢ozeltiye eklenmis ve ardindan 593 nm
dalga boyunda absorbans ol¢iimleri gergeklestirilmistir. Kalibrasyon egrisi, E vitamininin
suda ¢Oziiniir analogu olan Trolox kullanilarak hazirlanmis ve sonuglar "pg/g Trolox

esdegeri" cinsinden ifade edilmistir [115].
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2.2.4 Hiicre kiltiiri

2.2.4.1 Malzeme sterilizasyonu

Hiicre kiiltiirii islemleri sirasinda kontaminasyonu 6nlemek amaciyla, kullanilan tiim cam ve
plastik malzemeler deney oOncesinde uygun yontemlerle steril hale getirilmistir. Tek
kullanimlik plastik malzemeler (pipet uglari, Eppendorf tiipleri, Falcon tiipleri vb.) tiretici
tarafindan steril olarak temin edilmis ya da cam malzemeler (beher vb.) ile birlikte 121 °C’de

15 dakika siireyle otoklavda sterilize edilmistir.

Kullanilan ¢ozeltiler ve besiyerleri, filtrasyonla sterilize edilmeye uygun olanlar igin
0.22 um por ¢apina sahip membran filtre ile siiziilerek sterilize edilmis; 1s1l isleme dayanikl
stvi ortamlar ise otoklavlanarak steril hale getirilmistir. Caligma alan1 ve hiicre kiiltiirii kabini
ise deney Oncesinde %70’lik etanol ile silinerek dezenfekte edilmis, ardindan UV lamba

altinda en az 30 dakika 1siklandirilarak sterilizasyon saglanmistir.

2.2.4.2 Besiyeri hazirlanmasi

Bu calismada, kandan izole edilen lenfositlerin kiiltiir ortaminda ¢ogalmasini saglamak
amactyla 500 mL RPMI-1640 besiyeri 6zel olarak hazirlanmistir. Besiyerine, hiicrelerin
gelisimini desteklemek i¢in %10 oraninda Fetal Bovin Serum (FBS) ilave edilmistir. Olas1
mikrobiyolojik kontaminasyonu engellemek amaciyla, penisilin ve streptomisin antibiyotik
karisimi kullanilmistir. Lenfositlerin aktivasyonunu tesvik etmek i¢in kiiltiir ortamina
phytohemagglutinin (PHA) eklenmistir. Hazirlanan besiyeri, kullanilana kadar +4 °C’de

steril kosullar altinda saklanmistir.

2.2.4.3 Kandan lenfosit izolasyonu

Deneylerde kullanilmak iizere izole edilecek lenfositler, saglikli, kronik hastaligi olmayan,
sigara kullanmayan ve son aylarda enfeksiyon gecirmemis goniillii bireylerden alinmistir.
Sitotoksisite analizlerinde EDTA igeren tiipler, genotoksisite testlerinde ise heparin kaplt

tiipler tercih edilmistir.

Calismaya, yaslar1 25-30 arasinda degisen 5 erkek ve 5 kadin olmak tizere toplam 10 goniillii
katilmistir. Kan 6rnekleri laboratuvara ulastirildiktan sonra, her 6rnek 7 mL Ficoll-Paque
lizerine karismadan yavas¢a 3 mL kan eklenmistir. Bu karigim, 1500 rpm’de 30 dakika
santrifiij edilerek yogunluk farkina dayali katmanlagma saglanmistir. Santrifiij sonunda, kan

dort katmana ayrilmistir. Plazma katmaninin hemen altinda, bulanik goriiniimdeki lenfosit
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tabakas1 dikkatle toplanmistir. Toplanan hiicre siispansiyonuna 7 mL serum fizyolojik
eklenmis ve 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek lenfositler ¢oktiiriilmiistiir. Elde edilen
lenfositler, sitotoksisite deneyleri icin hazirlanan stok besiyerlerine aktarilmis ve kiiltiir
hacmi 5 mL olacak sekilde ayarlanmistir. Her kiiltiire 100 pL lenfosit siispansiyonu ilave

edilmistir [73].

— — Santrifugasyon (D
l /;
[
Plazma
—l —- Lenfositler
Diger Hiicre
lerin Kalhin
Tabakasi
H = Ficoli-Paque I
Kan Ficoll-Paque L enfosit

Uzerine eklenen

tabakasinin
kan

alinmasi

Lenfosit izolasyonu

Sekil 2.1: Ficoll-Paque eklenmis kanin santrifiij sonrasi katmanlari

2.2.5 Sitotoksisite testleri

Calismada, bitki ekstraktlarinin hiicre canlilig1 {izerindeki etkilerini belirlemek amaciyla
sitotoksisite analizleri gerceklestirilmistir. Bu amagla MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-stilfofenil)-2H-tetrazolyum) testi uygulanmistir. Hiicrelerin
metabolik aktivitelerine bagli olarak indirgenmis formlarin Sl¢iilmesi esasina dayanan bu

yontem, canli hiicrelerin varligini kantitatif olarak degerlendirmeyi miimkiin kilmistir.

2.2.5.1 MTS testi

Salvia tiirlerine ait ekstraktlarin olas1 toksik etkileri, izole edilmis insan lenfositleri tizerinde
MTS(3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil )-2H-

tetrazolyum) testi ile degerlendirilmistir. Hiicreler, saglikli ve goniillii bireylerden alinan
periferik kan Orneklerinden Ficoll-Paque yogunluk gradyani santrifligasyonu yontemiyle

izole edilmistir.

MTS testi, mitokondriyal aktiviteye dayali olarak hiicre canliligin1 belirlemeye yarayan
kolorimetrik bir yontemdir. Kullanilan tetrazolyum tuzu, canli hiicrelerde mitokondriyal
enzimler araciligiyla indirgenerek saridan mora doniisen formazan adli renkli bir iirline

dontisiir. Bu renk degisimi yalnizca metabolik olarak aktif hiicrelerde gergeklestiginden, test
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sonucunda elde edilen absorbans degeri hiicre canlilig1 hakkinda dogrudan bilgi verir. Cansiz
hiicrelerde bu donilisiim gozlenmez ve renk degisimi meydana gelmez [73]. Calismada

uygulanan MTS protokolii, toplam dort giinliik bir deney siirecine dayanmaktadir.

1. giin; izolasyon sonras1 elde edilen hiicreler, her biri 5 mL kiiltiir ortam1 igeren deney
tiiplerine 100 pL hiicre siispansiyonu olacak sekilde eklenmis ve 37 °C sicaklikta bir gece
inkiibasyona birakilmigtir. Bu siireg, hiicrelerin ortama adapte olarak cogalmalarini

saglamak amaciyla gerceklestirilmistir.

2. giin; Inkiibasyondan ¢ikan lenfosit hiicrelerine Salvia ekstraktlarinin iic farkli
konsantrasyonu (25, 50 ve 100 mg/L) uygulanmistir. Negatif kontrol grubuna (sadece
besiyeri ve hiicre) ise herhangi bir uygulama yapilmamustir. Ornekler iki gruba ayrilarak ilk

grup 24 saat, ikinci grup ise 48 saat siireyle 37 °C'de inkiibe edilmistir.

3. giin; 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ilk gruptaki hiicrelere MTS testi
uygulanmistir. Oncelikle tiipler 1500 rpm hizinda 10 dakika siireyle santrifiij islemine tabi
tutularak hiicreler ¢okeltilmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra, olusan pellete 300 pL
taze besiyeri ilave edilerek hiicrelerin yeniden siispanse olmasi saglanmistir. Elde edilen
hiicre siispansiyonlart 96 kuyucuklu mikroplaklara 100 pL’lik hacimlerle ve ii¢ tekrar
halinde transfer edilmistir. Her kuyucuga 20 uLL MTS reaktifi ilave edilerek 4 saat boyunca
37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 490 nm dalga boyunda absorbans

degerleri spektrofotometrik olarak 6l¢tilmiistiir.
4. giin; 48 saatlik inkiibasyon siiresi tamamlanan ikinci gruptaki hiicreler i¢in de iiglincii

giinde uygulanan protokol birebir tekrarlanmis ve absorbans Olgliimleri ayni sekilde

gerceklestirilmistir [116].
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2.2.6 Genotoksisite test sistemleri

Genotoksisite degerlendirmeleri i¢in dogrudan tam kan 6rnegi kullanilmistir. Hazirlanan 5
mL’lik kiltir ortamma 0.5 mL tam kan eklenerek hiicre Kkiiltiirii olusturulmustur.
Sitotoksisite testlerinde kullanilan su, etanol, metanol ve etil asetat ekstraktlarinin 50 ve 100
mg/L. konsantrasyonlarindaki farkli dozlar1 genotoksisite testlerinde de uygulanmustir.
Genotoksisite analizlerinde, bitki ekstraktlarinin lenfositler iizerindeki etkileri yani sira,

pozitif kontrol olarak hidrojen peroksit i¢eren drnekler de ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

Tablo 2.3: Deney tiiplerine eklenen bilesenler

1. Tip 50 mg/L Bitkisel ekstrakt

2. Tiip 50 mg/L Bitkisel ekstrakt + 6.5 pg/ mL H,O»
3. Tiip 100 mg/L Bitkisel ekstrakt

4. Tip 100 mg/L Bitkisel ekstrakt + 6.5 pg/ mL H>O»
NK Tiipii 0 mg/L Bitkisel ekstrakt

PK Tiipii 6.5 ug/mL H>O»

Tablo 2.4: Genotoksisite testlerinde kullanilan baslica tampon bilesenleri

Soliisyon Ad1 Hazirlanisi Kullanim Amaci Saklama Kosulu
Sorenson Tamponu 56 mL Na:HPO4 + 44 | Giemsa boyasiyla Taze hazirlanmalidir.
mL KH2POs (pH 6.8) | birlikte boyama
islemleri igin
kullanilir.
%35 Giemsa 5 mL Giemsa + 95 Genetik materyalin Taze hazirlanmalidir.
Soliisyonu mL Soérenson boyanmasinda
tamponu kullanilir.
KCI (0.075 M) 2.794 g KCI + 500 Hiicre sigirme, +4°C veya 37 °C’de
mL saf su hipotonik ortam saklanabilir.
saglamaktir.
Na:HPO4 9 g Na2HPO4 + 500 Tampon ¢ozelti Oda sicakliginda
mL saf su hazirlanmasinda uzun siire
kullanilir. saklanabilir.
KH2PO4 13.7 g KH2PO++ 1 L | Tampon ¢ozelti Oda sicakliginda
saf su hazirlanmasinda uzun sire
kullanilir. saklanabilir.
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2.2.6.1 Mikroniikleus testi

Genotoksisite analizinde kullanilan mikroniikleus testi, hiicrelerin genetik hasarinin
degerlendirilmesinde 6nemli bir yontemdir. Bu ¢alismada, kiiltiir ortamina hiicre
boliinmesinin son agsamasi olan sitokinezde durdurma saglamak amaciyla 44. saatin basinda,
boliinmekte olan hiicrelerde sitokinez inhibisyonu yapan 3 pg/mL konsantrasyonunda
sitokalazin-B (Cyt-B) ilave edilmistir. Boylece, biniikleer hiicrelerin olusumu tesvik
edilmigstir. 48. saatte bitki ekstraktlar1 kiiltiir ortamina eklenmis ve hiicreler 72. saatte

toplanmustir. Hiicreler, 800 rpm hizinda 5 dakika santrifiij edilerek pellet haline getirilmistir.

Pellet igerisindeki hiicrelerin sismesini saglamak ve mikroniikleuslarin mikroskop altinda
daha kolay gozlemlenebilmesi i¢in 0,075 M konsantrasyondaki KCI hipotonik soliisyonu
uygulanmistir. Hipotonik ortamda hiicreler yaklasik 4 dakika oda sicakliginda bekletildikten
sonra tekrar 800 rpm’de 5 dakika santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Pellet, metanol ve
glasilik asetik asidin 3:1 oraninda karisimi ile hazirlanan taze ve soguk fiksatifle yavasca 7
mL’ye tamamlanmis, ardindan Kkiiltiir ortamina birka¢ damla formaldehit eklenerek
hiicrelerin sabitlenmesi saglanmistir. Bu fiksasyon islemi 5 dakika slirmiis ve sonrasinda
tekrar 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Hiicre yogunluguna bagl olarak, fiksatif
hacmi 1 mL artirilarak, temizlenmis lameller {izerine yayma yapilmistir. Hazirlanan
yaymalar kurutulduktan sonra, %5’lik Giemsa soliisyonu ile salede 15 dakika boyanmius,
ardindan distile su ile durulanip serin ortamda kurumaya birakilmistir. Hazirlanan
preparatlar, 151k mikroskobunda 40x biiylitme ile incelenmis ve biniikleer hiicreler

icerisinden mikroniikleus igeren hiicreler sayilmistir [108].

a b C

Sekil 2.2: Mikroniikleus tastyan hiicrelerin goriintiileri a) iki mikroniikleuslu hiicre, b) ii¢
mikrontiikleuslu hiicre, ¢) mikroniikleus ve mononiikleuslu hiicreler [117].
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Mikroniikleus testi kapsaminda, niikleer béliinme indeksi (NBI) hiicre proliferasyonunu
6l¢mek amaciyla asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmaigtir:

NBi= [(1xN1?) + (2x N2°) + (3xN3°) + (4xN4%)] / (N1+ N2+ N3+ N4) 2.1)

Burada; N1, N2, N3 ve N4 sirastyla bir, iki, ti¢ ve dort ¢ekirdege sahip hiicre sayisini ifade
etmektedir. NBI degeri, hiicre boliinme hizin1 yansitarak genotoksik etki degerlendirmesinde
Oonemli bir parametre olarak kullanilir.

“mononiikleuslu hiicre sayisi, °biniikleuslu hiicre sayisi, ‘triniikleuslu hiicre sayisi,

dtetraniikleuslu hiicre say1s

2.2.6.2 Kromozom aberasyon testi

Bu testte, 5 mL’lik besiyeri igerisine 0.5 mL periferik tam kan eklenmis ve kiiltiir tiipleri
37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Testin amaci, lenfositlerin boliinme siirecinde metafaz
evresinde durdurularak kromozomlarin mikroskobik olarak gozlemlenebilir hale

getirilmesidir.

Inkiibasyonun 48. saatinde deney gruplarma bitki drnekleri ile birlikte pozitif kontrol

amaciyla hidrojen peroksit (H20:) ilave edilmistir.

Inkiibasyonun 70. saatinde, hiicrelerin metafaz evresinde durdurulmasini saglamak amaciyla

kiiltiir ortamina 5 pg/mL kolsisin ilave edilmistir.

72. saatin sonunda tiipler 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek hiicrelerin ¢okelmesi
saglanmigtir. Coken hiicrelerin sismesi ve kromozomlarin daha net gozlenebilmesi icin
pellet lizerine 7 mL %0.075 M KCI ¢ozeltisi eklenmis ve tiipler 6 dakika boyunca oda
sicakliginda bekletilmistir. Ardindan tekrar 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij uygulanmis ve
siipernatant  uzaklastirilmistir. Kalan hiicreler, 3:1 oraninda taze hazirlanmig
metanol:glasiyel asetik asit igeren fiksatif soliisyonu ile sabitlenmis ve hacim 6 mL’ye

tamamlanmuistir.

Ik fiksasyonun ardindan tiipler 15 dakika siireyle 3500 rpm’de santrifiij edilmistir. Bu
fiksasyon islemi toplam {ii¢ kez tekrarlanmistir. Son fiksasyondan sonra pellet uygun
miktarda fiksatif ile ¢oziildiikten sonra lamlar iizerine damlatilarak yayma preparatlar

hazirlanmistir ve kurumasi icin oda sicakliginda bekletilmistir. Tamamen kuruyan lamlar,
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%5°1ik Giemsa boyasi iceren soliisyonda 15 dakika siireyle boyanmis, ardindan distile suyla

yikanarak tekrar kurutulmustur [118], [119].

Bu testte, mitotik aktiviteyi degerlendirmek amaciyla % mitotik indeks (MI), 2.2 numarali
formiilde belirtilen yontem esas alinarak hesaplanmistir:

%MI= (Boliinen Hiicre/Toplam Hiicre)x100 (2.2)
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Sekil 2.3: Lenfositlerde farkli tiplerde kromozom sapmalari
(A) Kromatit kirigi, (B) Kardes kromatit birlesimi, (C) Kromozom kiriklari, (D) Fragman,
(E) Halka kromozom, (F) Disentrik kromozom, (G) Poliploidi, (H) Endoreduplikasyon
[120].

2.2.6.3 In vivo somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

Bu test kapsaminda, D. melanogaster tiirii i¢cin uygun deneysel kosullar hazirlanmstir.
Besiyeri, 1000 mL saf su igerisine 86 g seker, 18 g agar, 180 g irmik, 40 g maya, 8 damla
mikostatin ve 10 mL propiyonik asit ilave edilip homojen bir sekilde karistirilarak

hazirlanmistir. Elde edilen karisim sterilize edilmis siselere 20’ser gram olacak sekilde

dagitilmistir [119,120].

Calismada, genotipleri mwh/mwh olan 7 erkek ve flr’/TM3, Bds genotipine sahip 7 disi D.
melanogaster bireyi ¢caprazlanarak 22 °C sicaklikta 72 = 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu
stirecin sonunda elde edilen larvalarin ii¢lincii instar evresine gelenlerinden 70 tanesi
secilerek, deney ve kontrol gruplarina ayrilmis besiyerlerine transfer edilmistir. Negatif
kontrol grubunun besiyerine herhangi bir madde eklenmemistir. Deney grubu besiyerlerine

ise calismada kullanilan bitki ekstraktlari, 50 mg/L ve 100 mg/L konsantrasyonlarinda
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uygulanmigtir. Gelisen bireylerden elde edilen sineklerin kanatlarindan preparatlar

hazirlanmis ve her bir kanat, 151k mikroskobunda (40x biiyiitme) incelenmistir.

Kanatlarda gozlemlenen lezyonlar; tekli noktalar veya ikiz noktalar olarak
siniflandirilmistir. Tekli nokta sayisi licten az olanlar “kiiglik tek noktalar”, iigten fazla

olanlar ise “biiyiik tek noktalar” olarak kaydedilmistir.

Her birey i¢in kanat basina nokta frekansi (Fr) asagidaki formiile gore hesaplanmistir:

Fr = Toplam nokta sayis1 / Kanat sayis1 (N) [123]. (2.3)
2.2.7 In vivo antioksidan etkilerin belirlenmesi
D. melanogaster tiirii i¢in uygun deneysel kosullar saglanmistir. Bitki 6rneklerinin in vivo
antioksidan potansiyelini degerlendirmek amaciyla, her biri Oregon R (yabanil tip)
genotipine sahip 50 yetiskin D. melanogaster, bitki ekstraktlar1 (50 mg/ L), hidrojen
peroksit (6.5 ug mL™1)), su, etanol, metanol ve etil asetat drnekleri iceren besiyerlerine
yerlestirilmistir. Negatif kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmamistir. Tiim gruplar

22 °C sicaklikta 5 giin siireyle inkiibasyona tabi tutulmustur[124, 125].

Inkiibasyon siiresi sonunda sinekler toplanarak, her grup 300 uL 0,1 M fosfat tamponu (pH
7.0) i¢inde homojenize edilmistir. Elde edilen homojenatlar 4000 g’de 10 dakika

santrifiijlenmis ve siipernatant kism1 uzaklastirilmistir [124, 126].

2.2.7.1 In vivo DPPH testi

Her deney grubundan elde edilen siipernatantlarin in vivo antioksidan etkilert DPPH y6ntemi
ile degerlendirilmistir. Bu amacla, 0.6 mM derisiminde 2,2’-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
¢Ozeltisi metanol icerisinde hazirlanmistir. Siipernatant Ornekleri, hazirlanmis DPPH
cozeltisi ile %10 (v/v) oraninda karistirilmis ve 60 dakika boyunca karanlik kosullarda
inkiibe edilmistir. Ardindan absorbans degerleri 517 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak o&lgiilmiis ve radikal siipiirme kapasiteleri hesaplanmistir [113]. Istatistiksel
degerlendirmede Paired Student’s t-testi uygulanmis, en az ii¢ tekrar i¢in ortalama =+ standart
hata degerleri Microsoft Office Excel programi kullanilarak hesaplanmistir. p<0.05 diizeyi
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir [124], 126].
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2.2.7.2 In vivo ABTS testi

Her deney grubundan elde edilen siipernatantlarin in vivo antioksidan aktiviteleri, ABTS
radikal siliplirme yontemi ile belirlenmistir. ABTS* radikali, ABTS tuzunun amonyum
persiilfat ile reaksiyonu sonucu hazirlanmis ve karanlik kosullarda 12—16 saat bekletilerek

aktive edilmistir.

Olgiim asamasinda, 2.95 mL ABTS* ¢ozeltisi ile 0.05 mL siipernatant (0.1-100 mg/L
araliginda) kanistirilarak 3 mL’lik tiiplere aktarilmis, ardindan absorbans degerleri 734 nm
dalga boyunda spektrofotometre ile kaydedilmistir. Tiim ornekler i¢in ii¢ teknik tekrar
yapilmistir [113]. Elde edilen veriler Microsoft Office Excel programi kullanilarak analiz
edilmis; istatistiksel degerlendirmede Paired Student’s t-testi uygulanmistir. Sonuglar, en az
ic biyolojik tekrardan hesaplanan standart hata degerleri ile birlikte verilmis olup p<0.05
diizeyi anlamlilik kriteri olarak kabul edilmistir [124, 126] .

DPPH ve ABTS testleriyle belirlenen in vivo antioksidan aktiviteler, asagidaki formiil
kullanilarak hesaplanmustir:
In vivo antioksidan aktivite %= (Kontrol absorbansi- Ornek absorbansi) x 100 (2.4)
Ornek absorbansi

2.2.7.3 In vivo FRAP testi

Her deney grubundan elde edilen siipernatantlarin in vivo antioksidan aktiviteleri, FRAP
yontemi ile de degerlendirilmistir. Bu yodntem, daha once yayimlanmis protokoller
dogrultusunda uygulanmistir [114]. FRAP analizinde kullanilan reaktif karisim, 40 mM HCI
icerisinde ¢oziilmiis 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ), 20 mM FeCls ve 25 mL asetat tampon
¢oOzeltisinin belirli oranlarda karistirilmasiyla hazirlanmistir. Nihai reaktif ¢ozeltide, 1.67
mM Fe (IIT) ve 0.83 mM TPTZ bulunacak sekilde son konsantrasyonlar ayarlanmistir.
Deney gruplarindan elde edilen siipernatant 6rnekleri, bu reaktif karisima ilave edilerek 593
nm dalga boyunda absorbans ol¢iimleri gerceklestirilmistir. Elde edilen degerler, Trolox
standart egrisi temel alinarak degerlendirilmis ve sonuglar (ug TE/g) Trolox esdegeri

seklinde raporlanmistir [115].

2.2.8 In vivo toksikolojik etkilerin belirlenmesi

In vivo toksisite analizleri i¢in D. melanogaster (Oregon R, yabanil tip) tiiri lizerinde uygun
laboratuvar kosullar1 saglanmistir. Besiyerleri, gerekli bilesenlerin karigtirilmasiyla
hazirlanmis ve 6nceden sterilize edilen siselere her biri 20 gram olacak sekilde dagitilmistir

[122].
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Bitki ekstraktlarinin olasi toksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla, her siseye 25 adet eriskin
(disi ve erkek) D. melanogaster bireyi yerlestirilmis ve bu sinekler 48 + 4 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda elde edilen 1. donem larvalar arasindan esit
sayida secilerek, deney gruplaria uygulanmistir. Deney gruplari; bitki ekstrakti (50 mg/L),
pozitif kontrol olarak hidrojen peroksit (6.5 pg/mL) ve negatif kontrol olarak yalnizca su
iceren besiyerlerinden olusmaktadir. Larvalar, 22 °C sicaklikta ergin birey haline gelene

kadar gozlemlenmistir.

Gelisimsel stirecte elde edilen puparasyon, hayatta kalma ve eklozyon oranlari asagidaki
formiiller ile hesaplanmistir [127], [128], [129], [130], [131]:

% Puparasyon = (Pupa Sayis1/ Larva Sayis1) x 100 (2.5)
% Hayatta Kalma = (Ergin Sinek Sayis1/ Larva Sayis1) X 100 (2.6)
% Eklozyon = (Ergin Sinek Sayis1 / Pupa Sayis1) x 100 (2.7)

2.2.9 Antibakteriyel etkinin belirlenmesi

2.2.9.1 Disk difiizyon yontemi

Antibakteriyel etkinin degerlendirilmesinde disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Bu
amagla, 19 gram Mueller Hinton agar 500 mL distile suda ¢6ziindiiriilmiis, ardindan
121 °C’de 15 dakika boyunca otoklavlanarak sterilizasyonu saglanmistir. Steril hale getirilen
besiyeri, steril petri kutularina dokiilmiis ve oda sicakliginda katilasmaya birakilmistir. Daha
once -20 °C’de saklanan bitki ekstraktlar1 (10 mg/mL), oda sicakligina getirildikten sonra 6
mm ¢apinda steril disklerin {izerine emdirilmistir. Ekstrakt emdirilmis diskler, +4 °C’de bir

gece bekletilmistir.

Testte kullanilan bakteriler:
e Escherichia coli (ATCC 8739)
e Staphylococcus aureus (ATCC 6538)

Her bir bakteri tiirli i¢in 24 saatlik kiiltiirden hazirlanan siispansiyonlardan 100 pL (10°
CFU/mL), Ulusal Klinik Laboratuvar Standartlar1 Komitesi (CLSI) 6nerileri dogrultusunda
kat1 besiyerine ekilmistir. Ekimin ardindan, bitki ekstrakti emdirilmis diskler agar yiizeyine
dikkatlice yerlestirilmis ve plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon

sonrasinda, disk ¢evresinde olusan inhibisyon zonlar1 Image J yazilimi ile 6l¢iilmiis ve elde
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edilen zon caplarina gore bitki ekstraktlarinin antibakteriyel etkileri degerlendirilmistir

[132].

2.2.9.2 Minimum inhibitér konsantrasyonu

Minimum inhibitér konsantrasyon (MIiK) tayini icin 96 kuyucuklu mikroplaka ydntemi
kullanilmistir. Plakanin her kuyucuguna 100 pLL Mueller Hinton Broth (MHB) besiyeri
pipetlenmistir. Ik kuyucuga, 10 mg/mL konsantrasyonundaki bitki ekstraktindan 100 uL
eklenmis ve ardindan seri iki kat seyreltme yontemiyle 10. kuyucuga kadar devam edilmistir.

11. ve 12. kuyucuklara ekstrakt eklenmemistir.

Her kuyucuga, 10° CFU/mL yogunlugundaki bakteri silispansiyonundan 10 pL ilave
edilmistir (11. kuyucuga kadar). Bu inokiilasyon islemi Ulusal Klinik Laboratuvar
Standartlar1 Komitesi (CLSI) protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir.

o Negatif kontrol: Sadece MHB igerir.

e Pozitif kontrol: MHB ve bakteri siispansiyonu igerir.

Inkiibasyon éncesinde tiim kuyucuklardaki optik yogunluk (OD), 600 nm dalga boyunda
spektrofotometre ile okunmustur. Mikroplaka, 37°C'de 18-24 saat siireyle inkiibe

edilmistir. Siire sonunda tekrar 600 nm'de absorbans 6l¢iimii gergeklestirilmistir.

Elde edilen veriler kullanilarak her oOrnegin OD degeri asagidaki formiile gore
hesaplanmistir:
ODsgoo =ODs0o (6rnek)—ODsoo (kor) (2.8)

MIK degeri, test edilen bitki ekstraktinin bakteri iiremesini inhibe ettigi en diisiik

konsantrasyon olarak, pozitif ve negatif kontroller ile karsilastirilarak belirlenmistir [133].

Absorbans verilerini takiben elde edilen MIK degerlerinin ikinci bir ydntemle
dogrulanmistir. Bu yontemde bakteri tiremesini kontrol edebilmek amaciyla metabolizma
indikatorii olarak Fluka marka Ledanitrotetrazolium violet (INT) [2-(4-Iodophenyl)-3-(4-
nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazolium chloride] kullanilmstir.

Hazirlik asamasinda 0,04 g INT tartilarak 10 mL steril distile suda ¢oziilmiis ve stok ¢ozelti

hazirlanmistir. Kontaminasyon riskini minimuma indirebilmek i¢in ¢ozelti 2 mL’lik
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ependorf tliplere boliinmiis ve +4 °C’de, 151k almayan kosullarda muhafaza edilmistir. Bu
amagla, her bir well plate cukuruna 15 pL INT ¢dozeltisi eklenmis ve 37 °C'de 3—4 saat
inkiibatorde bekletilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda, bakteriyel iiremenin gerceklestigi c¢ukurlar pembe renge
boyanmistir. Boyanmanin gdzlendigi ilk cukurdan bir Onceki ¢ukurdaki ekstre
konsantrasyonu, Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) olarak kabul edilmistir.

Boylece test edilen bitki ekstraktlarinin MiK degerleri belirlenmistir.
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3. BULGULAR
3.1 LC-MS/MS Bulgular:

S. candidissima subsp. candidissima, S. multicaulis, S. suffruticosa ve S. syriaca tiirlerinden

elde edilen ekstraktlarda, LC-MS/MS yontemiyle toplam 36 farkli fenolik bilesigin varligi

analiz edilmistir. Elde edilen analiz sonuclarina ait bilesen oranlar1 Tablo 3.1°de detayli

sekilde sunulmaktadir.

Tablo 3.1: Bitki Ekstraktlarinin LC-MS/MS Analizi Sonuglari

S.candidissima S.multicaulis S. suffruticosa S.syriaca
BiLESEN ADI subsp. candidissima
Ortalama = std (ug/gr)
(-)-Epicatechin ND ND ND ND
(+)-Catechin ND ND ND ND
2,5-Dihydroxybenzoic acid 3.91 +0.09 3.95+0.03 6.40+0.05 186.32+0.08
2-Hydroxycinnamic acid ND ND ND 0.07+0.00
3.,4-Dihydroxyphenylacetic acid 0.43 +£0.01 0.26+0.02 1.25+0.01 0.46+0.03
3-Hydroxybenzoic acid 2.73 +£0.06 10.44+0.04 2.76+0.03 12.20+0.09
3-Hydroxytyrosol 1.18+0.00 1.22+0.01 0.69+0.01 0.40+0.01
4-Hydroxybenzoic acid 2.74+0.01 10.7440.19 2.70+0.01 12.57+0.10
Apigenin-7-0-glucoside 6.51+£0.09 177.60+£22.29 | 278.47+£22.91 4.86+0.04
Apigenin 2.52+0.05 9.00+0.28 14.23+0.02 0.75+0.02
Caffeic acid 15.12+0.07 23.81+3.30 18.03+0.00 7.204+0.10
Chlorogenic acid 0.34+0.01 3.03+0.24 4.30+0.04 2.49+0.13
Ellagic acid ND ND ND ND
Eriodictyol ND 0.14+0.01 ND 0.06+0.01
Ferulic acid 2.32+0.08 1.54+0.03 0.86+0.04 10.29+0.99
Gallic acid 0.33+0.03 ND 0.09+0.02 2.73+0.02
Hesperidin 0.02+0.01 20.87+0.24 0.78+0.01 9307.68+199.57
Homovanillic acid 0.47+0.00 0.86+0.00 0.53+0.07 0.03+0.01
Hyperoside 2.47+0.08 0.74+0.04 6.48+0.02 615.65+28.34
Kaempferol 15.76+0.39 9.67£0.01 10.51+0.61 1.83+0.01
Luteolin-7-0-glucoside 13.23+0.02 110.97+5.23 117.01+8.81 14.10+0.31
Luteolin 15.72+0.06 7.71+0.24 8.48+0.00 2.18+0.08
Oleuropein ND ND ND ND
p-Coumaric acid 4.17+0.00 0.72+0.01 ND 1.55+0.02
Pinoresinol ND 0.28+0.01 0.82+0.03 ND
Protocatechuic acid 3.96+0.06 4.22+0.05 6.67+0.06 182.29+4.06
Pyrocatechol ND 0.06+0.01 ND ND
Quercetin ND ND ND 23.82+0.60
Resveratrol ND ND ND ND
Rosmarinic acid 7583.76+£217.05 14.29+0.36 5.34+0.01 1227.324+5.83
Sinapic acid ND 0.07+0.02 ND 0.98+0.04
Syringic acid 2.71+£0.22 0.90+0.03 0.93+0.02 5.23+0.03
Taxifolin ND ND ND ND
Vanillin 0.04+0.00 ND 0.04+0.00 0.05+0.00
Verbascoside 0.19+0.00 ND ND ND

ND: Not detected (tespit edilmedi).
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3.2 Antioksidan Bulgular:

DPPH, ABTS ve FRAP testleri kullanilarak 6l¢iilen antioksidan aktiviteler degerlendirilmis

ve detayli bir sekilde analiz edilmistir.

3.2.1 DPPH radikal siipiirme aktivitesi

DPPH testi ile DPPH radikali siipiiriicii aktivite ile calisma kapsamindaki bitkilerden elde

edilen ekstraktlarin antioksidan aktivite verileri Tablo 3.2’de sunulmustur. Sonuglar, bitki

ekstraktlarinin radikali etkisizlestirici “%50 inhibisyonu saglayan konsantrasyon” (ICso)

olarak hesaplanmustir.

Tablo 3.2: Salvia tirlerine ait su, etanol, metanol ve etil asetat ekstraktlarinin DPPH testi
kullanilarak belirlenen 1Cso degerleri

Ornekler DPPH (ICso mg/mL)
Gallik asit (Pozitif kontrol) 0.005 = 0.000
S. candidissima subsp candidissima su 0.57+0.10
S. candidissima subsp candidissima etanol 0.12+0.01
S. candidissima subsp candidissima metanol 0.09 = 0.00
S. candidissima subsp candidissima etil asetat 0.34+0.01
S. multicaulis su 3.34+£0.06
S. multicaulis etanol 0.18+0.07
S. multicaulis metanol 0.13+0.01
S. multicaulis etil asetat 2.92 £0.09
S. suffruticosa su 3.31+0.13
S. suffruticosa etanol 2.10+0.01
S. suffruticosa metanol 1.77 £ 0.04
S. suffruticosa etil asetat 2.35+0.07
S. syriaca su 0.48 £0.13
S. syriaca etanol 0.13£0.00
S. syriaca metanol 0.15+0.01
S. syriaca etil asetat 0.40 +0.05

3.2.2 ABTS radikal siipiirme aktivitesi

ABTS testi ile ABTS* radikali temizleme aktivitesi ile ¢caligma kapsamindaki bitkilerden

elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktivite verileri Tablo 3.3’te sunulmustur. Sonugclar,

bitki ekstraktlarinin radikali etkisizlestirici “%50 inhibisyonu saglayan konsantrasyon”

(ICso) olarak hesaplanmustir.

38




Tablo 3.3: Salvia tiirlerine ait su, etanol, metanol ve etil asetat ekstraktlarinin ABTS" testi
kullanilarak belirlenen 1Cso degerleri

Ornekler ABTS (ICso mg/mL)
Gallik asit (Pozitif kontrol) 0.001 = 0.000
S. candidissima subsp candidissima su 0.19 £0.00
S. candidissima subsp candidissima etanol 0.07+0.01
S. candidissima subsp candidissima metanol 0.08 £ 0.01
S. candidissima subsp candidissima etil asetat 1.51 £0.07
S. multicaulis su 0.52 £0.01
S. multicaulis etanol 0.51 +0.05
S. multicaulis metanol 0.45£0.05
S. multicaulis etil asetat 0.36 £ 0.00
S. suffruticosa su 0.59 +0.02
S. suffruticosa etanol 0.84 £0.04
S. suffruticosa metanol 0.27+0.03
S. suffruticosa etil asetat 0.81 +£0.15
S. syriaca su 0.84 +£0.04
S. syriaca etanol 0.27 +£0.03
S. syriaca metanol 0.81 £0.15
S. syriaca etil asetat 0.47 +£0.02
3.2.3 FRAP analizi

FRAP testi ile gergeklestirilen metal iyonlar1 selatlama aktivitesi antioksidan aktivite verileri
Trolox esdeger seklinde hesaplanarak sunulmustur. Yapilan analizler sonucunda gram

bitkide mg antioksidan deger olarak kaydedilmis ve Tablo 3.4’de sunulmustur.

Tablo 3.4: Salvia tiirlerinin su, etanol, metanol ve etil asetat ekstraktlarinin FRAP testi ile
belirlenen Trolox esdegeri antioksidan kapasiteleri

Ornekler FRAP (mg TE /g)

S. candidissima subsp candidissima su 2594 £3.10
S. candidissima subsp candidissima etanol 32.12 +£3.62
S. candidissima subsp candidissima metanol 38.61 £6.13
S. candidissima subsp candidissima etil asetat 30.27 £5.64
S. multicaulis su 9.44 + 0.52

S. multicaulis etanol 14.40 £ 1.71
S. multicaulis metanol 14.79 £ 1.25
S. multicaulis etil asetat 5.05+0.29

S. suffruticosa su 6.25+£0.30

S. suffruticosa etanol 7.94 £0.15

S. suffruticosa metanol 14.42 +1.78
S. suffruticosa etil asetat 4.87+0.78

S. syriaca su 42.14 £6.38
S. syriaca etanol 27.48 £2.54
S. syriaca metanol 26.84 £ 1.69
S. syriaca etil asetat 40.06 £ 4.06
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3.3 Sitotoksisite Bulgulari

3.3.1 MTS testi sonuclari
Salvia tirlerinden elde edilen su, etanol, metanol ve etil asetat ekstraktlari, 24 ve 48 saat

siireyle lenfosit hiicre kiiltlirleriyle inkiibe edilmistir. Hiicre yasamliligt 490 nm dalga

boyunda Olgiim alimarak MTS testi ile degerlendirilmis ve bdylece bitki ekstraktlarinin

lenfositler lizerindeki sitotoksik etkileri belirlenmistir.

3.3.1.1 §. candidissima subsp. candidissima bitkisinin MTS sonuclari
S. candidissima subsp. candidissima bitkisinden elde edilen su, etanol, metanol ve etil asetat

ekstraktlarina ait, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonrasi1 gergeklestirilen MTS testi

sonuclar1 Sekil 3.1°de sunulmustur.

Absorbans 490 nm

M 24 saat w48 saat

Sekil 3.1: S. candidissima subsp. candidissima bitkisinin 24 ve 48 saat MTS sonuglari
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamliligi gosterir (p<<0.05))

3.3.1.2 S. multicaulis bitkisinin MTS sonuclari
S. multicaulis bitkisinden elde edilen su, etanol, metanol ve etil asetat ekstraktlarina ait, 24

ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonrasi gerceklestirilen MTS testi sonuglart Sekil 3.2°de

sunulmustur.
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0,45
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

Absorbans 490 nm

M 24 saat w48 saat

Sekil 3.2: S. multicaulis bitkisinin 24 ve 48 saat MTS sonuglar1
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamliligi gosterir (p<<0.05))

3.3.1.3 S. suffruticosa bitkisinin MTS sonuclari
S. suffruticosa bitkisinden elde edilen su, etanol, metanol ve etil asetat ekstraktlarina ait, 24

ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonrasi gerceklestirilen MTS testi sonuglar1 Sekil 3.3°de

sunulmustur.
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Sekil 3.3: S.suffruticosa bitkisinin 24 ve 48 saat MTS sonuglari
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05))
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3.3.1.4 §. syriaca bitKkisinin MTS sonuclari
S. syriaca bitkisinden elde edilen su, etanol, metanol ve etil asetat ekstraktlarina ait, 24 ve

48 saatlik inkiibasyon siireleri sonras1 gerceklestirilen MTS testi sonuglar1 Sekil 3.4°de

sunulmustur.
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K24 szat W48 saat

Sekil 3.4: S. syriaca bitkisinin 24 ve 48 saat MTS sonuglari
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamliligi gosterir (p<0.05))

3.4 Genotoksisiteye iliskin Deneysel Bulgular

3.4.1 Mikroniikleus test sonu¢lari

S. candidissima subsp. candidissima, S. multicaulis, S. suffruticosa ve S. syriaca

bitkilerinden hazirlanan su, metanol, etanol ve etil asetat ekstraktlarina ait mikroniikleus testi

sonuglar1 Tablo 3.5’te verilmistir.

42



Tablo 3.5: Mikroniikleus testi sonuglari

Ornekler %MN =+ SH NBi + SH
Negatif Kontrol 0.77+0.13 1.25+0.03
H,0; (6.5 pg/mL) 9.37+0.51 120+ 0.01
S.candidissima subsp.

candidissima

Su (50 mg/L) 238= 118" 129 0.04
Su (50 mg/L + H,0) 3.06+ 1.11% 1.21 +0.04
Su (100 mg/L) 4.80 4 1.52% 1.47 £0.01
Su (100 mg/L + H,0O») 543 £2.11%® 1.46 £ 0.06
Etanol (50 mg/L) 2.16 +0.47® 1.27 +£0.01
Etanol (50 mg/L + H>0,) 2.62 £ 0.55%® 1.26 £ 0.03
Etanol (100 mg/L) 2.60 + 1.00% 1.210.03
Etanol (100mg/L+ H,0O») 3.73 £1.45® 1.25 £0.02
Metanol (50 mg/L) 2.84 +1.50° 1.25+0.02
Metanol (50 mg/L + H,0) 3.68 + 1.30% 1.39 + 0.04
Metanol (100 mg/L) 2.16 +1.02° 1.31+0.05
Metanol (100mg/L+ H,0,) 3.48 + 1.66° 1.38 +0.06
Etil Asetat (50 mg/L) 230 £ 0.22% 122 £ 0.04
Etil Asetat (50 mg/L + H:0z) ~ 2.92 + 1.33% 1.25 £0.05
Etil Asetat (100 mg/L) 1.05+0.57° 1.19 £ 0.05
Etil Asetat (100mg/L+ H,0O») 2.33+£0.57% 1.22 £0.05
S. multicaulis

Su (50 mg/L) 031=0.01® 132+0.03
Su (50 mg/L + H,0) 1.12 +0.43 1.46 + 0.00
Su (100 mg/L) 0.96 = 0.25" 1.33+0.01
Su (100 mg/L + H,0») 1.01 £ 0.02% 1.20 £0.02
Etanol (50 mg/L) 2.97 +0.56® 1.47 +£0.01
Etanol (50 mg/L + H:0,) 3.45 + 0.28% 1.52+0.01
Etanol (100 mg/L) 1.46 +0.01% 1.10 £ 0.01
Etanol (100mg/L+ H»0,) 3.31+£0.67% 1.58 £0.06
Metanol (50 mg/L) 2.13 +£0.23% 1.34+0.02
Metanol (50 mg/L + H,05) 3.40+0.53* 1.52 +0.04
Metanol (100 mg/L) 4.03 + 0.43% 1.54 +0.02
Metanol (100mg/L+ H»0,) 5.58 +£0.45% 1.40 £0.02
Etil Asetat (50 mg/L) 1.14£0.16% 1.30 + 0.04
Etil Asetat (50 mg/L+ Hy0)  3.14 + 0.20% 138 +0.05
Etil Asetat (100 mg/L) 2.53+£0.62%® 1.52 £0.02
Etil Asetat (100mg/L+ H,0O») 3.31+£0.79% 1.47 £0.03
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Tablo 3.5 (devami)

S. suffruticosa

Su (50 mg/L) 238+ 1.18° 129+ 0.04
Su (50 mg/L + H0») 3.06+ 1.11% 1.21+0.04
Su (100 mg/L) 4.80 + 1,520 1.47 £ 0.01
Su (100 mg/L + H0) 5.43+2.11% 1.46 + 0.06
Etanol (50 mg/L) 216+ 0.47% 1.26 +0.03
Etanol (50 mg/L + H,0») 2.62 +0.55%® 1.27 £0.01
Etanol (100 mg/L) 2.60 + 1.00% 1.21+0.03
Etanol (100mg/L+ H:05) 3.73 + 1.45% 1.25 +0.02
Metanol (50 mg/L) 284+ 1.50° 1.25+0.02
Metanol (50 mg/L + H,0O») 3.68 £ 1.30% 1.39 £ 0.04
Metanol (100 mg/L) 2.16 +£1.02° 1.31 £0.05
Metanol (100mg/L+ H:05) 3.48 + 1.66° 1.38 = 0.06
Etil Asetat (50 mg/L) 230 £ 0.22% 122+0.04
Etil Asetat (50 mg/L + H»>0») 2.92 +£1.33% 1.25+£0.05
Etil Asetat (100 mg/L) 1.05+0.57° 1.19 £0.05
Etil Asetat (100mg/L+ Hy0y) 2.3 = 0.57% 1.22 £0.05
S. syriaca

Su (50 mg/L) 1.87 = 0.98° 131+006
Su (50 mg/L + H:05) 3.43 £ 1.64° 1.46 + 0.04
Su (100 mg/L) 4,05+ 1.3 1.31+0.03
Su (100 mg/L + H,0,) 470 £ 1.46% 1.36 + 0.04
Etanol (50 mg/L) 2.84+ 134 1.43 £ 0.04
Etanol (50 mg/L + H,0,) 3.56+1.27% 1.40 + 0.04
Etanol (100 mg/L) 3.60 & 1.44% 1.45+0.01
Etanol (100mg/L+ H205) 421226 1.39 £ 0.05
Metanol (50 mg/L) 221+ 1.19° 153+ 0.01
Metanol (50 mg/L + H,0,) 3.52+ 1.51* 1.43 £0.01
Metanol (100 mg/L) 1.55+0.74° 1.31+0.02
Metanol (100mg/L+ H:0z) 2.41 +0.97% 1.29+0.01
Etil Asetat (50 mg/L) 1.81 £ 1.11° 1.76 £ 0.01
Etil Asetat (50 mg/L + H»>0») 2.94 4+ 1.65° 1.33 £0.03
Etil Asetat (100 mg/L) 2.90 4+ 1.14%® 1.41 £0.02
Etil Asetat (100mg/L+ H,0») 3.18 £1.62° 1.35+0.00

a: Negatif kontrol ile karsilastirildiginda anlamli olanlar (p<0.05).
b: Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda anlamli olanlar (p<0.05).

%MN= mikroniikleus ytizdesi
NBI=niikleer boliinme indeksi
SH=standart hata
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3.4.2 Kromozom aberasyon testi bulgular

S. candidissima subsp. candidissima, S. multicaulis, S. suffruticosa ve S. syriaca

bitkilerinden metanol kullanilarak elde edilen ekstraktlarla gerceklestirilen kromozom

aberasyonu analizlerine ait bulgular Tablo 3.6’da sunulmustur.

Tablo 3.6: Salvia tiirlerinin kromozomal aberasyon profili ve mitotik aktivite diizeyleri

Ornekler TA(G+P) TA(G-P) %MI
Negatif Kontrol 0.041£0.001°  0.039+0.01° 11.71£0.91°
H>0; (6.5 pg/mL) 0.269+£0.023*  0.121x0.02° 9.74+0.96
S. candidissima subsp. candidissima
Metanol (50 mg/L) 0.022+0.003%®  0.011+0.001% 11.04:£0.24%
Metanol (50 mg/L + H20,) 0.090+0.010®  0.050+0.012° 12.43+1.5°
Metanol (100 mg/L) 0.053+0.027°  0.024+0.013° 11.81+1.7
Metanol (100mg/L+ H>05) 0.063£0.006°®  0.025+0.002" 12.3142.1
S. multicaulis
Metanol (50 mg/L) 0.017+0.007*®  0.011+0.001%° 11.04+2.2
Metanol (50 mg/L + H,0») 0.028+0.003*  0.014+0.001° 13.01+0.5°
Metanol (100 mg/L) 0.067+0.014%®  0.040+0.000° 9.95+1.01°
Metanol (100mg/L+ H>05) 0.132+0.007%  0.069+0.001% 12.33+2.4
S. suffruticosa
Metanol (50 mg/L) 0.013+0.001%  0.012+0.001% 10.94:£0.34%°
Metanol (50 mg/L + H,0») 0.066+0.028"  0.052+0.027° 10.21+1.6°
Metanol (100 mg/L) 0.051£0.026°  0.027+0.014° 12.5242.7
Metanol (100mg/L+ H,0») 0.056£0.000°  0.024+0.002° 11.51£2.7
S. syriaca
Metanol (50 mg/L) 0.012+0.001%  0.011+0.002° 11.93+0.34%
Metanol (50 mg/L + H,0») 0.079+£0.015°  0.052+0.027° 11.22+1.9
Metanol (100 mg/L) 0.033£0.007*  0.026+0.013° 12.50+1.2
Metanol (100mg/L+ H,0») 0.050+£0.005°  0.025+0.002° 11.51+2.3

3.5 In vivo Genotoksisite Test Sistemleri

3.5.1 Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

SMART yo6ntemi kullanilarak elde edilen mutasyon ve rekombinasyon verileri asagida yer

almaktadir.
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Tablo 3.7: Salvia tiirlerine ait su, etanol, metanol ve etil asetat ekstraktlarinda
gerceklestirilen SMART testi sonuglari

Nokta Fr Nokta Fr Nokta Fr

say1s1 say1s1 sayisl
Negatif Kontrol 0 0P 1 0.1° 0 0P
Pozitif Kontrol a a a
(.02 6.5z 4 0.84 32.6 0.65 36 0.72
S.candidissima
subsp.candidissima
1. konsantrasyon (50 mg/L)
Su Ekstrakt1 3.5 0.19% 6 0.47% 0 0P
Etanol Ekstrakt: 1.8 0.11% 4 0.38% 0 0P
Metanol Ekstrakti 1 0.06° 7 0.44% 0 0P
Etil Asetat Ekstrakt 1 0.06° 7.5 0.52% 1 0.055°
2. konsantrasyon (100 mg/L)
Su Ekstrakt: 2 0.16® 4.5 0.29 ® 0 0P
Etanol Ekstrakti 3 0.22% 6 0.42% 0 0P
Metanol Ekstrakti 2 0.12% 52 0.35% 0 0P
Etil Asetat Ekstrakti 3 0.17® 10 0.66% 0 0P
S. multicaulis
1. konsantrasyon (50 mg/L)
Su Ekstrakti 5.5 0.282 6 0.3420 0 (1
Etanol Ekstrakti 4 0.28° 3 0.21% 0 0P
Metanol Ekstrakti 8 0.4 5 0.25% 0.5 0.025%
Etil Asetat Ekstrakti 7 0.43° 4 0.25% 0 0P
2. konsantrasyon (100 mg/L)
Su Ekstrakti 2.5 0.22b 5 0.412 2 0.16°
Etanol Ekstrakti 8 0.42% 4.5 0.23% 0 0P
Metanol Ekstrakti 8 0.53° 2.5 0.16® 0 0P
Etil Asetat Ekstrakt 4.5 0.28% 3.5 0.21% 1 0.062°
S. suffruticosa
1. konsantrasyon (50 mg/L)
Su Ekstrakt1 3.5 0.175%® 3 0.15% 0 0P
Etanol Ekstrakti 2.5 0.12% 3 0.14% 0 0P
Metanol Ekstrakti 1.5 0.07* 1 0.0512 0 0P
Etil Asetat Ekstrakti 3.5 0.24% 2.5 0.16® 0 0P
2. konsantrasyon (100 mg/L)
Su Ekstrakt1 4.5 0.22% 4 0.22 0 0P
Etanol Ekstrakti 4.5 0.25% 2 0.11% 0 0P
Metanol Ekstrakti 2.5 0.12% 3 0.15% 0 0P
Etil Asetat Ekstrakti 4.5 0.23% 2.5 0.13% 0 0P
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Tablo 3.7: (devam)

S. syriaca

1. konsantrasyon (50 mg/L)

Su Ekstrakt1 2.5 0.17% 4 0.27% 0 0P
Etanol Ekstrakt 1 0.03° 1 0.064% 0 0P
Metanol Ekstrakti 1 0.0542° 10 0.53% 0 0P
Etil Asetat Ekstrakti 4.5 0.31% 1.5 0.1° 0 0P
2. konsantrasyon (100 mg/L)

Su Ekstrakt: 1 0.08% 1.5 0.13% 0 0P
Etanol Ekstrakti 0.5 0.027° 3 0.20% 0 0P
Metanol Ekstrakti 2.5 0.17% 5 0.34% 0 0P
Etil Asetat Ekstrakti 0.5 0.025° 10 0.53% 0 0P

3.5.2 In vivo antioksidan bulgular:

3.5.2.1 In vivo DPPH

In vivo kosullarda gerceklestirilen antioksidan kapasite testine ait bulgular Sekil 3.5-3.6-3.7-

3.8’de gorsellestirilmistir. DPPH radikal siiplirme aktivitesi, her bir ekstrakt icin %

antioksidan kapasitesi cinsinden hesaplanarak degerlendirilmistir.
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Sekil 3.5: S. candidissima subsp. candidissima bitkisinin in vivo DPPH sonuglar1
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamliligi gosterir (p<0.05).)
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Sekil 3.6: S. multicaulis bitkisinin in vivo DPPH sonuglari
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05).)
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Sekil 3.7: S. suffruticosa bitkisinin in vivo DPPH sonuglari
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05).)
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Sekil 3.8: S. syriaca bitkisinin in vivo DPPH sonuglari
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05).)

3.5.2.2 In vivo ABTS
In vivo ortamda uygulanan antioksidan aktivite testine iliskin sonuglar Sekil 3.9-3.10-3.11-
3.12°de sunulmustur. ABTS* radikal siipiirme kapasitesi, her bir ekstrakt i¢in % antioksidan

kapasite degeri olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.9: S. candidissima subsp. candidissima bitkisinin in vivo ABTS sonuglari
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Sekil 3.10: S. multicaulis bitkisinin in vivo ABTS sonuglari
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Sekil 3.11: S. suffruticosa bitkisinin in vivo ABTS sonuglar1
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Sekil 3.12: S. syriaca bitkisinin in vivo ABTS sonuglari

51



3.5.2.3 In vivo FRAP

In vivo ortamda gergeklestirilen antioksidan kapasite testine iliskin FRAP analiz sonuglari

Tablo 3.8’de sunulmustur.

Tablo 3.8: In vivo FRAP testi sonuglari

Ornekler Ekstrakt FRAP (ug TE/g)
H>0, (6.5 pg/mL) 0.0078 + 0.0001
Su 0.0204 + 0.0001*
S. candidissima subsp. Etanol 0.0147 + 0.0003*
candidissima Metanol 0.0122 + 0.0001*
Etil Asetat 0.0234 + 0.0003*
Su 0.0042 £+ 0.000007*
Etanol 0.0034 + 0.000003*
S. multicaulis
Metanol 0.0025 £ 0.000002*
Etil Asetat 0.0060 £ 0.000008*
Su 0.0049 £+ 0.000009*
Etanol 0.0051+ 0.0003*
S. suffruticosa
Metanol 0.0061+ 0.0002*
Etil Asetat 0.0078 £ 0.0006
Su 0.0045 £ 0.0002%*
Etanol 0.0143+0.0007*
S. syriaca
Metanol 0.0133+0.0001*
Etil Asetat 0.0083 +£0.0001*

(*, H20: grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farki gosterir (p<0.05).)
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3.5.3 In vivo toksikolojik etkilerin belirlenmesi
Salvia tiirlerinden elde edilen ekstraktlarin D. melanogaster tizerindeki biyolojik etkileri; %

puparasyon, % hayatta kalma ve % eklozyon oranlar {izerinden degerlendirilmis olup, elde

edilen tiim bulgular Sekil 3.13-3.24 arasinda gosterilmistir.

%PUPARASYON
o
=1

=

Pozitif Megatif Su Ekstrakt Etano Metano Etil Asetat
Kontro Kontrol Ekstraktl Ekstraktl Ekstrakt
Sekil 3.13: S. candidissima subsp. candidissima ekstraktlarinin D. melanogaster
tizerindeki % puparasyon etkileri
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05).)
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Sekil 3.14: S. candidissima subsp. candidissima ekstraktlarinin D. melanogaster
tizerindeki % hayatta kalma etkileri
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamlilig1 gdsterir (p<0.05).)
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Sekil 3.15 : S. candidissima subsp. candidissima ekstraktlarinin D. melanogaster
iizerindeki % eklozyon etkileri
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05).)
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Sekil 3.16: S. multicaulis ekstraktlarinin D. melanogaster lizerindeki
% puparasyon etkileri
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05).)
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Sekil 3.17: S. multicaulis ekstraktlarinin D. melanogaster tizerindeki
% hayatta kalma etkileri
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05).)
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Sekil 3.18: S. multicaulis ekstraktlarinin D. melanogaster tizerindeki
% eklozyon etkileri
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05).)
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Sekil 3.19: S. suffruticosa ekstraktlarinin D. melanogaster tizerindeki
% puparasyon etkileri
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05).)
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Sekil 3.20: S. suffruticosa ekstraktlarinin D. melanogaster tizerindeki
% hayatta kalma etkileri
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamliligi gosterir (p<0.05).)
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Sekil 3.21: S. suffruticosa ekstraktlarinin D. melanogaster izerindeki
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% eklozyon etkileri
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05).)
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Sekil 3.22: S. syriaca ekstraktlarinin D. melanogaster izerindeki
% puparasyon etkileri
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamlilig1 gdsterir (p<0.05).)
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Sekil 3.23: S. syriaca ekstraktlarinin D. melanogaster izerindeki
% hayatta kalma etkileri
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<<0.05))
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Sekil 3.24: S. syriaca ekstraktlarinin D. melanogaster izerindeki
% eklozyon etkileri
(*, negatif kontrole gore istatistiksel anlamlilig1 gdsterir (p<0.05).)
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3.6 Antibakteriyel Aktivite

Bu ¢alismada incelenen dort farkl Salvia tiriiniin (S. candidissima subsp. candidissima, S.
multicaulis, S. suffruticosa, S. syriaca) su, etanol, metanol ve etil asetat ekstraktlarinin Gram
(-) Escherichia coli (ATCC-8739) ve Gram (+) Staphylococcus aureus (ATCC-6538)

bakterilerine kars: etkinlikleri disk difiizyon yéntemi ve MIK testi ile degerlendirilmistir.

Pozitif kontrol olarak penisilin/streptomisin 4mg/mL konsantrasyonunda kullanilmistir.
Pozitif kontroliin gosterdigi etkinlikler sirastyla E. coli igin 25.68+0.25 mm, S. aureus igin

23.20+0.05 mm zon ¢ap1 Ol¢lilmiistiir.

Sonuglar, Tablo 3.9’da sunulmustur. Ekstraktlarin tamamina bakildiginda inhibisyon zon

caplart 6.38 mm ile 11.22 mm arasinda bulunmustur.

Tablo 3.9: Salvia tiirlerinin farkli ¢6ziicii ekstraktlarinin E. coli ve S. aureus suslarina karsi
inhibisyon zon ¢aplar1 ve MIK degerleri

Inhibisyon Zonu (mm) MIK (mg/mL)
E. coli S. aureus E. coli S. aureus
Pozitif Kontrol
o o 25.68 £0.25 23.20 +0.05 0.156 0.156
(penisilin/streptomisin)
S. candidissima subsp.
candidissima
Su 6.93 +£0.48 9.74 +£0.36 5 5
Etanol 7.98 + 0.60 8.44+0.12 5 5
Metanol 9.52+0.44 8.55+0.47 2.5 5
Etil asetat 8.14+0.53 10.0 + 0.41 2.5 5
S. multicaulis
Su 11.18 £0.88 6.68 £0.09 25 25
Etanol 8.47 +£0.09 8.12+0.11 25 5
Metanol 8.41+0.26 739+0.16 5 5
Etil asetat 6.67 +0.24 7.11+0.07 25 25
S. suffruticosa
Su 6.60 +0.11 6.15 + 0.04 5 50
Etanol 9.03 + 0.02 11.22 £ 0.69 1.25 5
Metanol 8.14 + 0.49 8.28+0.19 5 5
Etil asetat 6.87 + 0.08 6.59 + 0.02 2.5 50
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Tablo 3.9: (devam)
S. syriaca

Su

Etanol

Metanol

Etil asetat

6.70 £0.07
6.78 £0.21
7.27 £0.06
6.51£0.14

6.46 +0.08
6.75+£0.15
6.82 +0.40
6.57 +0.09

25

1.25
25

50
2.5

25
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4. SONUC VE TARTISMA
4.1 LC-MS/MS Sonuclari

Calismamizda S. candidissima subsp. candidissima, S. multicaulis, S. suffruticosa ve S.
syriaca tirlerine ait bitki ekstraktlart LC-MS/MS yontemi ile analiz edilmis; toplamda 36
farkli fenolik bilesigin  (2-hidroksisinamik asit, 2,5-dihidroksibenzoik asit, 3-
hidroksibenzoik asit, 3,4-dihidroksifenilasetik asit, 4-hidroksibenzoik asit, apigenin,
apigenin-7-O-glukozit, kafeik asit, klorojenik asit, eriodiktiol, ferulik asit, gallik asit,
hesperidin, hyperozid, kaempferol, luteolin, luteolin-7-O-glukozit, pinoresinol,
protokatekuik asit, pirokatekol, kuersetin, rosmarinik asit, sinapik asit, siringik asit,
taksifolin, vanilin, verbaskozit, (+)-katesin, (—)-epikatesin, p-kumarik asit, oleuropein,
homovanilik asit, 3-hidroksitirozol, resveratrol ve ellajik asit) miktarlar1 belirlenmistir.
Salvia tirlerinden elde edilen ekstraktlara ait LC-MS/MS analiz sonuglar1 Tablo 3.1'de
ayrintilt olarak verilmistir. Birden fazla ¢oziicli kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyon
islemi, tek ¢oziiciilii ekstraksiyona kiyasla, hedeflenen biyoaktif bilesenlerin daha yiiksek
verimle ve se¢ici olarak elde edilmesini saglamakta; ayn1 zamanda daha yiiksek saflikta

ekstraktlarin hazirlanmasina olanak tanimaktadir [134], [135], [136].

Elde edilen analiz verilerine gore bitkilerde en yiiksek diizeyde tespit edilen ii¢ fenolik
bilesik sirasiyla S. candidissima subsp. candidissima bitkisinde rosmarinik asit (7583.76
ng/g), kaempferol (15.76 pg/g) ve luteolin (15.72 pg/g); S. multicaulis bitkisinde apigenin-
7-O-glukozit (177.60 pg/g), luteolin-7-O-glukozit (110.97 pg/g) ve kafeik asit (23.81 pg/g);
S. suffruticosa bitkisinde apigenin-7-O-glukozit (278.47 pg/g), luteolin-7-O-glukozit
(117.01 pg/g) ve kafeik asit (18.03 ng/g); S. syriaca bitkisinin analizinde ise hesperidin
(9307.68 ng/g), rosmarinik asit (1227.32 ng/g) ve hyperoside (615.65 pg/g) olarak tespit

edilmistir.

Literatiir incelendiginde Jedidi ve arkadaslarinin ¢alismasinda Salvia officinalis
yapraklarinda 13 farkli fenolik bilesen tanimlanmis; 6zellikle protokatesuik asit 6ne ¢ikan
ana bilesen olarak raporlanmistir. Bu calisma yontem olarak HPLC-PDA-ESI-MS/MS
sistemini kullanmistir. Yapilan analizler sonucunda, fenolik bilesik miktarlar1 ile antioksidan

kapasite arasinda gii¢lii bir pozitif iliski oldugu gozlemlenmistir [137].

Kocer ve c¢alisma arkadaslar, Salvia cilicica Boiss. 0ziitiiniin fenolik bilesen icerigini

belirlemek amaciyla LC-MS/MS teknigini, metodolojik olarak optimize edilmis bir protokol
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esliginde uygulamis ve luteolin, asetohidroksamik asit, protokatesuik asit, kaempferol,
fumarik asit, gallik asit, kafeik asit, kuersetin, 4-hidroksibenzoik asit ve naringenin olmak
tizere toplam 10 fenolik bilesigi tanimlamislardir. Elde edilen bulgular arasinda baslica
luteolin, protokatesuik asit, kaempferol, gallik asit, kafeik asit ve naringenin gibi énemli
flavonoid ve fenolik asit tiirevleri yer almaktadir [138]. Farhat ve arkadaslarinin yaptiklar
calismalarda Salvia officinalis tiiriiniin bilesiminde gallik asit, ferulik asit, kafeik asit,
rosmarinik asit, genkwanin, luteolin, naringin, karnosol, luteolin-7-O-glukozit, apigenin-7-
O-glukozit, p-hidroksibenzoik asit, metil karnosat, apigenin ve karnosik asit gibi ¢esitli
fenolik asitler ve flavonoidlerin yer aldig1 rapor edilmistir [139]. Akkol ve arkadaslar1 S.
halophila Cit ve S. virgata tiirlerinde luteolin-7-O-glukozit, gallik asit, o-kumarik asit, p-
hidroksibenzoik asit, luteolin, kafeik asit ve rosmarinik asit gibi fenolik bilesiklerin varligini
tespit etmistir [140]. Velamuri ve arkadaglarinin ¢alismasinda UHPLC-QTOF-MS/MS
teknigi kullanilarak Salvia officinalis ve Rosmarinus officinalis fenolik profilleri detaylica
analiz edilmis; rosmarinik asit (17 678.7+673.4 ug/g) ve 12-methoxy karnosik asit
(21918.3+715.4 ng/g) en yiiksek konsantrasyonlarda rapor edilmistir [141] Al-Jaber ve
calisma arkadaslarinin gerceklestirdigi HPLC analizleri sonucunda, Salvia eigii Zohary, S.
hierosolymitana Boiss. ve S. viridis L. tiirlerinde luteolin-7-O-glukozitin dikkate deger
diizeylerde bulundugu belirlenmistir (sirastyla 1756.73, 21 651.36 ve 26 125.14 mg/kg kuru
bitki). Bununla birlikte, rosmarinik asit 6zellikle S. hierosolymitana (27 124.93 mg/kg) ve
S. eigii (15 783.33 mg/kg) tiirlerinde en baskin fenolik bilesik olarak 6ne ¢ikmustir. Ayrica,
S. hierosolymitana ve S. viridis 6rneklerinde salvianolik asit B’nin (896.11 ve 890.9 mg/kg)

varlig1 da rapor edilmisgtir [142].

Rosmarinik asit, baslica Lamiaceae ve Boraginaceae familyalarina ait bitkilerde dogal
olarak bulunan, yapisal olarak kafeik asit tiirevi bir polifenolik bilesik olup, ¢esitli biyolojik
aktiviteleri ile dikkat cekmektedir. Literatiirde gliclii antioksidan, antiinflamatuar, antiviral
ve antikanser Ozellikler gosterdigi bildirilen bu molekiil, farmasotik, gida ve kozmetik
endistrilerinde potansiyel uygulamalara sahiptir. Son yillarda yapilan caligmalarda
rosmarinik asidin noroprotektif etkileri de arastirilmis; 6zellikle norodejeneratif hastaliklar
(Alzheimer gibi) baglaminda bellek ve bilissel islevler {izerinde olumlu etkiler sagladigi
rapor edilmistir [143]. Nadeem ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada rosmarinik asitin,
timor olusum siirecine farkli biyolojik mekanizmalar iizerinden etki ederek miidahalede
bulunabildigi; bu mekanizmalar arasinda hiicre ¢ogalmasinin baskilanmasi, apoptozun

indiiklenmesi, metastazin engellenmesi ve inflamatuar yanitlarin modiilasyonu yer aldigi
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tespit edilmistir. Bununla birlikte, rosmarinik asidin literatiirde antimikrobiyal,
antiinflamatuar, antioksidan, ayrica antidepresan ve yaslanma karsiti etkiler gdsterdigi de

cesitli galigmalarla ortaya konmustur [144].

Apigenin-7-O-glukozitin yalnizca giiclii bir antioksidan degil, ayn1 zamanda belirgin
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu da rapor edilmistir. Dolayistyla bu bilesik, hem
oksidatif stresin azaltilmasinda hem de mikrobiyal enfeksiyonlarin kontroliinde 6ne ¢ikan

biyolojik olarak degerli bir flavonoid olarak degerlendirilmektedir [46].

Hesperidin ve tiirevleri, portakal ve limonlarda bulunan, genis bir hastalik yelpazesinde
terapOtik potansiyele sahip biyolojik a¢idan degerli flavonoidlerdir. Yapilan ¢aligmalar bu
bilesiklerin gii¢lii antioksidan, antiviral, antikanser ve antidiyabetik etkilerinin yani sira
analjezik, organ koruyucu, noroprotektif, antihipertansif ve kardiyoprotektif o6zellikler

gosterdigini ortaya koymustur [145].

Calismamizda elde edilen LC-MS/MS bulgulari, literatiirde bildirilen fenolik profillerle
genel olarak uyum gostermektedir. Ozellikle rosmarinik asit, apigenin tiirevleri, luteolin
tiirevleri ve kafeik asit hem bizim sonuglarimizda hem de farkli Salvia tiirlerinde baskin
bilesikler olarak rapor edilmistir. Bununla birlikte, S. syriaca’da hesperidinin diger tiirlere
kiyasla belirgin bicimde daha yiiksek diizeyde bulunmasi, bu tiiriin biyolojik aktiviteleri
acisindan dikkat c¢ekici bir sonu¢ olarak degerlendirilmektedir. Benzer sekilde, S.
candidissima subsp. candidissima’da rosmarinik asidin yiiksek yogunlugu, bu tiiriin giiclii
antioksidan potansiyeline isaret etmektedir. Bu farkliliklar, tiirler aras1 fenolik ¢esitliligin
hem ekolojik kosullar hem de genetik faktdrlerden kaynaklanabilecegini diisiindlirmektedir

[146].

4.2 Antioksidan Aktivite Test Sonuglari

Bu calismada, S. candidissima subsp. candidissima, S. multicaulis, S. suffruticosa ve S.
syriaca tiirlerinden hazirlanan ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri; DPPH, ABTS ve FRAP
yontemleri kullanilarak degerlendirilmistir. Farkli ¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlarin
serbest radikal giderme kapasiteleri, elektron verme yetenekleri ve demir indirgeme giicleri
karsilagtirmali olarak analiz edilmistir. Her 6rnege ait ICso degerleri Tablo 3.2 ve 3.3°de,
FRAP analizleri Tablo 3.4’de ayrintili olarak sunulmustur. Bu analizlerde, referans bilesik

olarak gallik asit (0.1 mg/mL) kullamilmis ve tiim ekstraktlar bu pozitif kontrol ile
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karsilastirilmistir. Gallik asidin DPPH testinde belirlenen ICso degeri 0.005 = 0.010 mg/mL,
ABTS testinde ise 0.001 £0.100 mg/mL olarak hesaplanmistir. FRAP testinde sonuglar

trolox esdegerinde hesaplanmaistir.

S. candidissima subsp. candidissima bitkisinde DPPH testine ait ICso degerleri 0.09 —
0.57 mg/mL araliginda degismis, en diisiik ICso degeri 0.09 +0.00 mg/mL ile metanol
ekstraktinda gzlenmis ve bu 6rnek en yliksek radikal siiplirme kapasitesini gostermistir. En
zayif DPPH aktivitesi ise 0.57+0.10 mg/mL ile su ekstraktinda belirlenmistir. ABTS
testinde ise en yiiksek antioksidan aktivite 0.07 £0.01 mg/mL ICso degeri ile etanol
ekstraktinda saptanirken, en diisiik aktivite 1.51 +£0.07 mg/mL ile etil asetat ekstraktinda
gozlenmistir. FRAP analizine gore, 38.61+6.13 mg/g TE degeri ile en yiiksek demir
indirgeme kapasitesi metanol ekstraktina aitken, bu testte en diisiik deger 25.94 +3.10 mg/g
TE ile su ekstraktinda kaydedilmistir.

S. multicaulis bitkisinde DPPH testinde elde edilen ICso degerleri 0.13-3.34 mg/mL
araliginda degismis, en yliksek radikal siipirme kapasitesi 0.13 +0.01 mg/mL ile metanol
ekstraktinda gozlenmistir. En zay1f DPPH aktivitesi ise 3.34 = 0.06 mg/mL ile su ekstraktina
aittir. ABTS testinde ise ICso degerleri 0.36—0.52 mg/mL arasinda bulunmus, en giiglii
antioksidan etki 0.36 + 0.00 mg/mL ile etil asetat ekstraktinda belirlenmistir. Su ekstrakti, bu
testte de en diislik aktiviteyi sergilemistir (0.52+0.01 mg/mL). FRAP analizine goére, en
yiiksek demir indirgeme kapasitesi 14.79 +1.25 mg/g TE degeri ile metanol ekstraktinda
gdzlenmis; en diisiik deger ise 5.05 + 0.29 mg/g TE ile etil asetat ekstraktinda kaydedilmistir.

S. suffruticosa bitkisinin DPPH analizine gore, en yiiksek radikal siipiirme etkisi
1.77+0.04 mg/mL ICso degeriyle metanol ekstraktinda belirlenmis, en zayif etki ise
3.31+£0.13 mg/mL ile su ekstraktinda gozlenmistir. ABTS test sonuglar1 0.27-0.84 mg/mL
araliginda olup, en diisiik ICso degeriyle en yiiksek antioksidan etki 0.27 +0.03 mg/mL ile
yine metanol ekstraktinda saptanmistir. Bu testte en zayif etkiyi 0.84 + 0.04 mg/mL ile etanol
ekstrakt1 gostermistir. FRAP yontemiyle dlgiilen demir indirgeme kapasitesinde en yiiksek
deger 14.42+1.78 mg/g TE ile metanol ekstraktinda elde edilirken, en diisiik deger
4.87+0.78 mg/g TE ile etil asetat ekstraktinda kaydedilmistir. Ug farkli analiz yontemi de
metanol ekstraktinin antioksidan kapasitesinin diger ¢oziiciilere kiyasla daha yiiksek

oldugunu ortaya koymustur.
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S. syriaca bitkisinin DPPH analizine gore en diisiik ICso degeri 0.13 £ 0.00 mg/mL ile etanol
ekstraktinda goézlenmis olup, bu durum en yiiksek radikal siiplirme kapasitesine isaret
etmektedir. En diisik DPPH aktivitesi ise 0.48+0.13mg/mL ile su ekstraktinda
belirlenmistir. ABTS testi sonuglar1 0.27-0.84 mg/mL araliginda degismis, en yiiksek
antioksidan etkinlik 0.27+0.03 mg/mL ICso degeriyle yine etanol ekstraktinda tespit
edilmistir. Bu testte en diisiik etki su ekstraktina aittir (0.84 + 0.04 mg/mL). FRAP analizine
gore, en yiiksek demir indirgeme kapasitesi 42.14 £6.38 mg/g TE ile su ekstraktinda
belirlenirken, en diisiik deger 26.84 + 1.69 mg/g TE ile metanol ekstraktinda saptanmustir.

DPPH, ABTS ve FRAP analizleri sonucunda metanol ve etanol ekstraktlarinin, su ve etil
asetat ekstraktlarina kiyasla daha yliksek antioksidan aktivite sergiledigi belirlenmistir. Bu
durum, kullanilan c¢éziiciilerin polaritelerinin fenolik bilesiklerin ekstraksiyonundaki
verimliligi dogrudan etkilemesinden kaynaklanabilir. Dolayisiyla elde edilen sonuglar,
¢ozlicii tiirtiniin antioksidan kapasite Olctimlerinde belirleyici bir faktdr oldugunu

gostermektedir.

Literatiir incelendiginde, Uysal ve arkadaslarinin Salvia ceratophylla L. {izerine yaptiklar
calismalarda, hidro-alkollii ekstrelerin diisiik polariteli ¢oziiciilerle hazirlananlardan daha
yiiksek antioksidan kapasiteye sahip olabilecegi bildirilmistir. Bu baglamda, hidro-
metanolik toprak iistii ekstrenin DPPH radikalini en yiiksek diizeyde siipiirdiigii (193.40 +
0.27 mg TE/g) belirlenmistir. ABTS analizleri incelendiginde, kok ekstreleri arasinda en
gliclii radikal temizleyici etkinin hidro-metanolik 6rnekte (116.50 + 1.65 mg TE/g) ortaya
ciktig1 goriilmektedir. Bu bulgu, fenolik bilesiklerin elde edilmesinde hidro-alkollii
¢oziiciilerin daha etkin rol oynadigini ortaya koyan ¢aligmalarla benzerlik tagimaktadir.
FRAP yonteminde ise hidro-metanolik kok ekstrenin en yiiksek indirgeme kapasitesi
(142.00 £+ 0.14 mg TE/g) ile 6ne ¢iktig1 saptanmistir. Bu sonug, hidro-alkollii ekstrelerin
giiclii indirgeme ozelliklerini vurgulayan onceki aragtirmalarla paralellik gostermektedir

[147].

Mokhtari ve arkadaslarinin kekik (7hymus vulgaris L.), adacay1 (Salvia officinalis L.),
kekik-adacayr karistmi ile sentetik antioksidanlardan biri olan BHT’nin (biitil
hidroksitoluen, E321) karsilastirildigi bir ¢alismada, DPPH radikal siipiirme testinde en
diisiik ECso degerinin kekik-adagay1 karisiminda (55.51 pg/mL) 6l¢iildiigii; bu sonucu artan
sirayla kekik, adacayr ve BHT nin takip ettigi bildirilmistir (69.39, 77.21 ve 86.58 ug/mL).
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Ayni arastirmada, kekik, adagay1 ve bu iki bitkinin karigimlarinin metanolik ekstreleri
tizerinde gergeklestirilen FRAP analizleri de BHT ile karsilagtirilmistir. Sonuglar, adagay1
ekstresi ile BHT nin en diisiik FRAP degerlerini verdigini ortaya koyarken, metanolik
adacay1 ekstresi ile BHT arasinda istatistiksel acidan anlamli bir farklilik olmadigi rapor
edilmistir. Buna karsilik, kekik-adagay1 ekstresinin, hem diger metanolik ekstrelerden hem
de BHT c¢ozeltisinden anlamli derecede daha yiiksek FRAP kapasitesi sergiledigi ifade
edilmistir [148].

Rustaie ve arkadaslarinin ¢alismasinda, Salvia suffruticosa’nin toprak iistii kisimlarindan
elde edilen metanol, kloroform ve petrol eteri ekstrelerinden c¢esitli bilesikler (lupeol, B-
sitosterol, stigmasterol, kafeik asit ve 1-feruloil-B-D-glikopiranoz) izole edilmistir. Bu
bilesiklerin serbest radikal siipiiriicii potansiyelleri DPPH yontemi ile degerlendirilmis ve 12
pug/mL ICso degeri ile kafeik asidin en gii¢lii aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir [29].
Ayrica Asadi ve arkadaslarinin farkli Salvia tiirleri lizerinde yaptiklart calismada S.
multicaulis’in orta dlizeyde antioksidan kapasiteye sahip oldugunu bildirmistir [149]
Bahadori ve arkadaslarinin calismasinda Ozellikle rutin ve rosmarinik asit bakimindan
zengin S. syriaca metanolik ekstresi, DPPH testinde BHT ile benzer diizeyde (ECso= 70 ve
66 ng/mL) radikal siiptirme kapasitesi gostermistir [89].

Tiirkiye’den farkli popiilasyonlara ait yapilan farkli ¢alismalarda S. fruticosa’nin fenolik
zengin ekstreleri [150] ve S. cadmica Boiss.’in sulu ve metanolik ekstreleri DPPH, ABTS
ve FRAP testlerinde yliksek aktivite sergilemis, bu tiirlerde rosmarinik asit ana bilesik olarak

tespit edilmistir (20.6-41.9 mg/g ekstrakt) [151].

4.3 Sitotoksisite Test Sonuclari

Bu c¢alismada S. candidissima subsp. candidissima, S. multicaulis, S. suffruticosa ve S.
syriaca tirlerinden hazirlanan su, etanol, metanol ve etil asetat ekstraktlarinin 25 mg/L, 50
mg/L ve 100 mg/L konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saatlik maruziyet sonucunda saglikli insan
lenfosit hiicreleri lizerindeki sitoprotektif etkileri MTS yOntemi ile degerlendirilmistir. Elde
edilen bulgular Sekil 3.1, 3.2, 3.3 ve 3.4'te sunulmaktadir. 490 nm’de elde edilen absorbans
degerleri negatif kontrol ile karsilastirilarak bitki ekstraktlarinin normal hiicre yasamlilig1

tizerindeki etkileri degerlendirilmistir.

66



MTS test sonuglarina gore S. candidissima subsp. candidissima su, etanol, metanol ve etil
asetat ekstraktlarinin 24 saatlik maruziyet sonucunda saglikli lenfosit hiicrelerinin normal
yasamliligini destekledigi ve negatif kontrole gore benzer sonuglar verdigi gézlenmistir.

Ozellikle 50 mg/L konsantrasyonundaki su; 25, 50 ve 100 mg/L konsantrasyonlarindaki
etanol ekstraktlari; 50 ve 100 mg/L metanol ekstraktlar1 ; 25, 50 ve 100 mg/L etil asetat
ekstraktlar1 24 saat sonucunda negatif kontrole benzer (p>0.05) veya negatif kontrolden

yiiksek ve anlamli (p<0.05) absorbans degerleri gostermistir (Sekil 3.1).

S. multicaulis su, etanol, metanol ve etil asetat ekstraktlarinin ise 24 saatlik maruziyet
sonucunda saglikli lenfosit hiicrelerinin normal yasamliligini destekledigi ve negatif
kontrole gore benzer sonuglar verdigi gdzlenmistir. Ozellikle 100 mg/L
konsantrasyonlarindaki su, etanol ve metanol ekstraktlari ile 25, 50, 100 mg/L etil asetat
ekstraktt negatif kontrole benzer (p>0.05) veya negatif kontrolden yiiksek ve anlamli

(p<0.05) absorbans degerleri gostermistir (Sekil 3.2).

S. suffruticosa su, metanol ve etil asetat ekstraktlarinin 24 saatlik maruziyet sonucunda
saglikli lenfosit hiicrelerinin normal yasamliligin1 destekledigi ve negatif kontrole gore
benzer sonuglar verdigi gozlenmistir. Ozellikle 50 ve 100 mg/L konsantrasyonlarindaki su,
metanol ve etil asetat ekstraktlar1 24 saat sonucunda negatif kontrole benzer (p>0.05) veya

negatif kontrolden yiiksek (p<0.05) absorbans degerleri gostermistir (Sekil 3.3).

S. syriaca su, etanol, metanol ve etil asetat ekstraktlarinin 24 saatlik maruziyet sonucunda
saglikli lenfosit hiicrelerinin normal yasamliligini1 destekledigi ve negatif kontrole gore
benzer sonuglar ortaya ¢tkmustir (p>0.05). Ozellikle 100 mg/L su ekstrakti; 50 ve 100 mg/L
etanol ekstraktlar; 25, 50 ve 100 mg/L konsantrasyonlarindaki metanol ekstraktlari; 25 ve
50 mg/L etil asetat ekstraktlari; 24 saat sonucunda negatif kontrole benzer (p>0.05) veya

negatif kontrolden yliksek (p<0.05) absorbans degerleri gostermistir (Sekil 3.4).
MTS testinin sonuglar1 incelendiginde tiim bitkilerin 48 saatlik maruziyeti hiicre

yasamliligini 24 saat maruziyete gore azaltmistir. Bu durum, primer lenfosit hiicrelerinin in

vitro hiicre kiiltlirii ortamlarindaki yasamliliginin kisitli olmasi gercegi ile uyumludur [152].
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48 saatlik inkiibasyon sonrasinda en yiiksek yasamliliklar S. candidissima subsp.
candidissima’nin 100 mg /L metanol konsantrasyonunda, S. multicaulis’in 100 mg/L su
konsantrasyonunda , S. suffruticosa’nin 50 mg/L etanol konsantrasyonunda ve S.syriaca’nin

100 mg/L su konsantrasyonunda gozlenmistir (Sekil 3.1-3.4).

Literatiirde baska Salvia tiirleri ile yapilan ¢aligmalarda Firuzi ve arkadaslar1 metanol ve
diklorometan 6ziitlerinin antikanser 6zellikte oldugu bildirilmistir. S. eremophila ve S.
santolinifolia'min tim Ozitleri 1.5-75.2 pg/mL'lik ICso degerlerinde sitotoksik aktivite
gostermiglerdir [102]. Najaran ve arkadaslarinin ¢alismasinda Salvia chloroleuca Rech. f.,
ekstraktinin MCF-7 meme kanseri hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkileri, MTS testi ile
degerlendirilmis ve elde edilen sonuglar, hiicre proliferasyonunun doza bagl olarak anlamli

sekilde baskilandigini ortaya koymustur [153].

Jazo ve arkadaslart Salvia officinalis ugucu yaglarinin sitotoksik etkileri MTS yontemiyle
farkli saglikli ve kanserli hiicre hatlarinda degerlendirmistir. Elde edilen bulgular, saglikli
hiicre hatlarinin kanser hiicrelerine kiyasla adagay1 u¢ucu yaglarina daha direncli oldugunu
ortaya koymustur. Ozellikle fibroblast kokenli hiicreler ile kanser hiicrelerinin, akciger
dokusundan tiiretilen kanser dis1 hiicrelere kiyasla daha az duyarlilik gosterdigi
belirlenmistir. Kimyasal analizler, a- ve B-tuyon, kafur ve 1,8-sineol gibi baslica bilesenlerin
farkli oranlarda bulunmasinin, ugucu yaglarin sitotoksik aktivitesindeki farkliliklarla iliskili
oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, S. officinalis ugucu yaglarmin hiicre canlilig
tizerindeki etkilerinin, hem kimyasal bilesim farkliliklar1 hem de hiicre tipine bagh olarak
degistigini gostermekte ve bitkinin potansiyel farmakoterapdtik kullanimina isaret

etmektedir [154].

Parsaee ve arkadaslar1 Salvia chorassanica Bunge kok ekstraktinin farkli fraksiyonlart MTS
testiyle degerlendirmis ve CH:Cl: fraksiyonunun HeLa hiicrelerinde diger fraksiyonlara
kiyasla daha giiglii proliferasyon baskilayici etki gosterdigini belirlemislerdir. Bu
fraksiyonun ICso degeri 48 saat sonunda 2.38 pg/mL olarak hesaplanmis olup, sitotoksik
etkinin apoptoz mekanizmasi araciligiyla gergeklestigi bildirilmistir [3]. Bu bulgular,
calismamizda belirli Salvia ekstraktlariin hiicre canliligini azaltan etkileriyle benzerlik
gostermektedir [155].

Benzer bi¢imde, Ertirk ve arkadaslarinin yaptigi calismada S. candidissima subsp.

candidissima’nin metanolik ekstrakti da MTT ve ATP canlilik testleri ile MCF-7 ve MDA-
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MB-231 kanser hiicrelerinde doza bagli sitotoksisite ve apoptozis olusturdugu tespit
edilmistir [104]. Son yillarda Ayvazyan ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir arastirmada, Salvia
glutinosa L.ve S. miltiorrhiza Bunge tiirlerinden izole edilen diterpenoidlerin MDA-MB-
231 ve HL-60 gibi kanser hiicrelerinde belirgin sitotoksik etki gosterdigi; bu etkinin ise ilgili
bilesiklerin fitokimyasal profilleriyle iliskili oldugu ortaya konmustur [156]. Shahneh ve
arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada Salvia officinalis metanolik ekstresinin hiicre cogalmasi
ve sitotoksik aktivite iizerindeki etkileri, boya diglama ve MTT sitotoksisite testleriyle
degerlendirilmis; elde edilen bulgular, lenfoma ve 16semi hiicrelerinde proliferasyonun doz
ve zamana bagli olarak baskilandigini ve bu etkinin biiyiik olasilikla apoptoza aracilik eden

mekanizmalarla gerceklestigini ortaya koymuslardir [157].

Erhan ve arkadaslari, Salvia officinalis ugucu yaginin farkli konsantrasyonlarinin (25-200
uM) HaCaT keratinosit hiicreleri lizerinde MTT yontemiyle test edildigi bir caligmada,
uygulama siiresine bagli olarak hiicre canliliginda anlamli azalmalar gdzlenmistir. Ozellikle
48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarda yiiksek dozlarin belirgin sitotoksik etkilere yol agtigi,
bunun da apoptotik mekanizmalar araciligiyla gerceklesebilecegi ifade edilmistir.
Aragtirmacilar bu bulgularin, adagay1 yaginin asir1 hiicre proliferasyonunu baskilayarak

potansiyel biyolojik fayda saglayabilecegini diisiindiirttiiglinti belirtmislerdir [158].

Bu ¢alismalar, bizim MTS verilerimizle paralellik gostererek, Salvia ekstraktlarinin hiicre
canliligin1 doza ve fraksiyona bagli olarak etkileyebildigini, ayn1 zamanda belirli dozlarda

hiicre koruyucu potansiyel barindirdigini desteklemektedir.

4.4 Genotoksisite Test Sonuglari
Calismamizda, S. candidissima subsp. candidissima, S. suffruticosa, S. multicaulis ve S.
syriaca tlrlerinin genotoksik potansiyelleri; in vitro (MN-KA) ve in vivo SMART ydntemi

kullanilarak degerlendirilmistir.

4.4.1 Mikroniikleus sonuclari

Bu calismada, S. candidissima subsp. candidissima, S. multicaulis, S. suffruticosa ve S.
syriaca tlrlerine ait su, etanol, metanol ve etil asetat ekstraktlarmin iki farkl
konsantrasyonun, insan lenfosit hiicrelerinde olas1 genotoksik etkileri H2O2 varliginda ve
yoklugunda, mikroniikleus (MN) testi ve niikleer boliinme indeksi (NKI) degerleri dikkate

alinarak degerlendirilmis ve deney sonuglar1 Tablo 3.5’de verilmistir.
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MN testi sonuglar1 incelendiginde, negatif kontrol grubuna ait ortalama MN frekans1 0.77 +
0.13 olarak belirlenirken, pozitif kontrol grubunda bu oran 9.37 + 0.51 olarak tespit
edilmistir. Pozitif kontrol grubunda goriilen yiikselis, negatif kontrol ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Literatiir incelendiginde de H.O2 nin
yiiksek MN degerlerine sebep oldugu bilinmektedir. Bayhan ve arkadaslarinin yaptiklar
calismada, NK grubunun % MN degeri 8.74+0.12, H20: grubunu da 27.7+1.42 olarak
bulmuslardir. H20: grubundaki % MN artis1 NK ile karsilastirildiklarinda istatistiksel olarak
anlamlhidir (p<0.05) [159].

S. candidissima subsp. candidissima bitkisinin MN test sonuglar1 incelendiginde (50-100
mg/L) su ekstraktinin 2.38-4.80, etanol ekstraktinin 2.16-2.60, metanol ekstraktinin 2.16-
2.84, etil asetat ekstraktinin 1.05-2.30 araliklarinda % MN’a sebep oldugu goézlenmistir
(Tablo 3.5). Bu sonuglar igerisinden 50 mg/L su, 50-100 mg /L metanol ve 100 mg/L etil

asetat ekstraktinin NK ile benzer sonuglar verdigi ortaya konmustur (p>0.05).

S. multicaulis bitkisinin MN test sonuglar1 incelendiginde (50-100 mg/L) su ekstraktinin
0.31-0.96, etanol ekstraktinin 1.46-2.97, metanol ekstraktinin 2.13-4.03, etil asetat
ekstraktinin 1.14-2.53 araliklarinda % MN’a sebep oldugu goézlenmistir (Tablo 3.5). Bu
sonuglar igerisinden 100 mg/L su ekstraktinin NK ile benzer sonuglar verdigi ortaya

konmustur (p>0.05).

S. suffruticosa bitkisinin MN test sonuclar1 incelendiginde (50-100 mg/L) su ekstraktinin
2.38-4.80, etanol eckstraktinin 2.16-2.60, metanol ekstraktinin 2.16-2.84, etil asetat
ekstraktinin 1.05-2.30 araliklarinda % MN’a sebep oldugu gozlenmistir (Tablo 3.5). Bu
sonuglar igerisinden 50 mg/L su, 50-100 mg /L metanol ve 100 mg/L etil asetat ekstraktinin
NK ile benzer sonuglar verdigi ortaya konmustur (p>0.05).

S. syriaca bitkisinin MN test sonuclar1 incelendiginde (50-100 mg/L) su ekstraktinin 1.87-
4.05, etanol ekstraktinin 2.84-3.60, metanol ekstraktinin 1.55-2.21, etil asetat ekstraktinin
1.81-2.90 araliklarinda % MN’a sebep oldugu gozlenmistir (Tablo 3.5).

Bu sonuglar igerisinden 50 mg/L su, 50-100 mg /L metanol ve 50 mg/L etil asetat

ekstraktinin NK ile benzer sonuglar verdigi ortaya konmustur (p>0.05).
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Bayhan ve arkadaslar1 mikroniikleus deney sonuclarinda NBI degetlerini negatif kontrol
grubunda 1.36+0.04, pozitif kontrol grubunda ise 1.42+0.05 olarak tespit etmislerdir.
Cirsium steirolepis Petr. bitkisinin su, etil alkol ve metil alkol ekstrelerinde NBI degerleri
1.29-1.62 degerleri arasinda bulunmustur [159]. Bizim ¢alismamizda literatiir ile uyumlu
olarak gdzlenmis NBI degerleri NK 1.25 iken PK 1.20, ekstraktlarda ise 1.10-1.76 arasinda
tespit edilmigtir. Niikleer bolinme indeksi canli ve aktif boliinen saglikli lenfosit
hiicrelerinin durumunu belirten bir parametredir [73]. Bu calismada elde edilen NBI
degerleri de mikroniikleus testi i¢in kullanilan tiim hiicrelerin senkronize bir sekilde

boliindiigilinii ortaya koymaktadir.

S. candidissima subsp. candidissima bitkisi ile H2O2 nin beraber uygulandig1 hiicrelerdeki
MN test sonuclar1 incelendiginde (50-100 mg/L) su ekstraktinin 3.06-5.43, etanol
ekstraktinin 2.62-3.73, metanol ekstraktinin 3.48-3.68, etil asetat ekstraktinin 2.33-2.92
araliklarinda % MN’a sebep oldugu gozlenmistir (Tablo 3.5). Bu sonuglar igerisinden 100

mg /L metanol ekstraktinin NK ile benzer sonuglar verdigi ortaya konmustur (p>0.05).

S. multicaulis bitkisi ile H2Oz’nin beraber uygulandig: hiicrelerdeki MN test sonuglari
incelendiginde (50-100 mg/L) su ekstraktinin 1.01-1.12, etanol ekstraktinin 3.31-3.45,
metanol ekstraktinin 3.40-5.58, etil asetat ekstraktinin 3.14-3.31 araliklarinda % MN’a sebep
oldugu gozlenmistir (Tablo 3.5). Bu sonuglar igerisinden 50 mg/L su ekstraktinin NK ile

benzer sonuglar verdigi ortaya konmustur (p>0.05).

S. suffruticosa bitkisi ile H>O>’nin beraber uygulandigi hiicrelerdeki MN test sonuclari
incelendiginde (50-100 mg/L) su ekstraktinin 3.06-5.43, etanol ekstraktinin 2.62-3.73,
metanol ekstraktinin 3.48-3.68, etil asetat ekstraktinin 2.33-2.92 araliklarinda % MN’a sebep
oldugu goézlenmistir (Tablo 3.5). Bu sonugclar icerisinden 100 mg /L metanol ekstraktinin

NK ile benzer sonuglar verdigi ortaya konmustur (p>0.05).

S. syriaca bitkisi ile H2O2’nin beraber uygulandigi hiicrelerdeki MN test sonuglari
incelendiginde (50-100 mg/L) su ekstraktinin 3.43-4.70, etanol ekstraktinin 3.56-4.21,
metanol ekstraktinin 2.41-3.52, etil asetat ekstraktinin 2.94-3.18 araliklarinda % MN’a sebep
oldugu gozlenmistir (Tablo 3.5). Bu sonuglar icerisinden 50 mg/L su, 50-100 mg /L etil

asetat ekstraktinin NK ile benzer sonuglar verdigi ortaya konmustur (p>0.05).
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Salvia tirlerinden elde edilen ekstraktlarin tiim konsantrasyonlari, H2O: ile birlikte
uygulandiginda %MN oranlarinda (1.01-5.58 %MN) anlamli diizeyde azalmaya neden
olmustur (p<0.05). Bu da calismada kullanilan Salvia tiirlerinin antigenotoksik oldugunu

gostermektedir.

Cebi ve arkadaslarinin c¢alismasinda, S. kronenburgii Oziitiniin meme kanseri hiicre
hatlarinda belirgin sitotoksik ve genotoksik etkiler gosterdigi rapor edilmistir. Comet testi
verileriyle de sonuglar desteklenmistir [160]. Ayrica, Topcu ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanan bitkinin igerigindeki abietanoid diterpenlerin genotoksik potansiyel tagimasi bu
bulgular1 desteklemektedir [161]. Di Sotto ve arkadaslari, Salvia cinnabarina M. Martens &
Galeotti tiirlinden tiiretilen 3,4-secoisopimar-4(18),7,15-trien-3-oic asidin sodyum tuzunun,
etil metansiilfonata (EMS) maruz birakilan insan lenfositlerinde mikroniikleus (MN)
olusumunu azalttigr bildirilmistir. Bu bilesik, genotoksik hasara kars1 belirgin bir
antiklastojenik etki gostererek, DNA biitlinligiinii koruma potansiyeline sahip bir koruyucu
ajan olarak degerlendirilmistir [162]. Mathew ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, Salvia
officinalis (adacay1) ile yapilan 6n uygulamanin, Isvicre albino farelerinde metil paratiyonun
neden oldugu mikroniikleus olusumunu anlamli diizeyde azalttig1 bildirilmistir. Elde edilen
bulgular, adacay1 ekstresinin genotoksik hasara karst koruyucu (genoprotektif) potansiyele
sahip olabilecegini gostermistir [163]. Stavropoulou ve arkadaslar1 tarafindan Salvia
verticillata’nin hidrometanolik ekstraktinin kiiltiirlenmis insan lenfositlerinde mikroniikleus
olusumunu anlamli diizeyde artirmadig: bildirilmistir. Bu durum, ekstraktin genotoksik bir
etkiye sahip olmadigim gostermektedir. Ote yandan, aym ekstraktin mitomisin C gibi
mutajenik bir ajana karst mikroniikleus frekansini azaltarak antigenotoksik ozellik
sergiledigi rapor edilmistir [164]. Salvia officinalis ekstresinin, siklofosfamid ile islem
gormiis sicanlarda mikroniikleuslu polikromatik eritrosit (MNPC) frekansini anlamli
diizeyde azalttig1 bildirilmistir. Bu durum, ekstraktin genotoksik etkilere kars1 koruyucu bir
potansiyele sahip olabilecegini gostermektedir. S6z konusu antimutajenik etkinin, biiyiik
Ol¢iide bitkinin antioksidan Ozelliklerinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir [165].
Salvia fruticosa yapragi ekstresinin, S9 metabolik aktivasyon sistemi olmaksizin
uygulandig1 tiim konsantrasyon ve tedavi siirelerinde, insan periferik kan lenfositlerinde
mikroniikleus (MN) olusumunu indiikledigi bildirilmistir. Ayrica, 24 saatlik uygulama
sirasinda mitomisin C ile kombine edildiginde, MN frekansinda anlamli degisiklikler
gozlemlenmistir [166]. Salvia tiirlerine ait Oziitlerin, metil paratiyon ile dnceden islem

gormiis Isvigre albino farelerinde mikroniikleus (MN) olusumunu anlamli diizeyde inhibe
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ettigi rapor edilmistir. En yiliksek mikroniikleus inhibisyonu Salvia microphylla ile
gbzlenmis (%27 £ 0.09), bunu sirasiyla Salvia farinacea (%33 =+ 0.09) ve Salvia splendens
‘Blue Ribbon’ (%37 £ 0.07) tiirleri takip etmistir [167]. Carvalho ve arkadaslarinin Melissa
officinalis’in genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin degerlendirildigi bir in vivo ¢alismada,
bitki ekstresinin metil metan siilfonat (MMS) tarafindan indiiklenen DNA hasarin1 6nemli
Olciide azalttig1 bildirilmistir. Mikroniikleus testinde, M. officinalis ekstresinin MMS
kaynakli genotoksisiteyi tamamen engelledigi; komet testinde ise benzer kosullar altinda
DNA hasarini yaklasik %35—45 oraninda diisiirdiigii rapor edilmistir. Bu bulgular, bitkinin
DNA biitiinliigiinii koruyucu yonde etkin bir biyolojik potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir [93].

4.4.2 Kromozom aberasyon sonuclari

Kromozom aberasyon testlerinden elde edilen sonuglar, Salvia tiirlerinin hidrojen peroksit
(H202) kaynakli genotoksisite iizerindeki etkilerini ortaya koymustur. Negatif kontrol
grubunda TA (G+P) degeri 0.041 + 0.001, TA (G-P) degeri 0.039 + 0.01, ve % MI degeri
11.71 £ 0.91 olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol (H20., 6.5 pg/mL) grubunda ise TA(G+P)
0.269+0.023, TA(G—P) 0.121 £ 0.02, ve %MI 9.74 + 0.96 olarak hesaplanmistir. Bu farklar,
negatif kontrolle karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

S. candidissima subsp. candidissima tiiriiniin metanol ekstrakti iki farkli konsantrasyonda 50
ve 100 mg/L degerlendirilmistir. 50 mg/L. grubunda TA(G+P) 0.022 £+ 0.003, TA(G-P)
0.011 £0.001, ve %MI 11.04 + 0.24, 100 mg/L grubunda TA(G+P) 0.053 + 0.027, TA(G—
P) 0.026 + 0.013, ve %MI 11.81 £+ 1.7 olarak belirlenmistir. Her iki konsantrasyonda da
TA(G+P) ve TA(G—P) degerleri diisiik olup, negatif kontrolle karsilagtirildiginda istatistiksel
olarak anlaml farklilhik gozlenmemistir (p > 0.05). H20- ile birlikte uygulamalarda ise
TA(G+P) degerleri 0.090 + 0.010 ve 0.063 + 0.006, TA(G—P) degerleri 0.050 = 0.012 ve
0.025 £ 0.002 olarak hesaplanmistir. Bu kombinasyonlarda pozitif kontrole kiyasla belirgin
azaliglar (p < 0.05), %MI degerlerinde ise artis egilimi gézlenmistir (12.43 + 1.5 ve 12.31 +
2.1). Bu sonuglar, S. candidissima metanol ekstraktinin H-0O-’nin indiikledigi genotoksik

etkiyi hafiflettigini ve hiicre boliinmesini koruyucu yonde etkiledigini gostermektedir.
S. multicaulis metanol ekstraktlarinin 50 ve 100 mg/L dozlarinda TA(G+P) degerleri

strastyla 0.017 +0.007 ve 0.067 = 0.014, TA(G-P) degerleri 0.011 + 0.001 ve 0.040 + 0.000,
%MI degerleriise 11.04 £2.2 ve 9.95 + 1.01 olarak hesaplanmistir. Diisiik dozda DNA hasar
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orani oldukca  disik, yiiksek dozda ise  hafif artis  gOzlenmistir.
H:0: ile birlikte uygulamalarda TA(G+P) degerleri 0.028 + 0.003 ve 0.132 + 0.007, TA(G—
P) degerleri 0.014 = 0.001 ve 0.069 £+ 0.001 olarak bulunmustur. Buna karsilik %MI
degerleri 13.01 + 0.5 ve 12.33 £ 2.4 olarak yiikselmistir. Pozitif kontrolle kiyaslandiginda,
ozellikle 50 mg/L + H20: kombinasyonu genotoksik etkiyi dnemli 6l¢iide azaltmis (p<0.05),
ayrica mitotik aktiviteyi artirmistir. Bu bulgular, S. multicaulis’in disik dozda
antigenotoksik etki gosterdigini ve H:0:2’nin mitoz boliinme siirecine verdigi zarari

Onleyebildigini gostermektedir.

S.  suffruticosa metanol ekstraktinin  genotoksik etki diizeyi oldukca disiiktiir.
50 mg/L grubunda TA(G+P) 0.013 £ 0.001, TA(G—P) 0.012 £ 0.001, ve %MI 10.94 + 0.34,
100 mg/L grubunda TA(G+P) 0.051 + 0.026, TA(G—-P) 0.027 = 0.014, ve %M1 12.52 £ 2.7
olarak bulunmustur. H20: ile kombine edilen gruplarda TA(G+P) degerleri 0.066 + 0.028 ve
0.056 £ 0.000, TA(G-P) degerleri 0.052 = 0.027 ve 0.024 £ 0.002, %MI degerleri ise 10.21
+ 1.6 ve 11.51 £ 2.7 olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, ekstraktin H.O>’nin neden oldugu
kromozomal aberasyonlar1 kismen azalttigini, ancak mitotik aktivite lizerindeki etkisinin
sinirli oldugunu gostermektedir. Genel olarak S. suffruticosa, hafif antigenotoksik 6zellik
sergilemis, genotoksisite ve sitotoksisite diizeyleri acgisindan biyolojik olarak giivenli
bulunmustur. S. syriaca metanol ekstrakti iki farkli konsantrasyonda incelenmistir.
50 mg/L grubunda TA(G+P) 0.012 + 0.001, TA(G-P) 0.011 + 0.002, %MI 11.93 £ 0.34,
100 mg/L grubunda TA(G+P) 0.033 + 0.007, TA(G-P) 0.025 + 0.013, %MI 12.50 £ 1.2
olarak belirlenmistir. H20: ile birlikte uygulamalarda TA(G+P) degerleri 0.079 + 0.015 ve
0.050 = 0.005, TA(G-P) degerleri 0.052 + 0.027 ve 0.025 + 0.002, %MI degerleri ise 11.22
+ 1.9 ve 11.51 £ 2.3 olarak saptanmistir. Bu degerler, H-O: ile birlikte DNA hasarinin bir
miktar arttigini, ancak hiicre boliinmesinde ciddi bir azalma olmadigin1 gostermektedir. S.
syriaca genel olarak hafif pro-oksidatif egilim gdstermis, bu durum yiiksek dozlarda
antioksidan bilesiklerin oksidatif kosullar altinda pro-oksidan o6zellik kazanmasiyla

agiklanabilir.

Tim Salvia tiirleri degerlendirildiginde H.O: pozitif kontrol grubunda yiiksek aberasyon
orani ve diisiik mitotik indeks beklenen sekilde dogrulanmistir. Bitki ekstraktlar1 bu hasari
belirli oranlarda azaltmistir. S. candidissima subsp. candidissima ve S. multicaulis tirleri
belirgin antigenotoksik etki gdstermis, S. suffruticosa hafif koruyucu 6zellik gostermis,

S. syriaca ise yiiksek dozda pro-oksidatif egilim sergilemistir.
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Sonug olarak, Salvia tiirlerinden elde edilen metanol ekstraktlarinin genel olarak H.O:
kaynakli kromozomal aberasyonlari azalttigi, mitotik indeksi biiyiik 6l¢iide korudugu ve

genotoksisiteye  karst  biyolojik  koruma  potansiyeli  tasidigi  belirlenmistir.

Literatiirde yapilan c¢esitli ¢alismalar, bitkisel oziitlerin serbest radikal kaynakli genetik
hasarlara kars1 koruyucu etkiler gosterebildigini ortaya koymaktadir. Ornegin, Lamiaceae
familyasina ait Salvia farinacea Benth., Salvia microphylla Kunth ve Salvia splendens
Sellow ex Nees 'Blue Ribbon' tiirlerinin metanolik 6ziitleri ile gergeklestirilen bir calismada,
bu bitkilerin metil paratiyonun neden oldugu genotoksik etkilere karsi potansiyel
genoprotektif dzellikler tasidig1 belirlenmistir. S6z konusu ¢alismada Isvigre albino fareleri,
deney oncesinde ilgili Salvia tiirlerinin 6ziitleriyle 6n islemden gegirilmis ve ardindan metil
paratiyona maruz birakilmistir. Kromozomal aberasyon testi ve mikroniikleus analizi ile
degerlendirilen sonuglar, her ii¢ bitki tliriiniin de kemik iligi hiicreleri ve spermatositlerde
olusan kromozomal hasar1 anlamli diizeyde baskiladigini gostermistir (p <0.001). En ytliksek
koruyucu etki, S. microphylla 6ziitii ile elde edilmis (%2,33 £ 0,19 kemik iliginde; %3,33 +
0,19 spermatositlerde), bu tiirili sirasiyla Salvia farinacea Benth. (%4,33 + 0,39 ve %3,67 +
0,58) ve Salvia splendens, 'Blue Ribbon' (%3,67 £ 0,19 ve %4,33 £ 0,39) takip etmistir.
Benzer sekilde, mikroniikleus olusumuna karsi en yiiksek inhibisyon da S. microphylla
(%0,27 + 0,09) ile gozlemlenmis; ardindan S. farinacea (%0,33 + 0,09) ve S. splendens 'Blue
Ribbon' (%0,37 £ 0,07) gelmistir. Bu etkilerin, s6z konusu bitkilerde bulunan rosmarinik
asit, betulinik asit, myricetin, askorbik asit ve asiatic asit gibi biyoaktif fitokimyasallarin
antioksidan ve DNA koruyucu o6zelliklerinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Calisma
sonuglari, bu Salvia tiirlerinin metil paratiyona karsi potansiyel birer nutrasotik ajan olarak
degerlendirilebilecegini ve genetik hasara kars1 koruyucu stratejiler gelistirilmesinde 6nemli

bir rol listlenebileceklerini ortaya koymaktadir [167].

Vujosevic ve arkadaslarimin yaptiklart calismada adagay1 (Salvia officinalis) yaginin
terpenoid fraksiyonlarin artan konsantrasyonlari, memeli in vivo sisteminde mitomisin C

tarafindan indiiklenen kromozomal aberasyonlarin sikligini azalttigini bulmuslardir [168].
Insan periferik kan lenfositleri (HPBL) iizerinde yapilan bir calismada, Salvia fruticosa

yaprak ekstresinin genotoksik ve antijenotoksik etkileri, 1.5, 3.0 ve 6.0 pL/mL

konsantrasyonlarinda ve 24 ile 48 saatlik uygulama siireleri boyunca, S9 karigiminin varligi
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ve yoklugu durumlarinda degerlendirilmistir. Bu amagcla kardes kromatit degisimi (SCE),
kromozom aberasyonu (CA) ve mikroniikleus (MN) test sistemleri kullanilmistir. Ayrica,
ekstresinin sitotoksik etkileri mitotik indeks (MI), proliferasyon indeksi (PI) ve niikleer
boliinme indeksi (NDI) ilizerinden analiz edilmistir. S9 metabolik aktivasyon sistemi
olmadan gerceklestirilen deneylerde, S. fruticosa ekstresi tek basina 48 saatlik siirede SCE
sikligini artirmis; bununla birlikte, tiim konsantrasyon ve siirelerde CA ve MN olusumunu
da tetiklemistir. Mitomisin C (MMC) ile kombine edildiginde, 6zellikle yiiksek doz hari¢
olmak tizere, ekstre ve MMC’ nin birlikte uygulanmas1 sinerjik bir sekilde SCE ve CA
indiiksiyonunu artirmistir. Bununla birlikte, MN olusumu agisindan ekstre 24 saatlik
uygulamada MMC'nin etkisini artirirken, 48 saatlik stirede MN sikligin1 anlamli diizeyde
azaltmistir. Ayrica, MI degerlerinde diisiis gozlenmis ve bu durum St ekstresinin sitotoksik
potansiyelini ortaya koymustur; ancak PI ve NDI degerlerinde anlamli bir degisiklik
meydana gelmemistir. S9 sisteminin varliginda ise, S. fruticosa yaprak ekstresi SCE sikliginm
kontrol grubu ile benzer seviyede tutmus ancak siklofosfamid (Cyp) kaynakli genotoksik
etkileri hafifletmistir. Bununla birlikte, CA ve MN frekanslarin1 kendi bagina artirdigi
gozlemlenmis; ancak Cyp'nin neden oldugu kromozomal hasar1 anlamli diizeyde
artirmamistir. Sitotoksik parametreler agisindan bakildiginda, S. fruticosa ekstresi Cyp'nin

sitotoksik etkisini tetiklese de, kendisi dogrudan belirgin bir sitotoksisite gdstermemistir.

Bu bulgular, S. fruticosa ekstresinin kromozom aberasyonlarina neden olabilecegini, ancak
ayn1 zamanda belirli genotoksik ajanlara kars1 kismi bir koruyuculuk sergileyebilecegini

ortaya koymaktadir [166].

Askin Celik ve Aslantiirk tarafindan gerceklestirilen bir baska arastirmada, Lamiaceae
familyasina ait olan Rosmarinus officinalis ve Lavandula stoechas L. tiirlerinin sulu
ekstraktlarinin (inflizyon ve dekoksiyon yontemleriyle elde edilmis) insan periferik kan
lenfositleri iizerindeki olas1 sitotoksik ve genotoksik etkileri in vitro kosullarda
incelenmistir. Calismada, lenfosit hiicreleri R. officinalis (1.5 ve 3 mg/ml) ile L. stoechas
(0.4 ve 1.2 mg/ml) ekstraktlarina 48 saat siireyle maruz birakilmistir. Deneysel tasarimda
PBS (fosfat tamponlu salin) negatif kontrol, mitomisin C (MMC, 0.25 pg/ml) ise pozitif
kontrol olarak kullanilmigtir.  Sitotoksisite, mitotik indeks degerleri {izerinden
degerlendirilmig; ayrica kromozomal anomaliler (kromozom aberasyonlar1) ve

mikroniikleus formasyonlari da gozlemlenmistir. Pozitif kontrol grubunda kromozomal
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anormallik oran1 %2.93 olarak saptanirken, negatif kontrol grubunda bu tiir anormalliklere
rastlanmamustir. iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.01).
Arastirma bulgulari, test edilen ekstraktlarin artan konsantrasyonlara bagli olarak insan
periferal lenfosit hiicrelerinin béliinme oranini anlamli diizeyde azalttigini gostermistir (p <
0.01). Ozellikle metafazdaki hiicre sayisindaki belirgin azalma nedeniyle baz1 gruplarda
kromozomal analizler gergeklestirilememistir. Bununla birlikte, ekstrakt uygulamalari,
kontrol gruplarina kiyasla mikroniikleus olusumunda anlamli artiglara yol agmistir (p <
0.01). En yiiksek sitotoksik etki, L. stoechas bitkisinin 3 mg/ml konsantrasyondaki
dekoksiyon ekstrakti ile 48 saatlik uygulama sonrasi1 gozlenmis; genotoksisite acisindan en
belirgin etki ise 1.2 mg/ml’lik L. stoechas dekoksiyon ekstrakti ile elde edilmistir. Ek olarak,
R. officinalis’e ait infiizyon ve dekoksiyon ekstraktlarinin da artan dozlarda lenfosit
hiicrelerinin mitotik aktivitesini belirgin sekilde baskiladigi ve bu durumun sitotoksik etkiye

neden oldugu ortaya konmustur [169].

Bayhan ve calisma arkadaslarinin gergeklestirdigi bir aragtirmada, Cirsium cinsine ait
tirlerin metanolik ekstraktlar1 ile bu ekstraktlarin H-O: ile kombinasyonlarinin insan
lenfositleri iizerindeki genotoksik etkileri degerlendirilmistir. Bu amacgla kromozom
aberasyon testi uygulanmis ve elde edilen bulgular, dort farkli bitki tiiriiniin her iki doz
seviyesinde de H20:'nin yol agtig1 genetik hasara kars1 koruyucu 6zellik gosterdigini ortaya
koymustur. Calisma kapsaminda, Cirsium balikesirense Yildiz, Arabaci & Dirmenci tiiriine
ait 100 mg/L dozunun, negatif kontrole benzer toplam aberasyon (TA) oranlar1 gostermesi
ve H20: kaynakli toksisiteyi en etkili sekilde azaltmasi bakimindan 6ne ¢iktig1 belirlenmistir.
Ancak yalnizca bitki ekstrakti ile islem goren gruplar arasinda, C. byzantinum Forbes’in 100
mg/L’lik dozu ile C. steriolepis Petrak’in 50 ve 100 mg/L konsantrasyonlarinin, NK grubuna
kiyasla kromozomal aberasyonlari anlamli bi¢gimde artirdig1 tespit edilmistir. Bu durum,
ilgili dozlarm genotoksik etkiye neden oldugunu gostermektedir. Ote yandan, C.
balikesirense ve C. baytopae P.H.Davis & Parris tiirlerinin uygulanan dozlarinin, negatif
kontrol ile karsilastirildiginda benzer kromozomal aberasyon oranlari sergiledigi ve
herhangi bir toksik etkiye neden olmadig1 gézlemlenmistir. Bu gruplardan elde edilen veriler

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermemistir (p > 0.05) [159].
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4.5 In vivo Genotoksisite Test Sistemleri

4.5.1 Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

D. melanogaster lizerinde gerceklestirilen somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde, S.
candidissima subsp. candidissima, S. multicaulis, S. suffruticosa ve S. syriaca tiirlerinin su,
etanol, metanol ve etil asetat ekstraktlarinin 50 ve 100 mg/L konsantrasyonlar1 kullanilarak

H:>0-’nin genotoksik/ antigenotoksik etkileri degerlendirilmeye ¢aligiimistir.

Test bulgularinda, kiiclik tek nokta frekanslar1 incelendiginde pozitif kontrol grubunda 0.84,
negatif kontrolde ise 0.00 degerleri saptanmistir. Biiylik tek nokta frekanslarinda pozitif
kontrol 0.65, negatif kontrol ise 0.10 olarak belirlenmis ve pozitif kontroliin negatif kontrole
gore 6.5 kat daha yiiksek frekans gostererek istatistiksel olarak anlamli bir artig sergiledigi
saptanmustir (p<0.05). ikiz nokta frekanslar1 incelendiginde negatif kontrolde deger
gbzlenmezken (0.00), pozitif kontrol 0.72 olarak tespit edilmis ve bu fark istatistiksel acidan

anlamli bulunmustur (p<0.05). Bu durum literatiir incelendiginde tutarlilik gostermektedir.

Wild Korkmaz ve arkadaslar yaptiklari ¢alismada negatif kontrol grubunda kiiciik tek nokta
frekans1 0.03, biiyiik tek nokta ve ikiz tek nokta frekansi 0.00 olarak tespit etmislerdir. Pozitif
kontrol grubunda ise kii¢lik tek nokta 0.05, biiylik tek nokta 0.069, ikiz tek nokta frekansi
ise 0.23 olarak tespit ederek H>O- nin negatif kontrole gore nokta frekanslarinda artisa sebep
olduklarin1 gostermislerdir (p<0.05) [49]. Yilmaz Kardas ve arkadaslarinin yaptigi
calismada da H-0-’in, negatif kontrole gore nokta frekanslarinda artisa sebep olduklarini

gostermiglerdir [73].

Nokta frekanslar1 incelendiginde; S. candidissima subsp. candidissima bitkisinin (50 mg/L)
su ekstraktinin 0-0.47, etanol ckstrakti 0-0.38, metanol ekstraktt 0-0.44, etil asetat
ekstraktinin ise 0-0.52 kiigiik, biiyiik ve ikiz nokta frekanslarina sebep oldugu goriilmektedir.
S. candidissima subsp. candidissima bitkisinin (100 mg/L) su ekstraktinin 0-0.29, etanol
ekstrakti 0-0.42, metanol ekstrakti 0-0.35, etil asetat ekstraktinin ise 0-0.66 kiiciik, biiyiik ve

ikiz nokta frekanslarina sebep oldugu goriilmektedir.

S. multicaulis bitkisinin (50 mg/L) su ekstraktinin 0-0.34, etanol ekstrakt1 0-0.28, metanol
ekstrakti 0.025-0.4, etil asetat ekstraktinin ise 0-0.43 kiiciik, biliylik ve ikiz nokta
frekanslarina sebep oldugu goriilmektedir. S. multicaulis bitkisinin (100 mg/L) su

ekstraktinin 0.16-0.41, etanol ekstrakti 0-0.42, metanol ekstrakti1 0-0.53, etil asetat
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ekstraktinin ise 0.062-0.28 kiiclik, biiylik ve ikiz nokta frekanslarina sebep oldugu

goriilmektedir.

S. suffruticosa bitkisinin (50 mg/L) su ekstraktinin 0-0.175, etanol ekstrakt1 0-0.14, metanol
ekstrakt1 0-0.7, etil asetat ekstraktinin ise 0-0.24 kiigiik, biiyiik ve ikiz nokta frekanslarina
sebep oldugu goriilmektedir. S. suffruticosa bitkisinin (100 mg/L) su ekstraktinin 0-0.22,
etanol ekstraktr 0-0.25, metanol ekstrakti 0-0.15, etil asetat ekstraktinin ise 0-0.23 kiigiik,

bliyiik ve ikiz nokta frekanslarina sebep oldugu goriilmektedir.

S. syriaca bitkisinin (50 mg/L) su ekstraktinin 0-0.27, etanol ekstrakti 0-0.064, metanol
ekstrakti 0-0.53, etil asetat ekstraktinin ise 0-0.31 kiigiik, biiyiik ve ikiz nokta frekanslarina
sebep oldugu goriilmektedir. S. syriaca bitkisinin (100 mg/L) su ekstraktinin 0-0.13, etanol
ekstrakti 0-0.20, metanol ekstrakti 0-0.34, etil asetat ekstraktinin ise 0-0.53 kiiciik, biiyiik ve

ikiz nokta frekanslarina sebep oldugu goriilmektedir.

Bu sonugclara gore tiim bitki ekstraktlar (50-100 mg/L) diisiik oranlarda nokta frekanslarina
sebep olmustur ve bu frekanslar genotoksik hasara yol actig1 bilinen H2O2’nin sebep oldugu

frekanslardan oldukea kiigiiktiir (p<0.05).

Literatiirde yer alan bir calismada, Yilmaz Kardas ve arkadaslar1 Lallemantia iberica
(M.Bieb.) Fisch. & C.A.Mey. bitkisinin etanol ve metanol ekstraktlarini kullanarak
gerceklestirdikleri SMART analizinde, her iki ekstraktin da pozitif kontrol grubuna kiyasla
kiigiik tek nokta (small single spot) frekansinda anlamli diizeyde azalma sagladigim
bildirmistir. Buna gore, etanol ve metanol ekstraktlari sirasiyla 2.22 ve 2.19 kat daha diisiik
frekans gostermistir (p<0.05). Biiylik tek nokta (large single spot) tipi ise yalnizca etanol
ekstrakt1 grubunda tespit edilmis olup, bu grup da pozitif kontrole gére 0.39 kat daha diistik
frekansa sahip bulunmus ve bu fark istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (p<0.05).
Ote yandan, ikiz nokta (twin spot) tipi yalnizca pozitif kontrol grubunda gézlemlenmis;
ekstrakt uygulanan gruplarda bu formun olusmadig: belirtilmistir. Aragtirmacilar, bu veriler
1s1ginda L. iberica’nin etanol ve metanol ekstraktlarinin, DNA'daki piirin ve pirimidin
bazlar ile deoksiriboz iskeleti iizerinde etkili olabilen hidroksil radikallerine kars1 koruyucu

bir etki gostererek somatik mutasyonlar1 dnleyebilecegini ifade etmislerdir [73].
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Ayar ve ¢alisma arkadaslari, Lamiaceae familyasina ait Stachys annua (L.) L., Scutellaria
salviifolia Benth. ve Nepeta nuda L. tiirlerinin antigenotoksik potansiyellerini SMART ile
incelemistir. Calisma sonucunda, genotoksik bir ajan olan etil metansiilfonatin (EMS) yol
actigt DNA hasarinin, S. salviifolia bitki 6zii ile anlamli diizeyde azaldig1 ve bu tiiriin
belirgin bir antigenotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Diger tiirlerin ise farkli ekstrakt
konsantrasyonlarinda [0.1, 0.25, 0.50 ve 1 (v/v)] uygulandiginda, meyve sineklerinin kanat
hiicrelerinde olusan nokta (spot) sayisini azaltmalarina karsin bu azalmalarin istatistiksel

olarak anlamli goriilmedigi rapor edilmistir (p>0.05) [170].

Wild Korkmaz ve arkadaslar1 yaptiklari ¢calismada Lamiaceae familyasindan bir bitki olan
Phlomis pungens Willd. ekstraktlarinin antigenotoksik potansiyeli degerlendirdiginde, H-0-
ile birlikte uygulandiklarinda cesitli spot (nokta) tiplerinin frekanslarinda belirgin azalmalar
meydana geldigi gozlemlemislerdir. Ozellikle etanol ve metanol bazli ekstraktlar, %74’iin
tizerinde inhibisyon orani gostererek dikkate deger bir koruyucu etki ortaya koymustur. Bu
bulgular dogrultusunda, P. pungens ekstraktlarinin H2O:’nin yol agtigi genetik hasari
baskilayabilme kapasitesine sahip oldugu ve bu nedenle antigenotoksik ajanlar arasinda

degerlendirilebilecegi sonucuna ulasilmistir [49].

Gayozo ve arkadaglarinin yaptiklart giincel aragtirmada Salvia hispanica L. miisilajinin
Drosophila melanogaster’de somatik mutasyonlar iizerine etkisi degerlendirilmistir.
Caligmada, siklofosfamid ile olusturulan genotoksik etkinin ardindan farkli miisilaj
konsantrasyonlar1 uygulanmis ve tedavi sonrasinda mutasyon sikliginda yaklasik %18 ile
%45 arasinda bir azalma gozlenmistir. Bu sonuglar, S. hispanica miisilajinin antimutajenik

potansiyele sahip oldugunu ortaya koymaktadir [171].

Patenkovic ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, Salvia officinalis (adagay1) ¢ayinin
antimutajenik potansiyeli D. melanogaster iizerinde gergeklestirilen SMART testi ile
incelenmistir. Deneysel uygulamalarda kronik, akut ve kombine tedavi protokolleri
kullanilmis; mutajen madde olarak metil metansiilfonat (MMS) tercih edilmistir. Elde edilen
bulgular, adacay1 inflizyonunun MMS tarafindan indiiklenen mutasyonlarin sikligini

azaltarak belirgin diizeyde antimutajenik etki gosterdigini ortaya koymustur [172].

80



4.5.2 Toksisite sonuclari

Uzun yillar boyunca gelisim biyologlar1 ve genetik¢iler tarafindan model organizma olarak
tercih edilen meyve sinegi (D. melanogaster), son donemlerde toksikoloji aragtirmalarinda
zararli kimyasallarin temel genetik siireglerinin aydinlatilmasinda yaygin olarak kullanilan
bir ara¢ haline gelmistir [33]. Bu c¢alismada, S. candidissima subsp. candidissima, S.
multicaulis, S. suffruticosa ve S. syriaca bitkilerinin su, etanol, metanol ve etil asetat
ekstraktlarinin ve ayrica hidrojen peroksit (H202)’in D. melanogaster iizerindeki etkileri,
pupa olusumu, hayatta kalma ve erginlesme oranlar1 agisindan degerlendirilmistir. Larvalar,

pupalar ve ergin sinekler sayilmis ve deneysel sonuglar Sekil 3.13-3.24’te sunulmustur.

Negatif kontrol grubu, uygun deney kosullarinin bir gostergesi olarak yiiksek diizeyde pupa
olusumu (%100), hayatta kalma (%83) ve erginlesme (%83) oranlar1 sergilemistir. Buna
karsilik pozitif kontrol olarak kullanilan H20: giiclii oksidatif stres olusturmus ve pupa
olusumu (%97), hayatta kalma (%7) ve erginlesme (%7) oranlarinda anlaml diisiislere
neden olmustur; bu da H-O:' nin 6ldiiriicii ve gelisimsel toksisitesini dogrulamaktadir. Her
ne kadar H.O: maruziyeti sonrasi pupa olusum ylizdesindeki diisiis yiiksek gibi goriinse de,

bu diisiis negatif kontrol karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Yiiksek pupa olusum oraninin nedeni, D. melanogaster larvalarinda yliksek metabolik hiz
ve hiicresel biiylimeye bagh olarak gelisen oksidatif stres yiikii sonucu antioksidan enzim
katalazin ytiksek aktivitesinin olmasi olabilir. Katalaz geni, antioksidatif savunma sisteminin
temel bilesenlerinden biridir. Ergin sineklerde yasa bagl olarak katalaz seviyeleri azalmakta
ya da biiyiik dlgiide sabit kalmaktadir. Ote yandan, gelisim siiresince katalaz seviyeleri
dinamik bir sekilde degismektedir. Enzim aktivitesindeki zirveler, pupa olusumunu
tetikleyen ekdisteroid hormon artislariyla ayn1 zamanda meydana gelir ve H2O2’nin ortadan
kaldirilmasinda gorev alan temel enzim olan katalazin mRNA seviyeleriyle ortiigmektedir
[43], [44], [45]. Bu calismada kullanilan ¢oziiciilerin D. melanogaster iizerinde toksik
etkileri bilinsede, bu etki kullanilan buharlagtirma sistemi sayesinde ortadan kaldirilmistir

[46], [47], [48].

S. candidissima subsp. candidissima’nin su ekstrakti, negatif kontrolle ayni diizeyde (%100)
pupa olusumu gostermis ancak hayatta kalma ve erginlesme oranlarinda anlamli diisiiglere
neden olmustur (Sekil 3.13). Aynmi bitkinin diger ekstraktlar1 da sineklerin gelisimsel

stireclerinde anlamli inhibisyonlara yol agmustir (Sekil 3.14-3.15). S. multicaulis ve
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S. syriaca ekstraktlar1 da pupa olusumu, hayatta kalma ve erginlesme oranlarinda anlamli
azalmalar meydana getirmistir (Sekil 3.16-3.18 ve 3.22-3.25, p<0.05). S. suffruticosa
bitkisinin hi¢bir ekstrakti, metanolik ekstrakt hari¢ olmak iizere, pupa olusumu ve hayatta
kalma oranlarmi etkilememistir (p>0.05), ancak erginlesme yiizdesi degerlerini anlaml

sekilde etkilemistir (Sekil 3.19-3.21, p<0.05).

Pozitif kontrol degerleri ile bitki ekstraktlarinin neden oldugu gelisimsel siireglere ait sayisal
veriler karsilastirildiginda, S. suffruticosa ekstraktlarimin diger bitkilere gore ¢ok daha
yuksek degerler verdigi goriilmiistiir. Aslinda sonuglar, metanolik ekstrakt haricinde hi¢bir
S. suffruticosa ekstraktinin pupa olusumu (%60-80, p>0.05) ve hayatta kalma oranlarini
(%50-60, p>0.05) etkilemedigini, buna karsilik diger bitki ekstraktlarinin normal geligim
stireclerini olumsuz etkiledigini gostermektedir. Bu durum, S. suffruticosa ekstraktlarinin

gelisimsel siireglere miidahale etmedigini acik¢a ortaya koymaktadir.

Literatiirde S. candidissima subsp. candidissima, S. multicaulis, S. suffruticosa ve S. syriaca
bitki ekstraktlarinin D. melanogaster izerinde in vivo gelisimsel toksisite taramasina yonelik
herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Ancak bazi farkli bitki tiirleriyle yapilmis
arastirmalardan elde edilen bulgular mevcuttur. Ornegin, Kushalan ve arkadaslarinin
yaptiklar1 bir arastirmada Curculigo orchioides Gaertn.’in sulu yaprak ekstraktinin
Drosophila larvalarina uygulanmasinin bagirsak toksisitesine neden olmadigi, ancak

larvalarin gelisimi, liremesi ve yasam oranini anlamli diizeyde azalttig1 bildirilmistir [173].

Jabeen ve arkadaslari baska bir calismada trans-sinnamaldehit, benzaldehit, allil
izotiyosiyanat, hekzanal ve etil format gibi cesitli bitkisel ucucu bilesiklerin etkileri
incelenmis; bu bilesiklerin yapay diyet ortamindaki benekli kanatli Drosophila
yumurtalarindan larva ¢ikisini kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide engelledigi saptamistir

[174].

Pam ve arkadaslar1 bir calismada ise Mangifera indica L. nin sulu gévde kabugu ekstraktlari
D. melanogaster lizerinde test etmis ve artan ekstrakt konsantrasyonlarina bagli olarak geng
sineklerin yasam orani, erginlesme basarisi, tirmanma yetenekleri ile antioksidan

aktivitelerinde anlamli azalmalar meydana geldigi rapor etmistir [175].
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Benli ve Tiirkoglu tarafindan gerceklestirilen bir arastirmada, D. melanogaster iizerinde on
farkl1 gida koruyucusunun (sorbik asit, potasyum sorbat, benzoik asit, sodyum benzoat,
potasyum asetat, sodyum metabisiilfit, potasyum metabisiilfit, sodyum tetraborat, sodyum
siilfit ve borik asit) toksik etkileri incelenmis ve bu maddelerin yasama yiizdesi ile dmiir
uzunlugu iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Larvalara uygulanan bu maddeler
sonucunda, negatif kontrol grubuyla karsilagtirildiginda tiim koruyucularin yasam oranini ve

Omiir uzunlugunu azalttig1 ortaya konmustur [176].

Salvia tiirleri lizerinde yaptigimiz ¢alisma ve literatiir bulgular1 birlikte degerlendirildiginde,
bazi ekstraktlarin ortaya koydugu toksik etkinin, icerdigi sekonder metabolitlerin uygulanan
konsantrasyon ve maruz kalma siiresi ile iliskili olabilecegi; bu durumun da pupadan ergine

gecis silirecini etkileyerek oksidatif stres olusumuna katki saglayabilecegi diistintilmektedir.

4.6. In vivo Antioksidan Sonuclar:

Bitkilerin, hem bitki fizyolojisi i¢in gerekli olan saglikli islevlerin siirdiiriilmesinde hem de
¢evreye uyum saglamada dnemli rol oynayan antioksidan molekiiller i¢erdigi, ayrica insan
sagligl acisindan da yararli 6zellikler tagidigi bilinmektedir [177]. Bitkilerin antioksidan
kapasiteleri genellikle in vitro testlerle akademik calismalarda rutin olarak degerlendirilir.
Ancak, dokulardaki gercek antioksidan varligi; emilim, dagilim, metabolizma ve atilim
stireglerine baghdir. Gergekte, in vivo antioksidan testlerine dayali 6l¢iimler, organizmanin
fizyolojik kosullarindan biiyiik 6lgiide etkilenmektedir [178]. Bu nedenle, bu ¢alismada in
vivo antioksidan aktiviteler, toksisite testlerinde ek bir ara¢ olarak degerlendirilmis ve

sonuglar Sekil 3.5-3.12 ve Tablo 3.8’de verilmistir.

Bu calismada, S. candidissima subsp. candidissima, S. multicaulis, S. suffruticosa ve S.
syriaca bitkilerinin farkli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstraktlarinin D. melanogaster’da
oksidatif stres kosullarindaki antioksidan etkileri DPPH, ABTS ve FRAP testleri ile
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, bitki tiirleri ve ekstrakt tiplerinin antioksidan yanit

tizerinde belirgin farkliliklar ortaya koydugunu gostermektedir.
Sekil 3.5-3.12 ve Tablo 3.8’de yer alan sonuglara gore, S. suffruticosa tiiriine ait tiim 6ziitler,

ABTS testi aracilifiyla %80’in lizerinde yliksek in vivo antioksidan aktivite gOstermistir.

Ayrica, S. candidissima subsp. candidissima, S. multicaulis ve S. syriaca tiirlerinin
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metanolik ve etanolik 6ziitleri, DPPH testinde %50—70 aras1 antioksidan aktivite sergilemis

ve bu farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

ABTS testi ayrica tiim bitki 6ziitlerinin antioksidan kapasitelerinin negatif kontrol grubuna
kiyasla esit ya da daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur (Sekil 3.9-3.12). Buna paralel
olarak, FRAP testi sonuglart da tiim bitki 6ziitlerinin negatif kontrole gore anlamli diizeyde

daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugunu gostermistir (p<<0.05; Tablo 3.8).

Bitkisel oziitlere ait FRAP testine dayali Trolox esdegeri (TEAC) degerleri S. candidissima
subsp. candidissima 0.0122 —0.0234 pug TE/g, S. multicaulis 0.0025 —0.0060 pg TE/g, S.
suffruticosa 0.0049 — 0.0061 ng TE/g, S. syriaca 0.0045 — 0.0143 ng TE/g olarak tespit

edilmistir.

Sonug olarak, burada bildirilen Trolox esdeger antioksidan kapasiteleri (TEAC) 6zellikle S.
multicaulis (0.0025-0.0060 nug TE/g) ve S. suffruticosa (0.0049—0.0061 pg TE/g) i¢in giiglii
bir antioksidan potansiyeli gostermektedir. TEAC, antioksidan aktivitenin Slgiilmesinde
yaygin olarak kullanilan bir metriktir ve sonuglar Trolox esdegerleri cinsinden ifade edilir.
Trolox, E vitamini’nin suda ¢oziinebilen bir analogudur ve standart referans antioksidan
olarak kabul edilir. Daha yiiksek TEAC degeri, ziitiin serbest radikalleri notralize etme
kapasitesinin daha yiiksek oldugunu, yani Trolox ile esdeger antioksidan giicii temsil ettigini

gosterir [55].

In vivo FRAP test sonuglarina gore en iyi aktivite S. candidissima subsp. candidissima etil
asetat ekstresinde (0.0234 + 0.0003 pg TE/g) goriilmiistiir. Ardindan yine ayni bitkinin su
ekstresinde (0.0204 + 0.0001 pg TE/g) yiiksek antioksidan aktivite tespit edilmistir.

Tirk tibbi bitkileri lizerine yapilan karsilastirmali ¢alismalarda TEAC degerlerinin 17.6 —
1472 pmol Trolox esdegeri/g kuru madde araliginda, ECso degerlerinin ise yaklasik 0.174 —

P

42 mg/g kuru madde araliginda degistigi bildirilmektedir [179].
Bu baglamda, calismada elde edilen en aktif Salvia tiirii 6ziitleri bu aralifin yiiksek aktivite

segmentinde konumlanmaktadir. Her ne kadar in vivo calismalar genellikle farkli birimlerle

raporlandig: i¢in dogrudan karsilastirma zor olsada, bazi deneysel bulgular S. multicaulis
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ucucu yagmin skopolamin kaynakli biligsel bozukluklar1 hafiflettigini ve sistemik

antioksidan/ndroprotektif etki gosterdigini ortaya koymustur [180].

Bu bulgular, o6zellikle S. multicaulis ve S. suffruticosa’nin fizyolojik kosullar altinda

antioksidan etkinliklerinin daha ileri in vivo sistemlerle arastirilmasini gerekli kilmaktadir.

Farkl1 antioksidan test yontemlerinin (DPPH, ABTS, FRAP) ayni 6rnekler lizerinde farkli
sonuglar vermesi, kullanilan testlerin kimyasal prensiplerinden kaynaklanmaktadir. DPPH
ve ABTS testleri radikal siipiirme aktivitesi, FRAP testi ise indirgeme giicii iizerinden
degerlendirme yapmaktadir. Ayrica; DPPH ve ABTS testleri tek elektron transferi (SET) ve
siirli diizeyde hidrojen atom transferi (HAT) mekanizmalarina dayanirken, FRAP testi

yalnizca SET mekanizmasiyla ¢caligmaktadir [181].

Bu testlerin duyarliligi; pH, ¢oziicii polaritesi ve bilesik ¢ozlnilirligi gibi c¢evresel
parametrelerden etkilenmekte, 6zellikle DPPH testinin digerlerinden ayrigmasi, farkli
antioksidan siniflarina karst farkli yanitlar vermesinden kaynaklanmaktadir [182]. Bu
nedenle, antioksidan kapasitenin daha biitiinciil bigcimde degerlendirilebilmesi i¢in birden

fazla tamamlayici testin birlikte uygulanmasi dnerilmektedir [183].

Bu calismada elde edilen in vivo antioksidan aktivite sonuglari, incelenen bitki Oziitlerinin
organizmanin fizyolojik antioksidan sistemine zarar vermedigini (dengeyi bozmadigini)
gostermektedir. Literatiirde baska bitki tiirleriyle 1lgili benzer gézlemler bulunmakla birlikte,
S. candidissima subsp. candidissima, S. multicaulis, S. suffruticosa ve S. syriaca 6ziitlerinin
D. melanogaster iizerinde yapilan in vivo antioksidan aktivite caligmalarina rastlanmamugtir.
Buna karsilik, bazi arastirmalar farklt model organizmalar kullanarak Sal/via tiirlerinin in

vivo uygulamalarini ve plazma antioksidan seviyelerini incelemistir.

Literatilirde baz1 bitki tiirleriyle yapilan aragtirmalarda benzer bulgular rapor edilmis olsa da,
elde edilen bu sonuglarla dogrudan karsilastirma yapilabilecek ¢aligmalar smirlidir. Ornegin,
Wang ve arkadaglarinin yaptig1 calismada Choerospondias axillaris (Roxb.) B.L.Burtt &
A.W.Hill meyvesinden elde edilen sulu ekstraktin, D-galaktoz ile yaslanma modeli
olusturulan farelerde oksidatif hasar1 belirgin sekilde azaltti§i ve giiclii bir in vivo
antioksidan etki sergiledigi, bu nedenle oksidatif stresle baglantili hastaliklarin yonetiminde

dogal bir ajan olarak degerlendirilebilecegi belirtilmistir [184].
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Baska bir calismada, Chen ve arkadaslar1 Swertia chirayita (Roxb.) H.Karst.’in etanolik
ekstraktinin karbon tetrakloriir (CCls) ile toksisite olusturulan farelerde karaciger ve bobrek
dokularinda antioksidan sistemi destekledigi; SOD, CAT ve GSH diizeylerini yiikselterek,
MDA diizeylerini azaltmak suretiyle giiclii in vivo antioksidan aktivite gosterdigi

belirlenmistir [185].

Etuh ve ¢aligma arkadaslart Mangifera indica’nin (mango) soguk sulu yaprak ekstraktinin
D. melanogaster’de yasam oranint (%100 — %85 araliginda) anlamli bicimde arttirmais;
katalaz, glutatyon-S-transferaz ile toplam tiol seviyelerini yiikselterek giiclii antioksidan

koruyucu etki sagladig1 rapor etmislerdir [126].

Sani ve arkadaslari, Salvia officinalis in metanolik yaprak 6ziitliniin, Alloksan ile diyabet
olusturulmus Wistar si¢anlarda; siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve
katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimler ile trigliserit (TG), total kolesterol (TC), HDL, LDL
ve VLDL gibi plazma lipid parametreleri {izerindeki etkilerini incelemislerdir. Tedavi
edilmeyen diyabetik sicanlara kiyasla, adagayi 6ziitii verilen grupta SOD aktivitesinde %60
artis, TG ve LDL seviyelerinde sirastyla %40 ve %30 azalma gdzlenmistir. Metformin
yalnizca orta diizeyde antioksidan ve lipid diisiiriicii etki gOstermistir. Bu bulgular, S.
officinalis’in diyabet yonetiminde anlaml1 antioksidan ve hipolipidemik etkileriyle terapotik

potansiyel tasidigini diisiindiirmektedir [186].

Calismamizda elde edilen sonuglar da benzer sekilde, Salvia tiirlerinin oksidatif stres

kaynakl1 hasar1 azaltmada 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

4.7 Antibakteriyel Aktivite Test Sonuclari

Bakteriler, insan viicuduna girdiklerinde cesitli savunma mekanizmalar1 gelistirerek
enfeksiyonlara neden olabilir ve son yillarda bu durum kiiresel dlgekte dnemli bir saglik
tehdidi olusturmaktadir. Tibbi bitkiler ise bu tiir bakteriyel savunma ve saldir sistemlerine

kars1 potansiyel bir ¢6ziim sunmaktadir [187].

Tibbi bitkilerin bu savunma mekanizmalarint baskilayarak antibakteriyel etki
olusturabilmesi, 6zellikle fenolik bilesikler bakimindan zengin olan Lamiaceae familyasini
arastirmalarin odak noktasina tagimistir. Ailenin en biiyiik ve farmakolojik agidan en 6nemli

cinslerinden biri olan Salvia, farkli bakterilere karsi gosterdigi aktivite ile genis bir
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antimikrobiyal potansiyele sahiptir. Bu dogrultuda ¢alismada incelenen S. candidissima
subsp. candidissima bitkisinde en yliksek etki E. coli’ye karsit metanol ekstraktinda (9.52
mm) gézlenmis, bunu etil asetat (8.14 mm), etanol ekstrakti (7.98 mm) ve su ekstrakti (6.93
mm) izlemistir. S. aureus’a karsi ise en yiiksek zon ¢api etil asetat ekstraktinda (10.0 mm)
tespit edilirken bunu su (9.74 mm), metanol (8.55 mm), etanol ekstrakti (8.44 mm) olarak
takip etmistir. S. multicaulis bitkisinde E. coli’ye kars1 en yiiksek inhibisyon su ekstraktinda
(11.18 mm) gozlenirken etanol (8.47 mm), metanol (8.41 mm), etil asetat ekstraktinda (6.67
mm) bulunmustur. S. aureus’ta en yliksek etki etanol ekstraktinda (8.12 mm) belirlenmistir.
Ardindan metanol (7.39 mm), etil asetat (7.11 mm), su ekstrakt1 (6.68 mm) Sl¢iilmistiir. S.
suffruticosa bitkisinde E. coli’ye karst en yliksek etki etanol ekstraktinda (9.03 mm)
bulunmustur. Bunu sirasiyla metanol (8.14 mm), etil asetat (6.87 mm), su ekstrakt1 (6.60
mm) takip etmistir. S. aureus’a karsi ise yine en yliksek etki etanol ekstraktinda (11.22 mm)
bulunmustur. Metanol (8.28 mm), etil asetat (6.59 mm), su ekstrakti (6.15 mm) 6l¢lilmiistiir.
S. syriaca bitkisinde E. coli’ye karsi en yiiksek zon ¢ap1 metanol ekstraktinda (7.27 mm)
bulunmustur. Ardindan etanol (6.78 mm), su (6.70 mm), etil asetat ekstraklarinda (6.51 mm)

olarak hesaplanmustir.

Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) incelendiginde ise E. coli bakterisinde, S.
candidissima subsp. candidissima bitkisi icin metanol ve etil asetat ekstraktinda 2.5 mg/mL,
su ve etanol ekstraktlar1 5 mg/mL olarak bulunmustur. S. aureus bakterisi i¢in tiim
ekstraktlarda 5 mg/mL olarak tespit edilmistir. S. multicaulis bitkisinde E. coli bakterisinde
su, etanol ve etil asetat ekstraktlarinda 25 mg/mL degerleri elde edilirken metanol
ekstraktinda 5 mg/mL olarak bulunmustur. S. aureus bakterisi i¢in etanol ve metanol
ekstraktinda 5 mg/mL, su ve etil asetat ekstraktinda ise 25 mg/mL bulunmustur. S.
suffruticosa bitkisinde E. coli bakterisi i¢in etanol ekstrakti 1.25 mg/mL ile en iyi sonucu
vermistir. Ardindan etil asetat ekstraktinda 2.5 mg/mL, su ve metanol ekstraktinda ise 5
mg/mL sonucu elde edilmistir. S. aureus bakterisi i¢in etanol ve metanol ekstraktinda 5
mg/mL, su ve etil asetat ekstraktinda ise 50 mg/mL bulunmustur. S. syriaca bitkisinde E.
coli bakterisi i¢in metanol ekstrakt1 1.25 mg/mL ile en iyi sonucu vermistir. Ardindan etanol
ekstraktinda 5 mg/mL, su ve etil asetat ekstraktinda ise 25 mg/mL tespit edilmistir. S. aureus
bakterisi i¢in etanol 2.5 mg/mL, metanol 5 mg/mL, etil asetat 25 mg/mL , su ekstraktinda

ise 50 mg/mL bulunmustur.
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E. coli bakterisine kars1 en genis inhibisyon alani, S. multicaulis bitkisinin su ile elde edilen
ekstraktinda gozlemlenirken; en dar alan ise S. syriaca’nin su bazli ekstraktinda tespit
edilmistir. S. aureus bakterisine yonelik olarak ise, en belirgin antibakteriyel etki S.
suffruticosa'nin etanol ekstraktinda goriilmiis, buna karsilik en zayif etki ayni bitkinin su

ekstraktinda ortaya ¢ikmistir.

Literatiir incelendiginde, Al-Shalah ve arkadaslarinin yaptiklar1 c¢alismada, Salvia
rosmarinus Spenn. bitkisinin sulu 6ziitii basta olmak tizere ¢esitli bitki ekstraktlarinin, bazi
klinik bakteri izolatlarina karsi antimikrobiyal etkileri degerlendirilmistir. Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus tlrleri ve Klebsiella tiirleri gibi
hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere kars1 agar kuyusu diflizyon yontemi
kullanilarak antimikrobiyal aktivite test edilmistir. Elde edilen bulgular, Salvia
rosmarinus'un sulu 6ziitiiniin, alkollii 6ziitlerle karsilastirildiginda test edilen bakteriler
tizerinde daha giiclii bir inhibisyon etkisi gosterdigini ortaya koymustur [187]. Bizim
calismamizda da metanol ve etanol ekstraktlarinin antibakteriyel etkinlikleri daha yiiksek
tespit edilmistir. Balasoiu ve arkadaslarinin antibakteriyel etki degerlendirmeleri sonucunda,
Salvia glutinosa, S. splendens ve S. verticillata tirlerine ait farkli ¢oziiciilerle hazirlanmis
oOziitlerin, test edilen mikroorganizmalar iizerinde farkli diizeylerde inhibisyon gosterdigi
belirlenmistir. Ozellikle n-biitanol ile elde edilen dziitlerin, hem Staphylococcus aureus hem
de Escherichia coli suslarina kars1 diger ¢oziiciilere kiyasla daha giiglii antibakteriyel aktivite
sergiledigi gozlemlenmistir. Bu durum, n-biitanol ekstraksiyonunun etkin bilesenlerin

cekiminde daha basarili olabilecegini diisiindiirmektedir [188].

Rhaimi ve arkadaslarinin antibakteriyel aktiviteye yonelik gerceklestirdikleri bir ¢alismada,
test edilen bakterilerin seftriaksona kars1 direngli oldugu ve bu antibiyotigin etkisiz kaldig:
belirlenmistir. Buna karsilik, Salvia officinalis’ten elde edilen ugucu yagin dort farkl bakteri
tiirli lizerinde anlamli diizeyde inhibitér etki olusturdugu tespit edilmistir. Bu etkinin,
minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degerleri acisindan 1/100 ile 1/500 arasinda
degistigi, minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) degerinin ise 1/100 oldugu
saptanmistir. Ayrica saf ugucu yagin farkli dozaj seviyeleri (0, 1, 5, 10 ve 20 uL) kullanilarak
fumigant toksisitesi degerlendirilmistir [189].

Al-Qaysi ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, Salvia officinalis'in etanol 6ziitiiniin, ¢oklu

ilaca direngli Staphylococcus aureus ve Escherichia coli suslarina kars1 yiiksek

88



antibakteriyel etki gosterdigi rapor edilmistir. Agar kuyusu difiizyon yontemiyle yapilan
testlerde, ekstraktin dort farkli konsantrasyonda (62,5-500 mg/mL) her iki bakteriye kars1
da anlaml1 inhibitor etki olusturdugu ve bu etkinin konsantrasyon artigtyla birlikte belirgin
sekilde yiikseldigi bildirilmistir. En yiiksek inhibisyon zonu 500 mg/mL’de 41,66 mm olarak
Olclilmiistiir. Ekstraktin, test edilen yedi antibiyotigin tamamindan daha etkili oldugu

sonucuna ulasilmistir [190].
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5. DEGERLENDIRME VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, S. candidissima subsp. candidissima, S. multicaulis, S. suffruticosa ve
S. syriaca tiirlerine ait farkli ¢oziicii ekstraktlarinin (su, metanol, etanol ve etil asetat)
antioksidan, sitotoksik, antigenotoksik, antimutajenik, antibakteriyel ve gelisimsel biyolojik

etkileri hem in vitro hem de in vivo yontemlerle ¢ok yonlii olarak degerlendirilmistir.

LC-MS/MS analizi sonucunda her tiirde zengin fenolik bilesik profili tespit edilmistir.
Ozellikle S. candidissima subsp. candidissima’da rosmarinik asit, S. syriaca’da hesperidin,

S. suffruticosa’da ve S. multicaulis 'de apigenin-7-O-glukozit 6ne ¢ikan bilesiklerdir.

Antioksidan kapasite testlerinde DPPH ve ABTS testlerine gore S. candidissima subsp.
candidissima metanol ve etanol ekstraktlariyla en yiiksek aktiviteyi gosterirken, FRAP

analizinde en yiiksek indirgeme giicii S. syriaca su ekstraktinda gozlenmistir.

MTS testi sonuglarina gore, ozellikle S. candidissima subsp. candidissima nin metanol
ekstrakti, 100 mg/L konsantrasyonda en yiiksek hiicre yasamliligin1 saglayarak belirgin
sitoprotektif etki gostermistir (p<0.05).

Genotoksisite degerlendirmelerinde, S. multicaulis su ve S. syriaca metanol ekstraktlari,
mikroniikleus ve kromozom aberasyon testlerinde en giiclii antigenotoksik etkiyi

gostermistir.

SMART testi sonuglarina gore, tiim ekstraktlar H-O-’ye gore anlamli diizeyde koruyucu etki
gostermistir. S. syriaca’nin 50 mg/L etanol ekstrakti, en diisiik nokta frekanslari ile en gii¢lii

in vivo antigenotoksik etkiyi ortaya koymustur.

In vivo gelisimsel toksisite degerlendirmelerinde, sadece S. suffruticosa’nin metanol
disindaki ekstraktlari, puparasyon, hayatta kalma ve eklozyon siireclerini olumsuz

etkilemeden giivenli bir profil sunmustur.

In vivo antioksidan degerlendirmelerde, S. suffruticosamin tim ekstraktlar1 ABTS testine
gore yiiksek (> %80) antioksidan kapasite gostermistir. /n vivo FRAP testinde, S.
candidissima subsp. candidissima nin etil asetat ekstresi giiclii antioksidan etki olusturma

potansiyeline sahiptir.
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Antibakteriyel testler sonucunda, S. multicaulis’in su ekstrakt1 E. coli iizerinde en yliksek
inhibisyon zonunu olustururken, S. suffruticosa nin etanol ekstrakti da S. aureus bakterisi
iizerinde en yiiksek zonu olusturmustur. MiK testi verilerine gére, S. suffruticosa’nin etanol
ekstrakt1 ile S. syriaca’nin metanol ekstrakti, E. coli susuna kars1 en diisiik MiK degerini
(1.25 mg/mL) gbstermistir. S. aureus bakterisine karsi ise en etkili ekstrakt, S. syriaca’nin

etanol ekstrakt: olup (2.5 mg/mL) MIK degeri ile belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar, incelenen Salvia tiirlerinin antioksidan, genotoksisiteyi azaltic1 ve
antibakteriyel aktiviteleri agisindan yiiksek biyolojik potansiyele sahip oldugunu ortaya
koymustur. Bu nedenle, s6z konusu Salvia tiirlerinde tespit edilen biyolojik olarak aktif
fenolik bilesiklerin mekanizmalarimin aydinlatilmasi, 6zellikle oksidatif stresle iligkili
hastalik modellerinde etki profillerinin in vivo diizeyde sistematik olarak degerlendirilmesi
ve terapoOtik potansiyellerinin  farmasotik gelistirme silireclerine entegre edilmesi

Onerilmektedir.
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