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OZET

KAZDAGLARI’NDA YETISEN LAMIACEAE FAMILYASININ BAZI
TURLERININ BiYOLOJIK AKTiVITELERIi
YUKSEK LiSANS TEZi
BARIS ATALAY
BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTIiTUSU

BiYOLOJIi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. SERAP DOGAN)
BALIKESIR, HAZIRAN - 2014

Giinliik diyet ile alnan bitki caylar1 besin sanayisinin énemli bir kismini
olusturmaktadir. Bu c¢alismada, Kazdaglari’'ndan toplanan bazi Lamiaceae
tiirlerinin (Salvia tomentosa Miller., Sideritis perfoliata L. ssp. athoa (Papan. &
Kokkini) Baden., Sideritis trojana Bornm., Stachys tmolea Boiss. ve Stachys
cretica L. smyrnaea Rech fil.) antioksidan kapasite, toplam fenol ve flavonoid
miktari, antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitelerinin yaninda toplam protein
miktarlar1 arastirilmistir. Antioksidan kapasite icin 2,2-difenil-1-pikril hidrazil
(DPPH) reaktifi, toplam fenolik igerik i¢in Folin-ciocalteu methodu, toplam
flavonoid miktar1 ise; Ramful ve arkadaslarina ait yontem kullanilarak belirlenmis
olup, disk diflizyon metodu ile de bir gram negatif (Escherichia coli ATCC-8739)
ve bir gram pozitif (Staphylococcus aureus ATCC-6538) bakteri tiirleri
kullanilarak  bitki ekstraklarmin antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir.

Sitotoksik aktivite ise Smitha ve arkadaslarina ait metot ile belirlenmistir.

Sonu¢ olarak en yiiksek antioksidan aktivite Sideritis perfoliata ssp.
athoa’ya (% 94.71) aittir. Toplam fenol madde miktar1 en yiiksek olan bitki S.
trojana (30.87 mg/g) olarak tespit edilmistir. E.coli ATCC-8739 ile yapilan
antimikrobiyal aktivite sonuclarinda S. perfoliata ssp. athoa, 1.93 um ve en
yiiksek aktivitey1r verirken, Staphylococcus aureus ATCC-6538 ile yapilan
calismada Sideritis trojana en yiikksek antimikrobiyal aktiviteyi gostermistir. En

yiiksek sitotoksik aktiviteyi ise S. trojana (%95) gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Lamiaceae, antioksidan kapasite, toplam fenolik ve

flavonoid, antimikrobiyal aktivite, sitotoksik aktivite ve protein igerigi.



ABSTRACT

BIOLOGICAL ACTIVITIES OF SOME SPECIES OF LAMIACEAE
FAMILY GROWING IN KAZDAGI
MSC THESIS
BARIS ATALAY
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY

(SUPERVISOR: PROF. DR. SERAP DOGAN

BALIKESIR, JUNE 2014

Daily dietary herbal teas are important part of the food industry. In this
study, antioxidant capacity, total phenolic and flavonoid contents, antimicrobial
and cytotoxic activities and also total protein content of some of the Lamiaceae
species (Salvia tomentosa Miller., Sideritis perfoliata L. ssp. athoa (Papan. &
Kokkini), Sideritis trojana Bornm., Stachys tmolea Boiss. ve Stachys cretica L.
smyrnaea Rech fil.) that are obtained from Kazdagi were studied. Their
antioxidant capacity, total phenolic and flavonoid contents were determined by
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging capacity (DPPH) method, Folin-
Ciocalteu method and by the method of Ramful et. al, respectively. Moreover, by
the disc diffusion method a gram-positive and a gram-negative bacteria
(Escherichia coli ATCC-8739, Staphylococcus aureus ATCC-6538) were studied
to determine antimicrobial activity of plant extracts. Cytotoxic activity is
investigated by the method of Smitha et. al.

As a result, S. perfoliata ssp. athoa showed the highest antioxidant activity
(94.71%). With respect to the total phenolic content the highest activity was
determined with S. trojana (30.87 mg/g). According to the results of the
antimicrobial activity tests with E.coli ATCC-8739 S. perfoliata ssp. athoa
showed the highest activity (1.93 um), while S. trojana showed the highest
activity with Staphylococcus aureus ATCC-6538. among all species. We found
that the highest antimicrobial activity of Sideritis perfoliata ssp. athoa (1.934
mm) was with E. coli ATCC-8739 and for Sideritis trojana (1.972 mm) it was
with Staphylococcus aureus ATCC-6538. With respect to the results of cytotoxic
activities S. trojana showed the highest cytotoxicity (95%).

KEYWORDS: Lamiaceae, antioxidant capacity, phenolic content, flavonoids,
antimicrobial activity, cytotoxic activity and protein content.
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1. GIRIS

Aromatik bitkiler yillardir gida, kozmetik, hastaliklarin tedavisinde ve daha
bircok alanda kullamilmaktadir. 20. yy.’da gelisen bilim ve teknolojiyle birlikte
biyoloji ve kimya bilimlerinde meydana gelen gelismelerin hizlanmasi sonucu dogal
kaynakli bilesikler sentetik olarak izole edilebilmis ve bu bitkilerin degisik alanlarda
kullanilmasina olanak saglanmistir [1]. Tedavi alaninda son yillarda bitkilere olan
ilginin artmasiyla, alternatif tedavi arayislari, enfeksiyon etkenlerine karsi
antimikrobiyal etki gosteren bitki ekstraklarinin destek tedavi olarak kullanimmin
yayginlagmasi, bitkilerin oneminin daha da artmasina neden olmustur [2]. Sentetik
olarak elde edilen ilaclarin istenmeyen yan etkilerinin yaninda tek bir etkisinin
olmasi insanlar1 tekrar dogal kaynakli ilaglara yonlendirmistir [3]. Modern bilimlerin
gelismesi ile birlikte biyoloji, kimya, farmakoloji, toksikoloji gibi alanlarin
kombineli bir sekilde ¢alismasi sonucu halk ilac1 olarak kullanilan bir¢ok bitkinin
yapisinda bulunan dogal bilesiklerin fitokimyasal yapilar1 aydinlatilmakta ve
biyolojik aktiviteleri saptanabilmektedir [4,5]. Bitkiler {izerinde yapilan
arastirmalarda bitkilerin ekosistemle olan iliskisinde, ¢evresel kosullara uyumunda,
savunma, korunma, hayatta kalma, nesillerini stirdiirme gibi 6nemli pek cok olayda
cesitli avantajlar saglayan, sekonder metabolit olarak tanimlanan kimyasal madde
icerdikleri saptanmustir [6]. Sekonder bilesikler (alkoloidler, ugucu yaglar,
glikozidler, flavonoidleri, tanenler, fenoller, renk maddeleri ve regineler) agisindan
zengin olan bitki tiirleri tibbi ve aromatik bitkiler grubunda yer almaktadir.
Lamiaceae familyasinin {iyeleri de sekonder metabolitler acisindan oldukca
zengindir. Familya ile ilgili 1978-1991 yillar1 arasinda 2889 kimyasal igerikli ¢alisma
tespit edilmistir. Sahip olduklar1 aromatik bilesikler ve temel yaglar sayesinde
parfiimeri, gida sanayii, tip ve kozmetik gibi ¢esitli alanlarda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda familyaya ait pek ¢ok tiir halk giinliik diyet cay
olarak da tiiketilmektedir. Ulkemiz ¢ay ve baharat bitki ihracatinda diinya pazarinda
s0z sahibi iilkelerden birisidir. Ticareti yapilan bitki familyalar1 agisindan Lamiaceae

ilk siray1 almaktadir [7,8].



1.1 Lamiaceae Familyasi

Lamiaceae; adacay1, kekik, nane gibi bircok faydali bitki grubunu kapsayan
genis bir familyadir [9]. Diinyanin belli bash biiyiikk familyalarindan biri olan
Lamiaceae familyas1 ilk kez 1789 yilinda De Jussieu tarafindan Labiatae olarak
adlandirilmis ancak, 1836 yilinda Lindley tarafindan Lamiaceae olarak
degistirilmistir. Lamiaceae familyasi ¢ok yillik, otsu, ¢alims1 ve nadiren de odunsu
olan bir yapilanma gdstermektedir [10,11]. Diinya’daki kozmopolit familyalardan
biri olan Lamiaceae, hemen hemen her habitatta ve ylikseklikte yetisebilmekle
beraber en ¢ok Akdeniz havzasinda yayilis gostermektedir [7,12,13]. Tiirkiye florasi,
Lamiaceae familyas1 i¢cin 6nemli bir yer olusturmakta ve bu familyaya ait 45 cins,
546 tir ve diger alt birimlerle birlikte toplam 731 takson ile temsil edilmektedir.
Ulkemizde % 44.2°lik endemizm orani ile en zengin iigiincii familya konumundadir

[12].

Tablo 1.1 : Lamiaceae Familyasmin Yayilist

Cigeklenme Donemi Nisan-Temmuz
Habitat Pinus nigra ormanlari, kayalik yamaclar, 500-1750 m
Tirkiye’deki Yayilist Bat1 Anadolu

Kazdaglari’nda Yayilis Kapidag, Tozlu yayla, Nanekir1

[14].

Hos kokular1 sebebiyle siis bitkisi olarak kullanilabilmeleri bu familyanin
onemini bir kat daha arttirarak bir c¢ok cinsinin iiyeleri bu maksatla kiiltiire
edilmektedir [15]. Lamiaceae tiirleri 6zellikle terpenoit bilesikler yoniinden g¢ok
zengindir. Ayrica icerdikleri flavonoidler, u¢ucu yaglar ve az da olsa kinoit yapida

maddeler sayesinde basit alkaloitleri tagirlar [16].



1.1.1 Salvia tomentosa Miller. (Adacayl, Bos Yapragi, Mosapla Sage)

Salvia tomentosa, 1 m’ye kadar uzayabilen, ¢ok yillik ve yari ¢alimsi bir

bitkidir [17]. Govdesi sert, dik, dort koseli ve genellikle yukarida dallanmistir [ 14].

Tablo 1.2 : Salvia tomentosa’nin Yayiligi

Cigeklenme Donemi Nisan-Agustos (Eyliil)

Pinus brutia, P. nigra, Quercus pubescens birliklerinde,

Habitat

maki, kalkerli alanlarda ya da volkanik yamaglar, 90-2000 m

Tirkiye’de Yayilis Kuzey, Bat1 ve Gliney Anadolu

Kazdaglari’nda Yayilis 500-1600 m

Kingdom
Subkingdom
Division
Class
Subclass
Order
Family
Genus

Species

Sekil 1.1 : Salvia tomentosa Miller.

[14].

Plantae
Tracheobionta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Asteridae
Lamiales
Lamiaceae
Salvia

Salvia tomentosa Miller.



1.1.2  Sideritis perfoliata L. ssp. athoa (Papan. & Kokkini) Baden (Kedi
Kuyrugu Cayi, Kandil Cayi, Dag Cay1)

Cok yillik, 30-60 cm boyunda, tabanda bulunan yapraklar sapl ancak diger
yapraklar1 sapsiz olan S. perfoliata ssp. athoa’nin boyundan tabana kadar olan kismi1
tiiyliidiir [18]. Govde dik ya da yiikselici, dallanmis ya da yukarida dallanmigtir. Tag
yapraklari sar1 renklidir [14].

Tablo 1.3 : Sideritis perfoliata ssp. athoa’nin Y ayiligi

Cigeklenme Donemi Temmuz-Agustos

Habitat Kayalik yamaglar, 1350-1720 m
Tirkiye’de Yayilis Kazdagi, Madra Dag1
Kazdaglari’nda Yayilis Kapidag, Esek deresi, Kapidag

[14].

Kingdom Plantae
Subkingdom Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Class Magnoliopsida

Subclass Asteridae

Order Lamiales

Family Lamiaceae

Genus Sideritis

Species Sideritis perfoliata ssp. athoa

(Papan. & Kokkini)

Sekil 1.2 : Sideritis perfoliata ssp. athoa
(Foto : Tuncay DIRMENCI)



1.1.3 Sideritis trojana Bornm. (Sarikiz cayl, Kazdagi ¢cay1)

20-60 cm arsinda degisen bir boya sahip olan Sideritis trojana yatik, dort
koseli govdeli, basit veya kiiciik dalli, cok yillik otsu veya ¢ali tipindedir. Odunsu
bir kdke sahip olmasinin yaninda gévde ve dallar 4 koselidir [19]. Ayrica govde
yogun basik beyaz ylinsii tiiylii, yukarida hemen hemen tiiystizdiir [14].

Tablo 1.4 : Sideritis trojana’nin Y ayilisi

Cigeklenme Donemi Temmuz-Agustos

Habitat Kayalik yamaglar, 1500-1720 m
Tirkiye’de Yayilis Kazdaglari’nda endemic
Kazdaglari’nda Yayilis Sarikiz, Nanekir1

[14].

Icerdikleri aromalarindan dolayr yaygm sekilde bitki ¢ayr olarak
kullanilmaktadir [20]. Halk tibbinda Sideritis tiirlerinin sinir sistemi uyaricisi,
yatistiricisy, antitusif, sindirim sistemi diizenleyici ve antienflamatuar etkileri oldugu
bilinmektedir. Son ¢alismalar Tirkiye’deki Sideritis tiirlerinin farelerde sinir sistemi
uyaricist veya anti-stress aktiviteleri oldugunu gostermistir. Bazi1 Sideritis tlirlerinin
antienflamatuar etkileri oldugu ve romatizma tedavisinde kullanildig: bilinmektedir

[21].



Kingdom
Subkingdom
Division
Class
Subclass
Order
Family
Genus

Species

Sekil 1.3 : Sideritis trojana Bornm.
(Foto : Tuncay DIRMENCI)

Plantae
Tracheobionta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Asteridae
Lamiales
Lamiaceae
Sideritis

Sideritis trojana Bornm.

1.1.4 Stachys tmolea Boiss. (Dag ¢cayl, Esekotu, Tiiylii cay)

Boyu 20-55 cm, govdeleri yiikselici-dik, tek ya da az dalli, asagida kisa basik

tliylii, yukarida dagnik oriimcek agimsi tiiylii ve az ¢ok ¢iplaklasan, ¢ok yillik

bitkilerdir [20].
Tablo 1.5 : Stachys tmolea’nin Yayilisi

Cigeklenme Donemi Mayis-Agustos

Kirectasi kayaliklari, orman alt1 agikliklarr aginmis
Habitat

bayirlar, ¢aliliklar, 200-1900 m
Tirkiye’de Yayilis Bat1 Anadolu
Kazdaglari’nda Yayilis Susuz tepe

[14].



Kingdom
Subkingdom
Division
Class
Subclass
Order
Genus

Species

Sekil 1.4 : Stachys tmolea Boiss
(Foto : Ekrem AKCICEK).

Plantae
Tracheobionta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Asteridae
Lamiales
Stachys

Stachys tmolea Boiss.

1.1.5 Stachys cretica L. smyrnaea Rech fil. (Dag cayl, Esekotu, Tiiylii

cay)

Tabanda verimsiz roset yapraklar1 bulunan ¢ok yillik bitkilerdir. Govdesi dik,

dallanmis ya da dallanmamis, genellikle yogun ya da dagmik, gdévdeye yapisik

grimsi yumusak tiiyliidiir [14].

Yiizyillar boyunca tiimorler, dalak skleroz, enflamatuar hastaliklar, oksiiriik,

iilserler, enfekte yaralar gibi bircok hastaliklar1 tedavi ig¢in halk ilac1 olarak

kullanilmaktadir. Stachys iginde yapilan fitokimyasal ¢aligmalar flavonoidler, tanen,

fenolik asitler, fenil, ethanoid glikozitler ve polifenollerin varligini géstermistir [22].



Tablo 1.6 : Stachys cretica’nin Yayilist

Cigeklenme Donemi Nisan-Agustos

Habitat P. nigra ormaninda kiregtasi kayaliklari, 5-1400 m
Tiirkiye’de Yayilis Kuzeybati, Bat1 ve Giiney Anadolu
Kazdaglari’nda Yayilis Susuztepe

Kingdom
Subkingdom
Division
Class
Subclass
Order
Genus

Species

Sekil 1.5 : Stachys cretica L. smyrnaea Rech fil.
(Foto : Ekrem AKCICEK)

[14].

Plantae

Tracheobionta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Asteridae
Lamiales
Stachys

Stachys cretica L. smyrnaea Rech fil.



1.2 Serbest Radikaller

Bagimsiz olarak bir veya daha fazla ortaklanmamis elektrona sahip atom veya
molekiiller serbest radikal olarak adlandirilmaktadir. Bu tip molekiiller,
ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 oldukga reaktif yapiya sahiptir. Bir serbest
radikal ortaklanmamis elektronunu radikal olmayan bir molekiile verebilir, diger bir
molekiilden elektron alabilir ya da radikal olmayan molekiile baglanabilir [23,24,25].
Yasam siirelerinin kisa olmalarinin yaninda organik veya inorganik olabilen bu
radikaller; pozitif, negatif yiikli ya da noétr halde bulunabilirler [26,27]. Kisa
Omiirlerinden dolay1r serbest radikallerin oksidatif hasar1 serbest radikal ara
basamaklarini igeren zincir reaksiyonlari tarafindan gergeklestirilir. Bir serbest
radikal, radikal olmayan baska bir molekiil ile reaksiyona girerek yeni bir serbest
radikal olusturur. Olusan yeni serbest radikal de baska molekiilerle reaksiyona girer

[28].

1.2.1 Serbest Radikallerin Olusum Mekanizmalan

1. Kovalent baglarin homolitik bdliinmesi: Kovalent olarak baglanmis bir

molekiiliin, boliinme sonrasinda her bir pargasinda ortak elektronlardan birisi
kalir.

X:Y-=>X+Y

2. Normal bir molekiilden tek bir elektron kaybi veva bir molekiiliin heterolitik

boliinmesi: Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilden tek bir elektron kaybi
sirasinda dis orbitalinde ortaklanmamis elektron kalarak radikal formu olusur

[29,30].
X:Y X +Y'

3. Normal bir molekiile elektron transferi: Normalde radikal 6zelligi tasimayan bir

molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron meydana

gelirse, bu tiir indirgenme reaksiyonlari radikal olusumuna neden olabilir [31].

X+e —X



Serbest radikallerin kaynaklar1 i¢ ve dis kaynaklar olarak ikiye ayrilabilir. I¢
kaynaklar olarak; mitokondrial elektron tasima, otooksidasyon reaksiyonlari, enzim
reaksiyonlari, fagositik hiicreler (monosit ve makrofajlar, notrofil, eozinofil) ve
endotelyal hiicreler gibi hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar siralanabilirken, dis
kaynaklar olarak diyet faktorleri, ilaglar, sigara dumani, iyonize radyasyon, UV 11k,
kimyasal karsinojenler, cevresel kirlilikler, stres, pestisitler, toksinler gibi fiziksel ve
kimyasal ajanlar siralanabilir [25,32]. Serbest radikallerin artis1 bu sekilde i¢ ve dis
etkenlere bagli olarak siralandiginda basta membran fosfolipitleri olmak {izere
hiicresel bilesiklerin tiimiine (karbonhidrat, lipit, protein, DNA) zarar vermekte,
membranlar depolarize olmakta, pargalayici enzimlerin aktivitesi artmakta, hiicre
zarmin permeabilitesi ve elektrik yiik dengesi degismektedir [33,34,35]. Ayrica eksik
elektronu olan molekiillerle rahatga aligverise girerek onlarin  yapismi
bozabilmelerinin yani sira makromolekiillerle de reaksiyona girerek hiicresel hasara
da neden olmaktadirlar. Serbest radikaller alzheimer, parkinston, down sendromu,
diyabet, nefrit, hepatit, katarakt, pndmoni, astim, hipoksi ve glokom gibi pek ¢ok

hastaliga neden olabilirken bunlarin en 6nemlisi kanserdir [36,37].

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijen ve azottan olusan
radikallerdir. Bunlar Reaktif Oksijen Tirleri (ROT); Siiperoksit (O,"), Hidroksil
(OH"), Peroksil (RO;"), Alkoksil (RO"), Hidroperoksil (HO,") ve Reaktif Azot
Tiirlerin (RNS); Nitrik oksit (NO"), Azot dioksittir (NO,*) [38].

1.2.2 Reaktif Oksijen Tiirleri

Molekiiler oksijenin ardigik olarak indirgenmesiyle olusan Reaktif Oksijen
Tiirleri (ROS) biyolojik sistemlerde en ¢ok goriilen radikallerdir [39,40]. Enzimatik
reaksiyonlar sonucu iiretilebilirlerken, UV 15181, X-ray, atmosferde kirlilik gibi dig
etmenlere bagli olarak da tretilebilirler [41]. Bu radikaller, canli sistemlerdeki
kararsiz gruplarla kolay bir sekilde reaksiyona girerler. Hiicre 6liimii, yaslanma ve
bircok hastaliga neden olabilen zararhi iriinlerdir. Biyolojik membran lipitleri,
kolayca oksitlenebilen ¢oklu doymamis yag asitlerini igerirler. Ozellikle bu yag
asitleri reaktif oksijenin ara iriinlerinden etkilenerek hiicre 6liimiine yol agar [42].

Reaktif oksijen tiirleri sunlardir:
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1.2.2.1 Siiperoksit (0;")

Stiperoksit; aerobik hiicrelerde serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu olusan ya
da serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasina neden olan radikaldir. Oksijenin
elektronlarindan birinin enerji alarak kendi hareketinin tersi yoniindeki baska bir
orbital ile yer degistirmesi ile meydana gelen ilk {irlindiir. Endojen oksijen
radikallerinin en biiyiik kaynagi olan siiperoksit radikali hem oksitleyici, hem de
rediikleyici 6zelliginin yani sira hidrojen peroksit kaynagi olmas1 ve gegis metalleri

iyonlarini indirgemesi nedeniyle ¢ok onemlidir [23,43,44,45].

1.2.2.2 Hidroksil (OHe)

Hidrojen peroksit ile siiperoksit radikalinin reaksiyona girmesi sonucunda
ortaya ¢ikan hidroksil radikali, a¢iga ciktig1 hiicre boliimiinden daha uzaktaki hiicre
bilesenleri ile diflizyona bile gerek kalmadan reaksiyona girebildigi i¢in en aktif ve
en toksik serbest radikaldir. Yarilanma omrii ¢ok kisa olmasma ragmen, olustugu

yerdeki biitiin biyolojik molekiilleri etkileyebilir [26,46,47].

1.2.2.3 Peroksil (RO,°)

Yarilanma 6mrii saniye diizeyinde olan peroksil radikali, genellikle gidalarda
ve biyolojik 6rneklerde bulunur ve lipid oksidasyonunun zincir kirici reaksiyonlari
boyunca agiga ¢ikar. Peroksil radikalinin antioksidanlarla olan reaksiyonu hedef
molekiille olan reaksiyonuna gore daha hizlidir. Bu nedenle peroksil radikali ortamda
bulunan tiim antioksidanlar tiikendikten sonra hedef molekiillerle reaksiyona girer

[48,49].

1.2.2.4 Alkoksil (RO¥)

Fe™? gibi gegis metallerinin lipit hidroperoksidi indirgemesi ile olusur, okside

low-density lipoprotein (LDL) olusturarak hiicre 6liimiine yol acar [50].
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1.2.2.5 Hidroperoksil (HO,*)

Stiperoksit radikalinin protonlanmasiyla olusan hidroperoksil radikali,
stiperoksitten daha giiclii bir oksidan ve daha gii¢lii bir indirgeyici olmasmin yaninda
biyolojik membranlar1 kolay gecebilmesi ve yag asitleriyle dogrudan etkilesime

girebildigi i¢in ¢ok dnemlidir [51,52,53].

Reaktif oksijen tiirleri, dogada radikal veya radikal olmayan formlarinda
bulunabilir. O,’in ilk elektronla indirgenmesinin ardindan siiperoksit anyon radikali
(Oz.-) olusur. Ikinci elektronun ve 2H’nin eklenmesinden sonra ise siiperoksit anyon
radikali hidrojen peroksite (H,O,) doniisiir. Hidrojen peroksite {iciincii elektronun
eklenmesiyle de ¢ok reaktif olan 21 hidroksil radikali ((OH) meydana gelir ve ortama
bir OH- iyonu salmir. Son olarak dordiincii elektronun eklenmesiyle de su molekiilii

(H,0) olusur [7].

1.2.3 Reaktif Azot Tiirleri (RNS)

1.2.3.1 Nitrik oksit (NOe)

Hiicresel diizeyde koruyucu etkilerinin olmasma ragmen oksidatif stres
altinda siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek olusturdugu peroksinitrit ¢ok giiclii
bir oksidandir. Nitrik oksitin fizyolojik sartlarda siiperoksit radikaliyle birlesmesi
olduk¢a smirhidir. Ciinkii  olusan  siliperoksit radikali, hiicrede yiiksek
konsantrasyonda bulunan siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan kolaylikla ortadan

kaldirilabilmektedir [54,55].

1.2.3.2 Nitrik dioksit (NO;°)

Nitrik oksit (NO), renksiz bir gazdir. Yiiksek konsantrasyondaki NO,
oksijensiz ortamda oldukca stabil olup suda erime oOzelligi gosterirken diisiik
konsantrasyonlardaki NO oksijen varliginda daha stabildir. Havadaki NO kisa siirede

O, ile oksitlenerek nitrik dioksite doniisiir. Nitrik dioksit dokular i¢cin olduk¢a zararh
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bir bilesiktir. Nitrik dioksitin iizerinde yiikk tasinmamasi ve ¢iftlenmemis elektron
bulundurmas1 hiicreden hiicreye hi¢bir bariyerle karsilasmadan kolaylikla ge¢cmesini

saglamaktadir [47].

Reaktif oksijen (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin(RNS) yaslanma, oksidatif
stres ve bazi patolojik kosullar altinda fizyolojik ve non-fizyolojik etkilerle ortaya
cikmastyla beraber en belirgin 6zellikleri olarak in vivo makromolekiillerde kalic1
hasar olusturmalar1 gdésterilebilir [34,56]. Bu etkenlere baglh olarak ortaya ¢ikan
reaksif oksijen tilirlerinin meydana getirdigi hasar1 Onlemek i¢in viicutta
antioksidanlar olarak bilinen bir savunma sistemi gelismistir. Belirli diizeyi asmis
oksidan molekiillere dogrudan etki ederek onlar1 etkisiz hale getiren molekiiller
olarak bilinen antioksidan terimi, serbest radikal olusumunu geciktiren veya ortadan

kaldiran tiim islemleri kapsamaktadir [24,57].

1.3 Antioksidanlar

Canli organizmalarda serbest radikallerin olusumunu smirlandiran ya da
olusan serbest radikalleri zararsiz hale getiren sistemlere antioksidanlar
denilmektedir [58]. Antioksidanlar, belirli diizeyi asmis oksidan molekiillere

dogrudan etki ederek onlari etkisiz hale getiren molekiillerdir [24].

Oksidasyon bir¢ok canli organizmadaki biyolojik siirecin ger¢eklesmesi i¢in
gereken enerjinin {iretiminde temel bir gereksinimdir [45]. Viicudumuzdaki ve
besinlerdeki lipitler, proteinler, karbonhidratlar, niikleik asitler oksidasyona
ugrayabilmekte ve bdylece canli organizma icin zararli olabilecek oksidasyon
iirlinleri olusabilmektedir. Bu durum “oksidatif stres” seklinde ifade edilmektedir
[59]. Oksidatif stres; oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin degisimi

olarak da tanimlanabilmektedir [25,60].
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1.3.1 Antioksidanlarin Serbest Radikallere Etkileri

1) Toplayici etki: Serbest oksijen radikallerini tutma veya onlar1 daha zayif yeni
molekiile cevirme [61]. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kiigiik

molekiiller bu tip etki gosterirler [3].
2) Bastirict Etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif gsekle doniistirme [61]. Vitaminler ve

flavonoidler bu sekilde etki ederler [38].

3) Zincir Kirici Etki: Serbest oksijen radikallerini kendine baglayarak reaksiyon

zincirini durdurulmasi [61]. Hemoglobin, seruloplazmin ve agir metaller bu

sekilde etki ederler [38].

4) Onarici Etki: Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarici etkidir

[52].

Antioksidan sistem; serbest radikalleri hiicre zarina, niikleik asitlere (DNA)

ve hiicre bilesenlerine saldirmadan kendine ¢eker ve baglar [3].

1.3.2 Antioksidan Savunma Sistemi Hiicre i¢i ve Hiicre Dis1 Olarak

ikiye Aynrhr

Hiicre i¢ci savunma sistemi kendi igerisinde enzimatik olan ve enzimatik
olmayan antioksidanlar olmak lizere ikiye ayrilmaktadir. Enzimatik antioksidanlari,
SOD, katalaz (CAT), glutatyon s-transferazlar (GST), glutatyon rediiktaz (GR),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), gukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)’dir.
Enzimatik olmayan hiicre ic¢i antioksidanlar; glutatyon (GSH), membranlara
baglanabilen o-tokoferol ve [-karoten, askorbat, transferin, seruloplazmin ve
bilirubindir. Hiicre dis1 savunma sistemi ise; metallotionin gibi serbest radikal yok

edicileri ve Zn gibi iz elementlerden olusur [58].
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Gida ve ilag endiistrisinde kullanilmakta olan sentetik koruyusu maddelerin
kanserojen etkilerinden dolayi, son yillarda dogal antioksidanlarin kullanimima
yonelik arastirmalar artmistir. En 6nemli dogal antioksidan kaynagi olarak bilinen

tibbi ve baharat bitkilerinin kullanimma 6nem kazanmistir [38].

1.4  Fenolik Bilesikler

Bitkiler aleminde dogal olarak bulunan ve ikincil metabolitler olarak
adlandirilan, benzen halkas1 iceren organik maddelere fenolik bilesikler

denilmektedir [62,63].

Genellikle serbest halde olmayip ester yada glikozit formda bulunmalarinin
yaninda birden fazla OH grubu iceren fenolik bilesikler hidrofilik 6zellik gosterir ve

su gibi ¢oziiciilerde kolayca ¢oziinebilmektedirler [64].

OH

Sekil 1.6 : Fenol Halkas1

Meyve ve sebzelerin kendilerine has renk, tat, aroma ve dokuya sahip
olmalarmi saglayan bu bilesikler, bitki biinyesinde meydana gelen bir¢ok metabolik
olayda da Onemli rol oynamaktadirlar [65,66]. Bitkilerde hastalik direng
mekanizmasina katkida bulunmalarmin yaninda bitkiler i¢in bir savunma
mekanizmasi olarak iiretilmekte olup stres arttikca miktarlari da artmaktadir. Fenolik
bilesikler bitkilerin normal gelisim sirasinda sentezlendigi gibi bitki hastalandiginda
ve vyaralandiginda da sentezlenmektedir. Ayrica fenolik madde {iretimi ¢evre
kosullarina da bagl olup; UV i1smlarina maruz kalindiginda, diisiik sicakliklarda,

ortamda nitrojen, fosfat ve demir miktar1 diisiik oldugunda da sentezlenirler [62].
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Fenolik bilesiklerin, bitkileri UV 1smlardan koruma ve hastaliklara karsi
diren¢ kazandirma gibi ¢esitli rolleri bulunmaktadir [67]. Ayrica fenolik bilesikler,
govde uzamasinin diizenlenmesi ve meyve olgunlasmasi gibi onemli olaylarda da
gorev almaktadirlar [68]. Fenolik bilesikler, tat, aroma, c¢icek ve meyvelerin
renklenmesi gibi kalite unsurlarmi belirlemelerinin yani sira, tiir ve ¢esitlerin
birbirinden ayrilmasmna yonelik taksonomik c¢alismalarda da Onem tasiyan
bilesiklerdir [65]. Fenolik bilesiklerin yukarida deginilen ve bitkiler {izerinde sahip
olduklar1 6zelliklerinin yani sira, insan sagligi lizerinde son derece onemli etkilerde
bulunduklar1 pek c¢ok arastirma sonucu ile belirlenmistir. Fenolik bilesikler, serbest
radikalleri baglama yetenegi olan antioksidan bilesiklerdir [69]. Sahip olduklar1 —OH
grubu sayesinde, peroksi radikali (RO,¢) gibi reaktif radikalleri nétralize eder ve
sistemin antioksidan etkisine dogrudan katkida bulunurlar [70]. Viicutta olusan
serbest radikalleri notralize ederek kalp-damar hastaliklarini engeller ve hatta
yaslanmay1 da geciktirirler. Ayrica patojenler tarafindan toksin iiretimini bastirir
veya bunlarin irettigi toksinleri detoksife ederler [71]. Fenolik bilesikler, yiiksek
kimyasal aktiviteye sahip olduklar1 icin DNA, enzimler ve proteinlere baglanabilme

ozelliklerinden dolayi serbest radikallere karsi savunma gosterebilmektedirler [72].

1.5 Flavonoidler

Sar1 renkli olmalarindan dolay: latince ‘sar1’ anlamina gelen ve ‘flavus’
s0zcligiinden tiiretilerek ‘flavonoid’ admni alan bu fenolik bilesikler sebze ve
meyvelerde, kuruyemislerde, c¢ay, kahve ve kirmizi sarap gibi igeceklerde
bulunmalarmin yaninda tibbi bitkilerde de bulunmaktadirlar [73,74]. Bitkilerin kok,
sap, cicek, polen, meyve ve tohum gibi bir¢ok yerinde bulunan flavonoidler bitkilerin
ikincil metabolitleri olmasina ragmen yasamlarmi siirdiirebilmek i¢in kullandiklari

karbonhidratlar, aminoasitler gibi birincil metabolitlerden tiirerler [42,73].
Bitkilerdeki antioksidan etkiyi saglayan baslica molekiiller flavonoidlerdir.

Flavonoidler, iki fenil halkasmnin propan zinciri ile birlesmesinden olusan difenil

propan (C6-C3-C6) yapisindaki fenolik bilesiklerdir.
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Sekil 1.7 : Flavonoidlerin genel yapisi

Bu yapilar1 nedeniyle polifenolik bilesikler olarak kabul edilen polifenoller
onceleri bitki fizyolojisindeki rolleri ve bitkilerin renk ve lezzet 6zellikleri iizerindeki
etkileri nedeniyle ele alinmakta iken, son yillarda saglik tizerindeki etkileri 6n plana
cikmig, Ozellikle antioksidan ve radikal yakalama fonksiyonlari nedeniyle dikkat
cekmeye baslamiglardir [73,75,76]. Giinimiizde 8000 flavonoid tanimlanmis
olmasmna ragmen, beslenme ilgili olarak ¢ok azi Onem tasimaktadwr [77,78].
Flavonoidleri iceren dogal iirtinler biyokimyasal ve farmakolojik olarak bir¢ok etkiye
sahiptir. Dogal antioksidanlarin bir¢ogu 6zellikle de flavonoidler ¢ok ¢esitli biyolojik
etkiler sergilerler [79,80]. Flavonoidlerin kanserden koruma etkisi, serbest radikal
temizleme, karsinojenleri detoksifiye eden enzimleri modifiye etme gibi
mekanizmalara dayandirilmaktadir [81,82]. Ayrica iki benzene halkasi ve ortada
iiclincli bir aromatik halkayla olusmus olan bu bilesikler canlilarda gosterdikleri
bircok fizyolojik o6zellikleri ile de 6n plandadirlar [83]. Ornegin ultraviyole
radyasyonlar, patojenler ve herbivorlara karsi bitkileri korurlar [84]. Flavonoidlerin
diger onemli bir etkisi de sitotoksik aktivitelerinin olmasidir. Eupatorium tiirlerinde
bulunan metoksiflavonlarin timoér inhibitorii oldugu tespit edilmis ve hiicre
kiiltiriinde insanda nazofarinks kanserlerine karsi orta derecede etkili oldugu

gosterilmistir [85].

1.5.1 Flavonoidlerin Siiflandirilmasi

Flavaonoidler antosiyanin ve antosantinler olarak gruplandiridmistir
Antosiyaninler, antosiyanidinlerin  glikozidleridir. Iskelet  yapilarindaki
farkliliklarindan dolay1 antosantinler, flavonol, flavanol, flavon, flavan, izoflavon

olarak alt gruba ayrilirlar (Tablo 1.7) [73,85].
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Tablo 1.7 : Flavonoidlerin Siniflandirilmasi
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Flavonoidler, serbest radikalleri temizleme 0&zelliginin yani1 swra metal
iyonlartyla kompleks olusturarak metallerin sebep oldugu peroksidasyonu azaltarak

antioksidan 6zellik gosterirler [87].

1.6  Antimikrobiyal Aktivite

Gida, ecza ve kozmetik gibi alanlarda c¢esitli bakteri, kiif ve maya tiirlerine
kars1 aromatik bitkiler ile ¢alismalar yapilmaktadir [88]. Tibbi bitkiler ile baharat
bitkileri  antimikrobiyal  etkiye  sahip  olduklar1 icin  yiyeceklerdeki
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal ajan kaynagi olarak goriilmektedirler
[89,90]. Dogada yetisen 300’e yakin bitki familyasindan yaklasik 1/3’{ ugucu yag
icermekte ve bu ugucu yaglar baz1 mayalar ve bakterilerin gelisimlerini engelledigi
icin yiyeceklerin dogal koruyucusu konumundadirlar [91,92]. Antibiyotiklere karsi
savunma sistemlerini gelistiren bakterilerin her gegen giin ilaglara karsi olan
direncliligi artmaktadir. Ilaglarin alternatifi olarak tibbi bitkilerin kullanilmasi
yayginlastigindan bazi1 geleneksel bitkiler antimikrobiyaller olarak kullanilmaktadir

[93]. Antimirobiyal aktivitenin belirlenmesinde bazi1 bakteriler kullanilmaktadir.

1.6.1 Escherichia coli ATCC-8739

E. coli, Enterobacteriaceae familyasinda Escherichia genusuna aittir ve ilk
kez 1885 yilinda Alman pediatrist olan Theodor Escherich tarafindan ishalli siit
cocuklarin digkisindan elde edilmis olup Bacterium coli commune olarak
adlandirilmis, daha sonra 1919 yilinda Castellani ve Chalmer tarafindan Escherichia
cins ismi verilmistir. Escherichia coli, memelilerin ve kuslari bagirsak florasinda
yasayan, yaklasik olarak 2-6 pum boyunda, 1-1,5 pm eninde gram negatif bir bakteri
tiiriidiir [94,95,96,97].
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Sekil 1.8 : Escherichia coli

E. coli’nin en kayda deger 6zelligi hastaliga neden olan genotiplerinin yaygin
cesitliligidir [98]. Belirli kosullar altinda insan ve hayvanlar i¢in patojen olup, gerek
yang1, gerekse siirglin seklinde ortaya ¢ikan bagirsak hastaliklarina neden olmaktadir.
Ozellikle idrar yollari, safra kesesi ve safra yollari, akciger, periton ve menenjlere
ulasan E. coli bakterileri 6nemli hastaliklara yol acar. Ancak normal insan bagirsak
florasinda bulunur ve burada diger flora bakterileri ve organizmalar: ile bir denge
altinda kaldig1 siirece hastalik yapmazlar [99]. Patojen mikroorganizmalarin
kolonizasyonunu engelleyici rol oynar. 1960’lardan itibaren bazi E. coli kokenlerinin
bagirsakta da patojen olduklarina iligkin bilgiler artmaya baslamistir. E. coli bagirsak

disinda ¢ok cesitli infeksiyonlar olusturabilen 6nemli bir firsatci patojendir [100].

1.6.2 Staphylococcus aureus ATCC-6538

0.5-1.5 pm c¢apinda, tizim salkimi seklinde topluluklar olusturan ve bazik
boyalarla kolay boyanabilen hareketsiz, sporsuz gram pozitif bir bakteridir.
Genellikle kapsiilsiiz olmakla beraber nadiren kisitli bir kapsiil formasyonu

olusturabilirler [101,102].
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Sekil 1.9 : Staphylococcus aureus

Optimal tireme 1s1s1 30-37°C olmasina ragmen genis bir 1s1 araliginda (6.5-
45°C) iireyebilen, aerop ve fakiiltatif anaerop bakterilerdir [101,103]. Insan ve diger
sicak kanli hayvanlarda enfeksiyonlara neden olarak deride abseler, sivilce, sakal-kil
kokleri yangisi, kan ¢ibani, ter bezi yangisi, arpacik, deri dokiintiileri gibi hastaliklar

meydana getirirler [101].

1.7 Sitotoksik Aktivite

Sitotoksik aktivite testleri, negatif ve pozitif kontrol gruplarmin kullanilarak
test edilecek maddenin uygun hiicre kiiltiirlerindeki hiicre biiylime orant ve
morfolojik 6zellikleri lizerine degerlendirilmesini kapsayan bir yontemdir [104,105].
Bu yontem ile degisik parametreler kullanilarak test edilecek maddelerin; hiicre
sayisi, biiylimesi ve Oliimii, hiicre membran biitiinliigli, biyosentez veya enzim
aktivitesi ve hiicre genetik materyali iizerindeki etkilerinin 6lgiilmesine olanak
saglanmaktadir [106,107]. Sitotoksisite, kimyasallarin hiicreler ve dokular {izerindeki
aktivasyon mekanizmasinin anlasilmasinda 6nemli bir faktordiir. Sitotoksik etki,
hiicre yapis1 ya da fonksiyonunda hasar olusturan kimyasal bilesigin siklikla
bolinmekte olan hiicreleri selektif olarak ortadan kaldwrmak icin kullanilan

antineoplastik ilaglar1 tanimlamak i¢in de kullanilmaktadir [108].

Bir materyalin sitotoksik etkisinin belirlenmesinde kullanilan testler;
tekrarlanabilmeli, hiicre sayis1 ve test sonucu arasinda dogrusal bir iliski olmali ve

test sonucunda elde edilen veriler in vivo kosullarda yorumlanabilmelidir [109].
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1.7.1 In vitro Sitotoksisite Testlerinin Avantajlar

e Diger metabolik olaylardan farkli olarak hiicre metabolizmasindaki spesifik bir
fonksiyon degerlendirilir,

e Bircok 6rnek kisa siirede ve ekonomik bir sekilde arastirilabilir,

e Kantitatif sonuglara ulasilabilir,

e Testler icin kullanilan hayvan sayis1 minimuma indirilebilir,

e Hiicre ya da organin toksik etkiye kars1i mekanizmasi ortaya ¢ikarilabilir,

e Yeni iirlinlerin toksisitesinin in vitro yontemler ile iiretimin ilk sathalarinda ortaya

¢ikarilmas1 [107,110].

1.7.2  In vitro Sitotoksisite Testlerinin Dezavantajlan

e Her bir hiicrenin tek bir test i¢in kullanilmasi,
e Konak hiicreleri ile kiiltiir hiicrelerinin farkli olmasi,

e Kiiltiir ortaminda doku koruyucu mekanizmalarmin bulunmamasidir [109].
In vitro sitotoksisite testleri hiicre canliligi, hiicre proliferasyonu, membran

biitlinliigii, DNA sentezi ya da hiicresel metabolizma gibi c¢esitli parametrelerin

Olciilmesiyle temel hiicre toksisitesini de belirler [111].
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1.8 Literatiir Ozeti

Cabuk, 2012 yilinda yapmis oldugu calismasinda Sideritis libanotica ssp.
linearis bitkisinin iizerine yaptig1 calismada sekonder metabolitleri kromatografik
yontemlerle (kolon kromatografisi, PTLC) izole etmis ve izole edilen bu
molekiillerin antioksidan aktiviteleri inceleyerek flavonlarin yiiksek antioksidan

aktivite gosterdikleri belirlemistir [3].

Yumrutas, 2011 yilindaki ¢calismasinda, Gaziantep ilinde dogal olarak yetisen
ve Lamiaceae familyasma ait Ajuga chamaepitys, Lallemantia iberica, Lamium
amplexicaule, Marrubium parviflorum, Mentha pulegium, Moluccella laevis,
Phlomis armeniaca, Salvia multicaulis, Salvia palaestina, Salvia syriaca, Satureja
aintabensis, Scutellaria tomentosa, Teucrium polium ve Ziziphora capitata tiirlerinin
metanol, n-hekzan ve ugucu yag 6ziitlerinin in vitro antioksidan aktiviteleri DPPH,
ABTS, demir indirgeme giicii, metal selatlama, B-karoten/linoleik asit ve DNA
koruma etkileri arastirilmistir. Yapilan deneyler sonucunda bitkiler arasinda en
yiiksek antioksidan aktiviteye Teucrium polium’a ait metanol oziitiiniin sahip oldugu
belirlemistir (p<0.05). Analizler sonucunda en yiiksek total fenolik igerigin yine 7.
polium’da oldugu tespit edilmistir. Yapilan korelasyon analizlerinde fenolik
bilesiklerle antioksidan aktiviteler arasindaki iliski pozitif olarak 6nemli bulunmustur

[12].

Sen, 2011 yilinda yaptig1 ¢alismada Malvaceae familyasmna ait Hibiscus
sabdariffa L. bitkisinin antimikrobiyal ve antioksidan etkilerini incelemistir. Toplam
fenol igerik i¢cin Folin-Ciocaltaeu metodu, antioksidan aktivite i¢cin DPPH serbest
radikali giderme metodu ve antimikrobiyal aktivite i¢in ise; disk diflizyon
metodlarint kullanmigtir. Toplam fenolik madde tayini sonucunda, ekstraktlarin
toplam fenolik madde miktarlarinin gallik asit esdegeri olarak 53.844+0,008 —
45.38+0.002 mg/g araliginda degistigi belirledi. Etanol ekstrakti en yiiksek fenolik
madde miktarma sahiptir. Serbest radikal giderme aktivitesinden elde ettigi verilere
gore su ve etanol ekstraktlarmin 500 ve 1000 pg/mlL’lik konsantrasyonlar1 standart
maddelerle karsilagtirilabilir diizeyde DPPH giderme aktivitesi gosterdigini
saptamustir. Aseton ekstraktinin DPPH giderme aktivitesi bakimmdan zayif oldugu

da gozlemlemistir [25].
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Kozan, 2012 yilinda yapmis oldugu calismasinda Amaryllidaceae
familyasinda yer alan Allium sativum L. (Kastamonu ve Denizli Yerel) ugucu
yaglarinin, Staphylococcus aureus ATCC 33862, Bacillus licheniformis NRRL-B-
1001, Bacillus cereus NRRL-B-3711, Escherichia coli MC-4100, Pseudomonas
aeruginosa NRRL-B-2679, Enterobacter aerogenes NRRL-B- 3567, Citrobacter
freundi NRRL-B-2643 ve Providencia stuartii suslar1 ile antibakteriyel etkileri
iizerine disk difiizyon metodu kullanarak bu bitkilerin yiiksek oranda antibakteriyel
aktivitesi gosterdigini ortaya ¢ikarmistir. En yiiksek antibakteryel aktiviteyi Bacillus
licheniformis NRRL-B-1001 iizerinde Kastamonu sarimsagi (17 mm) gostermistir.
Ayrica bitkilerin toplam antioksidan kapasitesine ABTS metodu ile toplam fenolik
icerigine ise Folin-ciocalteu metodu ile bakmistir.  Buldugu sonuglara gore,
Kastamonu sarmmsaginin toplam antioksidan kapasitesi (0,551 mM/g) ve toplam
fenolik madde igerigi (5,418 mM/g), Denizli sarimsaginin toplam antioksidan
kapasitesi (0,513 mM/g) ve toplam fenolik madde iceriginden (4,499 mM/g) yiiksek
ctkmustir [38].

Aksoy, 2010 yilindaki ¢aligmasinda, ililkemize ait bazi kirmizi saraplarin
fenolik madde profillerini arastrmistir. Calismada fenolik kompozisyon hakkinda
bilgi edinmek i¢in toplam antosiyanin, toplam tanen ve toplam fenol analizleri
spektrofotometrik spektrofotometrik olarak arastirilmistir. Arastrma sonucunda
bulgular arasindaki farkliliklarin tiziim cesidi ve olgunlugu, uygulanan yetistirme
yontemleri, bag ve bagin konumu, iklim, toprak ozellikleri, bolge, hasat zamani,
sarap isleme teknikleri, depolama kosullar1 ve siiresi gibi cesitli faktorlerden

kaynaklanabilecegi sonucunu ¢ikarmistir [63].

Tenderis, 2010 yilinda pargalanmis ve biitiin haldeki c¢ekirdeklerden farkli
sicaklik, siire ve ¢oziicli oranlarinda ekstraksiyon gerceklestirmis ve her kosul i¢in
toplam fenolik madde igerikleri belirlemeye c¢alismistir. Calismada partikiil
boyutunun kiigiilmesi, siirenin ve sicakligin artmasi ekstrakte edilen fenolik
bilesiklerin artmasii1 saglamis; ancak biitiin haldeki {iziim ¢ekirdeginin

ekstraksiyonunda saflig1 daha yiiksek fenolik madde elde ettigi rapor edimistir [66].
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Piskin, 2007 yilinda yapmis oldugu calismasinda, Origanum vulgare, Salvia
officinalis, Rosmarinus officinalis, Mentha piperita bitkilerine ait ucucu yaglari
mikrodiliisyon yontemi ile Bacillus cereus ATCC-14579, E. coli ATCC-25922,
Salmonella typhimurium ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 25923
bakterileri lizerine etkilerini arastirmistir. Ugucu yaglara karsi en hassas bakteri E.
coli ve en dayanikli bakteri Salmonella typhimurium’dur. Salvia officinalis ugucu
yaginin B. cereus’a, R. officinalis ugucu yaginin E. coli ve S. aureus’a, M. piperita
ucucu yagnin E. coli ve B. Cereus’a, O. vulgare ugucu yagmin E. coli, B. Cereus, S.
typhimurium ve Staphylococcus aureus’a karst kuvvetli antimikrobiyal etki
gosterdigini tespit etmistir. “Tim bitkilerin ugucu yaglar1 antimikrobiyal etki

gostermis ancak en etkili olan O. vulgare ugucu yagidir” sonucuna varmstir [97].

Aydin, 2008 yilinda yaptig1 ¢alismasinda Salvia tomentosa, S. virgata, S.
hypargeia, S. staminea ve S. caespitosa’dan elde edilen methanol O6ziitlerinin
Acanthamoeba castellani tizerindeki in vitro etkinligi ve ayrica kornea hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkisini aragtirmistir. Testlerden elde edilen sonuglara gore, S.
tomentosa, S. virgata ve S. hypargeia herhangi bir amoebisidal aktivite gdstermemis,
diger taraftan S. caespitosa ile karsilatirilacak olursa, S. staminea, A. castellani
iizerinde kayda deger bir amoebisidal aktivite sergilemistir. S. staminea metanol
Oziitli ayrica, kiiltiirdeki hiicreler iizerinde 16.0 mg/mL konsantrasyonda sitotoksik
etki gdstermemistir. Sonug olarak da S. staminea’dan elde edilen metanol 6ziitiiniin,
Acanthamoeba enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilabilecek yeni ve alternatif bir

dogal iiriin oldugu diisiiniilmektedir [112].

Modanlioglu, 2012 yilinda yaptig1 ¢alismasinda Van’ in Gevas ilgesinden
toplanan ve Asteraceae familyasina ait Inula peacockiana bitkisine ait petrol eteri,
aseton ve metanol ekstrelerinin antimikrobiyal, antioksidan ve HPLC analizi ile de
fenolik madde icerigi berlirlemistir. En 1yi sonuglar1 petrol eteri ekstresi Proteus
vulgaris, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae tizerinde 0.1 mg/mL
konsantrasyon degerinde bakterisit, 3.1 mg/mL konsantrasyon degerinde ise
Fusarium proliferatum iizerinde fungisit etkisini bulmustur. Antioksidan aktiviteyi
DPPH metodu kullanilarak ve toplam fenol miktarmi ise; Folin-Ciocaltacu
metoduyla incelenmis olup, metanol ekstresinin en yiiksek toplam fenol miktarma

sahip oldugu belirlemistir (172 mgGA/gr) [113].
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Aksu, 2010 yilindaki calismasinda fitoterapide en ¢ok kullanilan bitkiler
arasinda bulunan ihlamur ve nane bitkilerindeki toplam fenol/flavonoid miktarlarmin
ve antioksidan kapasitesinin metal igerigi ile iliskisini incelemistir. Bunun ig¢in
toplam fenol/flavonoid miktarlarinin belirlenmesinde UV-VIS spektroskopisi ve
metal igeriginin belirlenmesinde ICP-OES ile calsmistir. Toplam fenol tayini icin
gallik asit ve toplam flavonoid tayini i¢in kuersetin standart olarak kullanilirken,
antioksidan aktivitesi DPPH siipiirme aktivitesi metodu kullanilmistir. Aksu, nane ve
thlamur Orneklerinde metal, toplam fenol/flavonoid miktarlarmin ve antioksidan
aktivitesinin belirlenmesi i¢in demleme (inflizyon), kaynatma (dekoksiyon), kuru
yakma ve ekstraksiyon islemleri uygulamig sonug olarak da toplam fenol ve toplam
flavonoid miktarlarinin en yiiksek, demleme yontemiyle bulundugunu belirlemistir.
Metal iceriginin ise kaynatma ve demlemeye gore kuru yakma islemiyle daha yiiksek
oldugunu gozlemlemistir. Poset ¢ay halinde tiiketilen thlamur ve nane ¢aylarindaki
antioksidan aktivitesi, islenmemis ithlamur ve nane ¢aylarinda belirlenen antioksidan

aktivitelerinden daha diisiik oldugunu tespit etmistir [114].

Emen, 2006 yilinda yaptig1 ¢calismalarda Cyclotrichium niveum bitkisinin tim
kisimlarini (dal+yaprak+¢icek) metanol, etilasetat ve n-biitanol ekstraktlarinin
antioksidant aktiviteleri arastirmistir. Toplam fenolik bilesen miktar1 Folin-Ciocalteu
reaktifi yontemiyle belirlenmistir. C. niveum bitkisinin metanol, etilasetat ve n-
biitanol ekstraktlarinin antioksidant aktiviteleri in vitro sistemde farkli antioksidant
testler kullanilarak arastirilmistir. Sonuglar C. niveum bitkisinin yiiksek antioksidan

aktiviteye sahip oldugunu gostermistir [115].
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1.9 Cahsmanin Amaci

Insanlar eski ¢aglardan bu yana bitkilerden bir¢ok alanda, 6zellikle de gida ve
saglik alaninda faydalanmaktadirlar. Diinya niifusunun her gecen giin hizla artmasi
nedeniyle sentetik iirlinlere olan ilgi de ayn1 oranda artis gostermistir. Ancak bilim ve
teknolojinin gelismesi bu iiriinlerin barindirdigi yan etkileri ortaya ¢ikarmis ve bu
durum dogal kaynakl: iirlinlere olan yonelimin tekrar baglamasina neden olmustur.
Bu calismada, Kazdaglari’ndan (Balikesir) toplanan bazi Lamiaceae tiirlerinin
(Salvia tomentosa Miller., Sideritis perfoliata L. ssp. athoa (Papanikolaov &
Kokkini), Sideritis trojana Bornm., Stachys tmolea Boiss. ve Stachys cretica L.
smyrnaea Rech fil.) antioksidan kapasite, toplam fenol ve toplam flavonoid miktari,
antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitelerinin yaninda toplam protein miktarlarmin
arastirilmasi amaclanmistir. Bu calismalardan elde edlilecek bulgularm iilkemizin

bitkisel kaynak kullanimma 6nemli 6l¢iide katkida bulunmasi beklenmektedir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

Calismada kullanilan  bitki  materyalleri 2013 yili  Mayis ayinda
Kazdaglari’ndan temin edilmistir. Lamiaceae familyasma ait 5 tiir (Sideritis
perfoliata L. ssp. athoa (Papan. & Kokkini), Sideritis trojana Bornm, Stachys tmolea
Boiss. ve Stachys cretica L. smyrnaea Rech fil.) toplanmis ve bitki 6rnekleri Dog.

Dr. Tuncay DIRMENCI tarafindan teshis edilmistir.

Tablo 2.1 : Bitkilerin Toplandig1 Mevkii ve Yiikseklikler

Bitkiler Mevkii Yiikseklik
Salvia tomentosa Miller. Sarikiz 1580 m
Sideritis perfoliata L. ssp. athoa Esek deresi 1430 m
Sideritis trojana Bornm. Sarikiz 1720 m
Stachys tmolea Boiss. Susuztepe 1300 m
Stacchys cretica L. smyrnaea Rech fil. Susuztepe 1200 m

Toplanan bitkiler distile su ile yikanarak oda sicakliginda kurutulduktan sonra
bilyal1 degirmen (Retsch PM100) ile toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen bitki

ornekleri cam kavanozlara konularak oda sicakliginda saklanmigstir.
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2.2 Metot

2.2.1 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

1. Lamda 35 UV-Visible Perkin Elmer

2. pH metre Orian 920A

3. Otomatik pipetler Eppendorf

4. Terazi Denver

5. Etiiv Memmert

6. Sogutmali santrifiij Sigma 3K 30
7. Manyetik karistirict Heildolp

8. Vorteks Warning

9. Inkiibator Memmert

10. Bilyali Degirmen Retsch PM100
11. Evaporator Heildolp

12. Mikroskop Olympus ckx 41

13. Hiicre Sayma Lam
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2.2.2 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

DPPH Radikali

NaN02

NaOH

NH4Cl

AlCl3

NaCO3

BHA

HBBS

tBOOH

Metanol

Tris base

m-inositol

Tryphan mavisi

Folin-Ciocalteu Reaktifi

2,2-difenil-1-pikril hidrazil

Sodyum nitrit

Sodyum hidroksit

Amonyum kloriir

Aliiminyum klorit

Sodyum karbonat

Biitillenmis hidroksianisol

Hanks Balanced Salt Solution

Ugiinciil biitilatl hidroperoksid

% 80-100’Lik
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2.2.3 Cozeltilerin Hazirlanisi

. DPPH Radikal Cozeltisi : Taze olarak hazirlanmasi gereken DPPH radikal

cozeltisi i¢in DPPH radikalinden 0.024 gr tartilmis ve bir miktar saf suda
cozdiriildiikten sonra son hacim 100 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan

cozelti dlciimler yapilincaya kadar karanlikta bekletilmistir.

. Folin-Ciocalteu Reaktifi Cozeltisi : 0.25 mL tartilarak hazir hale getirilmistir.

. Hemoliz tamponu : Tris tamponundan 0.121 gr tartilmig ve iizerine 0.80 gr

NH4CI eklendikten sonra bir miktar saf suda ¢oziilmiistiir. Son hacim 100

mL’ye tamamlanarak pH 7.4’e ayarlanmstir.

. Tryphan mavisi : 0.1 gr Tryphan mavisi’nden tartilmis ve bir miktar saf suda

cozdiirtildiikten son hacim 25 mL’ye getirilerek deneylerde kullanilmak {izere

karanlikta saklanmistir.

. BHA (0.4 mM) : 0.003 gr tartilmis ve bir miktar saf suda ¢ozdiiriildiikten

sonar son hacim 100 mL’ye tamamlanmistir.

. tBOOH (1 mM) : 0.01 mL alinmis son hacim 100 mL’ye tamamlanmaigstir.

. NaNO; (% 5’lik 150 pL), AICL (I M, 1 mL), NaOH (% 20’lik 1 mL),
NaCOs; (% 20’lik 1 mL), m-inositol (250 mM), Potasyum fosfat (0.174 gr).
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2.3 Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Ogiitiilen her 6rnekten 0,5 g tartilarak % 80’lik 5 mL metanol ilavesi yapilmis
ve bir gece boyunca 4°C’de bekletilmistir. Daha sonra Srnekler 4500 rpm’de 15
dakika boyunca santriflij edilmistir. Siipernatant alinarak kalan pelletin {izerine tekrar
% 80’lik 5 mL metanol ilave edilmis ve ayni islem tekrarlanmistir. Son olarak %
80’lik 2 mL metanol ile santrifiij edilen pelletin son hacmi 12 mL’ye

tamamlanmistir. Daha sonra kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edilmistir [116].

2.4  Antioksidan Aktivite Tayini

0,024 gr 2,2-difenil-1-pikril hidrazil (DPPH) reaktifi tartilmis ve bir miktar
metanol ile ¢ozdiriildiikten sonra son hacim 100 mL’ye tamamlanmistir. DPPH

reaktifi ¢Ozeltisi giinliik taze olarak hazirlanmali ve analizlere kadar karanlikta

bekletilmelidir [117].

250 uL’lik ekstraktlarimiza %100’lik 2500 mL metanol ile 2500 mL. DPPH
cozeltisi eklendikten sonra karanlikta 1 saat bekletilmistir. Daha sonra ol¢timler UV
spektrofotometre ile 517 nm’de gergeklestirilmistir. Antioksidan aktivite

hesaplamasinda asagidaki formiilden yararlanigmistir:
Antioksidan aktivite (%) = [ 1 — (6rnek absorbans1 / kontrol absorbansi) | x 100

[117].

2.5  Toplam Fenolik icerik Tayini

Toplam fenolik icerik Folin-Ciocalteu yontemi uygulanarak bulunmustur.
0.25 mL’lik ekstraktlarmiza 3.5 mL saf su ile 0.25 mL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave
edilmistir. Kor denemelerimiz i¢in % 80’lik 0.25 mL metanol kullanilmistir.
Yaklasik 3 dakika sonra % 20°lik 1 mL sodyum karbonat (NaCOs) ilave edilerek
tiipler vortekslenmis ve 40 dakika boyunca 40°C’de su banyosunda bekletilerek

olusan mavi renk absorbansi 685 nm’de kor denemeye karsilik tespit edilmistir.
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Toplam fenolik igerikler gallik asit kalibrasyon egrisine gore belirlenmis ve sonuglar

pg gallik asit/g 6rnek olarak hesaplanmigtir [117].

2.6  Toplam Flavonoid Madde Miktar Tayini

Toplam flavonoid miktarinin tespitinde Ramful ve ark. (2011)’a ait yontem
kullanilmigtir. 150 pL % 5°lik sulu NaNO,‘den 2.5 mL bitki ekstraktlarina ilave
edilerek vortekslenmistir. Kor denemelerimiz i¢in % 80’lik methanol, 6rneklerin
yerine kullamilmistir. 5 dakika bekletildikten sonra %10’luk 150 pL AICl; ilave
edilmistir. Bir dakika sonra 1M NaOH’den 1 mL karistirilarak absorbanslar 510
nm’de kor numuneye karsilik okutulmustur. Toplam flavonoid miktarlart pg

kuarsetin/g olarak belirlenmistir [110].

2.7  Antimikrobiyal Aktivite Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivite i¢in disk diflizyon metodu uygulanarak hazir besiyeri
olan triptik soy agar ve 2 farkli bakteri tiirii olan E. coli, S. aureus kullanilmistir. 10
oraninda seyreltilen bakteriler 200 pL besi yerlerine eklenmis ve bos disklere
yerlestirilmistir. Bitki ekstraktlarindan bir miktar eklenerek ve bir gece boyunca
inkiibatorde 37.5°C’de saklanmistir. Sonuglar diyametrik mikrometre ile 6l¢iilmiistiir

[118].

2.8 Sitotoksik Aktivite Belirlenmesi

Insan periferal lenfositleri Smitha ve arkadaslarmin metoduna gore izole
edilmistir. 10 mL kan 6rne§ine hemoliz tamponu (150 mM NH4Cl, 10 mM tris
tamponu, pH:7.4) eklenerek 30 dk. boyunca +4°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra
1500 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij edilip siipernatant atilmistir. Kalan pellet
iizerine m-inositol (10 mL, 250 mM) eklenerek santrifiij edilmistir. Bu islem 3 kez
tekrarlanmistir. Yikama igsleminden sonra lenfositlerden 100 pL alinarak iizerine #-
BOOH (1mM, 100 pL), BHA (400 uM, 100 pL) eklenmis ve HBSS (pH:7.4, 700

uL) tamponu ile son hacim 1 mL’ye tamamlanmustir. Hazirlanan drnekler 37°C°de
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15-30-45 ve 60 dakikalar boyunca inkiibe edilmistir. Canli hiicreler tryphan blue ile

belirlenmis ve agsagidaki formiile gore

% Yasam = Canli Hiicre Sayis1 / Toplam Hiicre Sayist x 100 ile
hesaplanmistir (119).

2.9  Protein Miktar Tayini

Kurutulmus bitki ekstraktlarinin protein miktarlarinin tayini Dumas cihazi ile
gergeklestirilmistir. Dumas, yanma teknigine bagli olarak azot tanimlanmasi
yapmaktadir. Bu metoda bagl olarak, oksijen gazinin akis hizinin da kontrol edildigi
kosullarda ¢ok yiiksek sicakliklarda bir yanma reaktorii sayesinde, kati, sivi veya
pasta kivamindaki numune gaz halindeki temel bilesenlerine doniistiiriilir. Elde
edilen gaz akisinda azot miktar1 ol¢lilmektedir. Azot ylizdesinden yola ¢ikarak, cihaz

numunede bulunan % protein miktarini hesaplamaktadir [120].

Sekil 2.1 : Dumas (Protein/Azot Analizorii)
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3. BULGULAR

Calismamizda kullandigimiz Sideritis perfoliata ssp. athoa, Sideritis trojana,
Stachys tmolea ve Stachys cretica bitkilerinden elde edilen antioksidan kapasite,
toplam fenol ve toplam flavonoid miktari, antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitelerinin
yan1 sira protein miktar tayin sonucglar1 Tablo 3.1-3.6 ve Sekil 3.1-3.7°de

gosterilmektedir.

3.1 Toplam Antioksidan Aktivitesine Ait Bulgular

Oda sicakliginda kurultulduktan sonra DPPH metodu uygulanarak belirlenen

antioksidan aktiviteye ait bulgular Tablo 3.1 ve Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1 : Bitkilerin antioksidan aktiviteleri (%)

Salvia tomentosa Miller. 94.37
Sideritis perfoliata L. ssp. Athoa 94.71
Sideritis trojana Bornm. 94.43
Stachys tmolea Boiss. 94.34
Stacchys cretica L. smyrnaea Rech fil. 92.79
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Sekil 3.1 : DPPH metodu ile antioksidan aktivite tayini

3.2  Toplam Fenolik Madde icerigine Ait Bulgular

Folin-Ciocalteu reaktifi uygulanarak elde edilen toplam fenolik madde

icerigine ait bulgular Tablo 3.2 ve Sekil 3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.2 : Bitkilerin toplam fenolik icerikleri (mg/g)

Salvia tomentosa Miller. 19.00
Sideritis perfoliata L. ssp. athoa 19.12
Sideritis trojana Bornm. 30.87
Stachys tmolea Boiss. 20.59
Stacchys cretica L. smyrnaea Rech fil. 12.71
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Sekil 3.2 : Folin-Ciocalteu reaktifi ile fenolik madde tayini

Bitki ekstraktlarimiza ait toplam fenolik madde igerikleri gallik asit esdegeri

cinsinden hesaplanmis ve gallik asitin standart olarak kullanildig1 egri Sekil 3.3” de

gosterilmistir.
2,5 -
2 4
£ s
= y=16,73x+ 0,015
2 1 - R2 =0,998
S
205
0 T T 1
0 0,05 0,1 0,15
Gallik Asit (mM)

Sekil 3.3 : Toplam fenolik madde igerigi hesaplanirken kullanilan gallik asit standart

egrisi
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3.3  Toplam Flavonoid Madde Miktarina Ait Bulgular

Oda sicakliginda kurultulduktan sonra belirlenen toplam flavonoid madde

miktarina ait bulgular Tablo 3.3 ve Sekil 3.4’de gosterilmistir.

Tablo 3.3 : Bitkilerin toplam flavonoid i¢erikleri (mg/g)

Salvia tomentosa Miller. 9.12
Sideritis perfoliata L. ssp. athoa 6.19
Sideritis trojana Bornm. 7.20
Stachys tmolea Boiss. 6.76
Stacchys cretica L. smyrnaea Rech fil. 5.45
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Sekil 3.4 : Toplam flavonoid madde miktari
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Bitki ekstraktlarimiza ait toplam flavonoid madde igerikleri kuersetin
esdegeri cinsinden hesaplanmis ve kuersetinin standart olarak kullanildig1 egri Sekil

3.5’ de gosterilmistir.

0,5 1
§ 0,4 *
2
2 *
5 0,3 1
2z y=691,8x + 0,100
< R2=0,990

0,2 1

*
-1E-04 2,02E-17 0,0001  0,0002  0,0003 0,0004 0,0005 0,0006
Kuersetin (mM)

Sekil 3.5 : Toplam flavonoid madde igerigi hesaplanirken kullanilan kuersetin

standart egrisi

3.4  Antimikrobiyal Aktiviteye Ait Bulgular

E. coli ve S. aureus bakterileriyle yapilan antimikrobiyal aktivite sonuglar1
diyametrik mikrometre ile Olgiilmiistiir. E.coli’de en yiiksek aktiviteyl Sideritis
perfoliata ssp. athoa gosterirken en diisiik aktiviteyi ise S. trojana gostermistir.
S.aureus’ta ise en yiiksek aktivite S. trojana’da, en diisiik aktivite ise Salvia

tomentosa’da tespit edilmistir. Bu sonuglara ait bulgular Tablo 3.4’de gosterilmistir.
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Sekil 3.6 : E. coli ATCC-8739 Sekil 3.7 : S. aureus ATCC-6538

Tablo 3.4 : Antimikrobiyal aktivite sonuglar1 (um)

E.coli S.aureus
Salvia tomentosa Miller. 1,652 1,066
Sideritis perfoliata L. ssp. athoa 1,934 1,491
Sideritis trojana Bornm. 0,879 1,972
Stachys tmolea Boiss. 1,019 1,595
Stachys cretica L. smyrnaea Rech fil. 1,892 1,687
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3.5 Sitotoksik Aktiviteye Ait Bulgular

Sitotoksik aktivite sonucunda elde edilen bulgular Tablo 3.5’te gosterilmistir.
Kontrol grubu, bitki 6rnegi eklenmeden sadece lenfosit hiicrelerinin peroksitlere
maruz brrakilmasi ile hazirlanmistir. Zamana karsi canliligini siirdiiren hiicre sayisi
analiz edilmistir. Kontrol grubu, bitki Ornekleri kullanilarak yapilan analizlerle
kiyaslandiginda, tiim bitkilerin peroksitlerin lenfositler iizerine olan Glimciil

etkilerini farkl oranlarda engelledigi tespit edilmistir.

Tablo 3.5 : Sitotoksik Aktiviteye Ait Sonuglar

Bitkiler % Yasam
15 Dk. 30 Dk. 45 Dk. 60 Dk.

Kontrol Grubu 71 66 61 56
S. tomentosa Miller. 80 73 70 67
S. perfoliata L. ssp. athoa 90 88 80 76
S. trojana Bornm. 96 94 85 89
S. tmolea Boiss. 91 93 87 95
S. cretica L. smyrnaea Rech fil. 83 85 91 80
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3.6  Protein Tayinine Ait Bulgular

Dumas cihazinda kuru 6rnekler kullanilarak bitkilerin protein igerikleri tespit
edilmistir. Caligilan bitkilerin protein igerikleri yiiksekten diistige dogru Sideritis
trojana, Stachys tmolea, Sideritis perfoliata ssp. athoa, Salvia tomentosa ve Stachys
cretica smyrnaea olarak swralanmistir. Elde edilen protein tayinine ait bulgular Tablo

3.6°da gosterilmistir.

Tablo 3.6 : Protein Tayinine Ait Bulgular

% lcerik
Salvia tomentosa Miller. 1,03
Sideritis perfoliata L. ssp. athoa 1,10
Sideritis trojana Bornm. 2,77
Stachys tmolea Boiss. 1.29
Stachys cretica L. smyrnaea Rech fil. 0,78
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4. SONUC VE ONERILER

Bu calismada bazi Lamiaceae tiirlerinin (Salvia tomentosa, Sideritis
perfoliata ssp. athoa, Sideritis trojana, Stachys tmolea ve Stachys cretica) metanollii
ekstraklarinda antioksidan aktivite, toplam fenol igerik, toplam flavonoid miktari,

antimikrobiyal, sitotoksik aktivite ve protein miktarlar1 arastirilmistir.

4.1 Antioksidan Aktivite

Analizler sonucu elde edilen verilere gore antioksidan kapasiteye ait bulgular
Tablo 3.1°de verilmistir. Bu verilere gore Sideritis perfoliata ssp. athoa bitkisinden
elde edilen ekstraktlarda en yiiksek antioksidan aktivite gozlenirken (% 94.71) en
disiik aktivite ise; Stacchys cretica’da (% 92.79) belirlenmistir. Gida endiistrisinde
bir radikal yakalacis1 olarak kullanilan BHT ’nin % antioksidan aktivite degeri
55.8’dir. Goriildiigii gibi ¢caliyma materyali olan bitkilerimizin antioksidan aktivitesi

BHT den oldukga yiiksektir [121].

Yumrutas, 2011 yilinda Salvia multicaulis, Salvia palaestina ve Salvia
syriaca tirlerinin methanol ve n-hekzan ile hazirlanan ekstraktlarda ugucu yag
Oziitleri tlizerine DPPH reaktif radikalini kullanarak yapmis oldugu in vitro
calismalarda methanol ile hazirlanan ekstraktlarin en yiiksek antioksidan aktiviteye

sahip oldugunu tespit etmistir [12].

Ayhan, 2008’de yaptig1 calismada Lamiaceae familyasina ait Sideritis
libanotica Labill ssp. linearis (Benth) Bornm. bitkisinin antioksidan ve
antikanserojen aktivitelerini incelemistir. Aktivite testlerini ilk olarak ham
ekstrelerde yaparak etkili fraksiyonu belirlemistir. Calismasmin ikinci asamasida
antioksidan aktivite gosteren fraksiyonlardaki bilesiklerin yapilarini aydinlatmaya
calismig ve elde ettigi sonuglara gore S. libanotica ssp. linearis’in antioksidan ve

antikanserojen aktivite gosterdigini tespit etmistir [42].
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Al H. Ebrahimabadi ve arkadaglar1 2010 yilinda yaptiklar1 caligmada
Lamiaceae tiirlerinden olan Salvia eremophila Boiss.’da hidrodistilasyon ve metanol
ekstraksiyonu ile elde ettigi esansiyel yaglarin antioksidan, toplam fenolik icerik ve
antimikrobiyal aktivitelerini in vitro olarak incelemislerdir. DPPH ve B-karoten—
linoik asit testleri kullanildiginda esansiyel yaglara gére metanol ile hazirlanan

ekstraklarda antioksidan kapasitenin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir [122].

Kose, 2010 yilinda Tiirkiye’de endemik olarak yetisen Sideritis erythrantha
Boiss. (SE) ve Sideritis erythrantha var. cedretorum (SC) bitkilerinin esansiyel
yaglarmin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri incelemislerdir. SE ve SC
esansiyal yaglarmim serbest radikal yakalama kapasitesitelerinin %5,12+0,28 ve
%4,62+0,14 gibi diisiik degerlere sahip oldugunu tespit etmislerdir. Orneklerinin
hicbirinin sentetik bir antioksidan olan BHA (%95,23+0,11) gibi yiiksek bir

antioksidan kapasite géstermedigini rapor etmiglerdir [123].

Roby ve arkadaslarinin 2012 yilinda Thymus vulgaris L., Salvia officinalis L.
ve Origanum majorana L. bitkilerinin metanol ile hazirlanan ekstraktlarinin
antioksidan ve toplam fenolik igeriklerini tespit etmislerdir. Antioksidan aktivite i¢in
DPPH reaktifi kullanilmiglardir. En 1yi antioksidatif aktiviteyi Thymus vulgaris’in
gosterdigini bildirmislerdir. Literatiirde metanol ve etanol ekstarktlarinin BHA ya

oranla daha yiiksek aktiviteye egilimli oldugu belirtilmektedir. [124].

4.2  Toplam Fenolik I¢erik ve Toplam Flavonoid Miktar

Flavonoid ve fenolik maddeler genel olarak oldukga yiiksek antioksidan etki
gosterirler. Bitkilerde bulunan toplam fenolik ve flavonoid madde miktar1 hakkinda
elde edilen bilgiler oldukca onemlidir. Elde edilen bu bilgiler sonucunda bir bitkinin
sahip oldugu antioksidan kapasite hakkinda bir degerlendirmede bulunulabilir. Tablo
3.2’de bitki ekstraktlarimizin toplam fenolik iceriklerine bakildiginda Sideritis
trojana en yiksek fenol igerigine sahipken, Stachys cretica smyrnaea en diisiik
toplam fenol igerigine sahiptir. Tablo 3.3’te bitki ekstraktlarimizdan elde edilmis
toplam flavonoid miktarlarina bakildiginda en yiiksek igerigin Salvia tomentosa’ya,

en dustk igerigin ise Stachys cretica smyrnaea’ya ait oldugu gozlemlenmistir.
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Roby ve arkadaslar1 2012 yilinda, Thymus vulgaris, Salvia officinalis ve
Origanum majorana bitkilerinin metanol ile hazirlanan ekstraktlarinin toplam fenolik
icerigini Folin-Ciocalteu metodu ile belirlemislerdir. Yukarida adi gegen bitkilerin
fenolik madde miktarlarmin siras1 ile 8,10, 5,95 ve 5,20 mg/g oldugunu rapor
etmiglerdir. Ayrica bu ¢alismada metanoliin etanolden daha 1yi bir solvent oldugu da
vurgulanmaktadir. Fenolik madde miktarlarinin bizim ¢alismamizdaki degerlerden
daha diisiik oldugu goriilmektedir. Fenolik madde miktarmin farkli olmasi tiirlere,
tiirlin toplanma zamania, vejetatif ve generatif donemler gibi etkenlere de baglh

olarak degisiklik gostermektedir [124].

Ertag, 2005 yilinda yaptig1 calismasinda Sideritis arguta ve S. congesta
bitkilerinden elde ettigi metanollii ekstraktlarinin fenol ve flavonoid aktiviteye sahip
oldugunu bulmustur. S. arguta’dan elde etigi toplam fenolik ve flavonoid icerikleri
sirastyla 57.59+0.709, 33.37+1.172 olarak bulunurken, S. congesta’da 74.71+0.711,
58.66+0.085dir [125].

4.3  Antimikrobiyal Aktivite

E. coli ve S. aureus bakterileriyle yapilan antimikrobiyal aktivite sonuglar1
Tablo 3.4’de gosterilmistir. Bu tabloya gore E.coli’de en yliksek aktiviteyi Sideritis

perfoliata ssp. athoa, gosterirken en diisiik aktiviteyi ise S. frojana gostermistir.

Abu-Shanab ve arkadaslar1 2004 yilinda Salvia officinalis, Syzyium
aromaticum, Cinnamomum cassia, Chinese cinnamon, Thymus vulgaris ve
Rosmarius officinalis’in yaprak, tohum gibi kisimlarmin su, etanol ve metanol
ekstraktlarinin antimikrobiyal etkilerini Staphylococcus oureus, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Pseudumonas aeruginosa, Escherichia coli EHEC O157 kullanarak test
etmislerdir. Sonu¢ olarak bitki ekstraktlarmin antimikrobiyal aktivite gosterdigini

tespit etmislerdir [7].

Pigkin, 2007 yilinda yaptig1i calismasinda Lamiaceae familyasmna ait
Origanum vulgare, Salvia officinalis, Rosmarinus officinalis, Mentha piperita
bitkilerinin sahip oldugu ugucu yaglar1 mikrodiliisyon yontemini kullanarak, Bacillus

cereus ATCC 14579, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC
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14028, Staphylococcus aureus ATCC 25923 bakterileri lizerinde test etmistir. Sonug
olarak; Salvia officinalis bitkisinden elde edilen ugucu yagin; E. coli’ye kars1 0.4-0.2
ul/ml’lik  konsantrasyonlarda, Salmonella typhimurium’a karst 0.4 pl/ml’lik
konsantrasyonda, Staphylococcus aureus’a ise 0.4-0.05 pl/ml konsantrasyon
araliginda etkili oldugu sonucuna varmistir. Ayrica B. cereus’a karsi ise yine ayni
konsantrasyon araligi olan 0.4-0.05 pl/mL’de etkili oldugunu gozlemlemistir. Ancak
B. cereus’un gostermis oldugu inhibisyon O6zelliginin S. aureus’a gore daha az
oldugunu tespit etmistir. S. aureus bakterisine karsi ise yine en yiiksek etkiyi O.
vulgare ugucu yag1 gosterirken, S. officinalis, M. piperita ve R. officinalis ugucu

yaglarinin ise benzer etkiyi gésterdigini sonucuna varmistir [97].

Kose ve arkadaslar1 2010 yilinda Tiirkiye’de endemik olarak yetisen Sideritis
erythrantha Boiss. (SE) ve Sideritis erythrantha var. cedretorum (SC) bitkilerinin
esansiyel yaglarinin antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. Staphylococcus
aureus gibi gram pozitif bakterilerin esansiyel yaglara karsi1 daha duyarli oldugunu
bildirmiglerdir. Arastrmacilar, bu sonucu gram negatif bakterilerin hidrofilik dig
membranindaki hidrofilik polisakkarit zincirinin hidrofobik esansiyal yaglara karsi
bir bariyer olarak davranmasma baglamislardir [123]. Bizim c¢aligmamizda da
Sideritis tirlerinin S. aureus ATCC-6538’a kars1 antimikrobiyal aktivitesinin daha

yiiksek oldugu goze carpmaktadir.

Delamare ve arkadaslar1 2005 yilinda yaptigi calismada Salvia officinalis L.
ve S. triloba bitkilerinin esansiyel yaglarinin antimikrobiyal aktivitelerini S. aureus
ve A. hydrophila bakterileri iizerinde test etmislerdir. Sonug olarak Salvia triloba L.
esansiyal yaglarinin S. aureus tizerinde etkili bir inhibisyon gosterdigi belirlenmistir

[126].

4.4 Sitotoksik Aktivite

Halk arasinda kolay temin edilebilen ve geleneksel olarak kullanilan bitkiler
s0z konusu patojen mikroorganizmalarin sebep oldugu hastaliklara karsi ilag
hammaddesi, gida ve kozmetik {iiriinlerinde koruyucu madde olarak endiistriyel

alanlarda kullanilmaktadir. Bitki ¢aylar1 olarak kullanilan Lamiaceae tiirleri (Salvia
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tomentosa Miller, Sideritis perfoliata ssp. athoa, Sideritis trojana, Stachys tmolea ve
Stachys cretica) lizerine yapmis oldugumuz sitotoksik aktiviteye ait sonuglar Tablo
3.5’te gosterilmistir. Tek bir konsantrasyonda kullanilan bitki ekstraktlarmin (100puL)
belirli zaman (0-60 dk.) araliklarinda hiicre Sliimiine sebep olan t-BOOH’a kars1
lemfosit hiicrelerinin canliligini koruyabilme yetenekleri test edilmistir. Tablo 3.5°te
sunulmus veriler incelendiginde, hiicre Oliimleri zamana bagl olarak yavas bir
sekilde artmaktadir. Kontrol grubu verileri ve bitki ekstraklari ile test edilmis veriler
kiyaslandiginda bitki ekstraktlarinin t-BOOH’a karst BHA’dan daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Sonug olarak ¢alismamizda yer alan bitki tiirlerinin serbest radikallere
kars1 hiicre 6liimiinii yavaslattig1 ve koruyucu bir gorev iistlendigi soylenebilir. Sekil
4.1°de goriildiigi gibi 60. dakikada ¢alismada kullanilan bitkilerin stitoksik aktivitesi
kontrol grubu ile kiyaslandiginda canl hiicre sayisinin koruma yetenegiyle Stachys
tmolea oldugu bunu siraysiyla Stachys cretica, Sideritis trojana, Sideritis perfoliata
ssp. athoa ve Salvia tomentosa’nin takip ettigi belirlenmistir. 45. dakikada ise canli
hiicre sayisinin koruma yetenegi Stachys cretica bitkisine aittir. Bu bitkiyi Stachys
tmolea, Sideritis perfoliata ssp. athoa, Sideritis trojana ve Salvia tomentosa takip
etmektedir. 15 ve 30 dakika sonucundaki aktivitelere bakildiginda en yiiksek

aktiviteyi S. trojana bitkisi gostermistir.
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Sekil 4.1 : Sitotoksik Aktiviteye Ait Sonuglar Karsilastirilmasi

Smitha ve arkadaglar1 2011 yilinda zerdegal (Curcuma longa) bitikisinden
elde ettikleri B-turmerin molekiiliiniin insan l6kosit hiicreleri lizerine toksik etkisi

olmadigini test etmislerdir [119].

2006 yilinda Barutca, yaptig1 ¢alismada Salvia fruticosa’nin ekstraktinda NR,
MTT ve koloni formasyonu yontemlerinden elde edilen verilerle, adagayinin A549
hiicrelerinde doza bagimli ve etkili sitoksik yanitlar olusturdugunu, diisiik
konsantrasyonlu dozlarmin saglikli hiicrelerde ¢ok az toksisite goOsterdigini
saptamigtir. Bu bulgulara gore, adagayimnin diisiik konsantrasyonlu dozlarinin kanser
tedavilerinde (A549) akciger kanseri hiicrelerinde kullanilabilir oldugunu ortaya

¢cikarmustir [110].

Aydin, 2008 yilinda S. fomentosa, S. virgata ve S. hypargeia Oziitlerinin A.
castellani tizerindeki sitotoksik aktivitelerini incelemis ve yapilan aktivite testleri
sonucunda S. fomentosa, S. virgata ve S. hypargeia Oziitlerinin A. castellani
trofozoitleri ve kistleri lizerinde herhangi bir oOldiiriicii etkisi gdzlemlememistir.

Ancak bu 6ziitlerin sitotoksik aktiviteleri sonuglari S. tomentosa 6ziitii epitel hiicre
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kiiltiiri tizerinde 32.0 mg/mL derisimde orta dereceli toksik etki gosterirken 16.0
mg/mL derisimde bu etki iliml1 sitotoksik olarak belirlenmistir. Bu 6ziit, 8.0 mg/mL
derisimde kiiltiirdeki hiicreler lizerinde toksik etki gostermemistir. S. virgata 6ziitii
ise, toksik etki skalasmma gore, 32.0 mg/mL derisimde i1limli sitotoksik etkide
bulunurken, 16.0 mg/mL derisimde herhangi bir toksik etki gostermemistir. S.
hypargeia ise 32.0 mg/mL derisimde orta dereceli sitotoksisite gostermistir. S6zii
edilen 0ziit, 16.0 mg/mL derisimde 1limli sitotoksik etki gosterirken, 8.0 mg/mL
derisimde kiiltiirdeki hiicreler {izerinde toksik etki olusturmadigi sonucuna varmistir

[112].

2012 yilinda Candas, yaptigi ¢alismada ise, sitotoksik aktivite tayini i¢in
LDH ve XTT testlerini kullanmistir. Caligma sonucunda arastirilan bitki ¢aylarinin

orta derecede bir sitotoksik aktivite gosterdigini tespit etmistir [127].

Yeni anti kanser ila¢ arastrmalarinda kanser hiicrelerine karsi en cok
kullanilan metot sitotoksisite testleridir. Anti kanser ilaglar1 tiimor hiicrelerine se¢ici
olmas1 gerekirken, bazen tiim hiicreleri 6ldiirebilir. Bu ylizden in vitro toksisite
testlerinde en az toksik olan bilesikler secilmelidir. Her bir dokunun toksisitesinin
belirlenmesi i¢in bir¢ok in vitro metot gelistirilmistir. Eger bir bilesigin toksisitesi
belirlenecekse bu metotlardan bir ya da daha fazlasi secilmelidir. In vitro
genotoksisite ve sitotoksisite deneyleri yeni bir kimyasalin ya da ilacin mutajenik ve

sitototksik etkisinin belirlenmesinde sik¢a kullanilmaktadir [119].

4.5  Toplam Protein Icerigi

Amino asitler ve proteinler bitkinin bazal metabolik aktivitesiyle ilgili primer
metabolitler olarak diisiiniilmektedirler [22]. Toplam protein igerigi aminoasit
dizilerine bagli olan bitkilerin serbest aminoasit icerigi bitkiden bitkiye gore degisim
gostermektedir. Ayrica protein varligi ve dagilimi ¢evresel faktorlere gore de degisim
gostermektedir [126]. Bitkisel kokenli besinlerin gida degerlerinin belirlenmesinde
protein igeriginin tespit edilmesi 6nemli bir parametredir [128]. Bu nedenle bitkisel
besinlerin gidalarin da protein igeriklerinin belirlenmesinde dogru ydntemlerin

kullanilmas1 olduk¢a Onemlidir. Gidalarda toplam protein icerigini belirleyen
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gilivenilir yontemler sadece gida kalitesi ve giivenligi i¢cin degil, ayn1 zamanda ticareti
kolaylastirmak icin de gereklidir. Bu calismada protein tayini i¢in Dumas yontemi
kullanilmistir. Dumas (yanma) metodu bir markir olarak total azotun belirlenmesiyle
toplam protein iceriginin tahmin edilmesini saglayan ve 19. yy’dan bu yana yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Dumas yontemi hizli, kolay ve kullanimi otomatik
olmasi1 nedeniyle oldukc¢a avantajlidir. Ayrica zehirli kimyasallar veya katalizor
kullanilmamasi diger bir avantajdir [120]. Calismamizda Kazdaglari’ndan toplanan
bazi Lamiaceae tiirlerinin (Salvia tomentosa, Sideritis perfoliata ssp. athoa, Sideritis
trojana, Stachys tmolea, ve Stachys cretica) bitkilerin total protein igerikleri Tablo
3.6°da gosterilmistir. Literatiirde bir ¢cok bitkinin degisik amaglarla protein igeriginin
tespit edildigi goriilmektedir. Muzun protein icerigi 1,5 -2,1 mg mL™, elmanm 0,19
mg mL", sakiz agacinin 0,0526 mg mL™" [129]. Menhgini ve arkadaslar1 antioksidan
aktivite ve kimyasal kompozisyonunu belirlemeye calistiklar1 Sideritis italica’nin
total protein igerininin taze yapraklarda 606.7+141.9 ug/g, bitkinin ¢igeklerinde ise
1095.04229.6 ng/g oldugunu tespit etmislerdir [130].
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5. SONUCLAR

Bu calismada Kazdaglari’'ndan toplanan bazi Lamiaceae tiirlerinin (Salvia

tomentosa, Sideritis perfoliata ssp. athoa, Sideritis trojana, Stachys tmolea ve

Stachys cretica smyrnaea) antioksidan kapasiteleri, toplam fenol icerikleri, flavonoid

miktarlari, antimikrobiyal aktiviteleri, sitotoksik aktiviteleri ve toplam protein

icerikleri aragtirilmistir.

Yapmis oldugumuz analizlere gore;

En yiiksek antioksidan kapasite Sideritis perfoliata ssp. athoa’da (%
94.71) gozlenirken, en diisiik kapasite ise Stachys cretica smyrnaea’da
(% 92.79) belirlenmistir.

Toplam fenol igerikleri en yliksek Sideritis trojana’da (30.87 mg/g) en
disiik Stachys cretica smyrnaea’da (12.71 mg/g) bulunmustur.
Flavonoid mikarlar1 en yiiksek Salvia tomentosa’da (9.12 mg/g) en
disiik Stachys cretica smyrnaea’da (5.45 mg/g) tespit edilmistir.
Antimikrobiyal aktivite sonucglarina gore en yiiksek aktivite £. coli’de
Sideritis perfoliata ssp. athoa’da (1.934 um), S. aureus’ta ise Sideritis
trojana’da (1.972 um) gorilmiistiir.

En yiksek sitotoksik aktivite Stachys tmolea bitki tiirlinde
belirlenmistir.

En yiiksek toplam protein icerik Sideritis trojana’da (% 2.77) tespit

edilmistir.
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