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OZET

Bu ¢alismanin amaci, iilkemizde yetisen Phlomis nissolii L. tiiriiniin 7 patojen
mikroorganizma ve 3 maya iizerindeki antimikrobiyal aktivitesi, antioksidan
aktivitesi ve DNA iizerine etkisinin belirlenmesidir. Calismada P. nissolii
tiiriiniin etanol, metanol ve su éziitleri kullanildi. Bitki oziitlerin antimikrobiyal
aktviteleri agar kuyucuk difiizyon yontemi ve Minimum Inhibisyon
Konsantrasyon (MIK) yontemi ile belirlendi. Oziitlerin antimikrobiyal
aktiviteleri i¢in Bacillus subtilis (ATCC 29213), Bacillus cereus (NRLL B-3008),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 35218),
Escherichia coli (ATCC 25922), Enterococcus fecalis (ATCC 29212) ve
Pseudomonas aureginosa (ATCC 27853) bakteri tiirleri ile Candida albicans
(ATCC 10231), Candida tropicalis (ATCC 13803) ve Candida krusei (34135)
maya tiirleri kullanildi. MiK degerlerine gore P. nissolii’nin etanol 6ziitiiniin en
etkili oldugu bakteriler B. cereus ve B. subtilis metanol oziitiiniin en etkili
oldugu bakteriler ise B. cereus, B. subtilis ve P. aeruginosa oldugu belirlendi. Su

oziitiiniin bakteriler iizerinde etkisi gozlenmedi.

P. nissolii’nin DPPH radikal siipiiriicii etkisi bakimindan en etkili 6ziit metanol

oziitii olmasina ragmen, pozitif kontrol olarak kullamilan BHT ye gore daha



diisiik oldugu bulundu. Oziitlerin toplam fenolik miktari icin 760 nm’de okunan
absorbans degerleri gallik asit standart grafigi kullanilarak hesaplandi.
Metanol oziitiiniin en yiiksek toplam fenolik miktara sahip oldugu bulundu. P.
nissolii’nin metanol oziitiiniin pBR322 plazmit DNA iizerine etkisi agaroz jel
elektroforez yontemiyle incelendi. Metanol 6ziitiiniin konsantrasyona ve

inkiibasyon siiresine bagh olarak DNA’ya etki gosterdigi tespit edildi.

Bilim Kodu : 203.1.104
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ABSTRACT

The main purpose of this study is to determining antimicrobial activity effects
of Phlomis nissolii L. species on the 7 pathogen microorganism and 3 yeast,
antioxidant activity and effects on the DNA. In this study, ethanol, methanol
and water extract of P. nissolii species was used. While determining
antimicrobial activity of plant extract agar well diffusion technique was used.
Extracted's antimicrobial effects tested on Bacillus subtilis (ATCC 29213),
Bacillus cereus (NRLL B-3008), Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Escherichia coli (ATCC 35218), Escherichia coli (ATCC 25922), Enterococcus
fecalis (ATCC 29212) ve Pseudomonas aureginosa (ATCC 27853) bacterial and
Candida albicans (ATCC 10231), Candida tropicalis (ATCC 13803) and Candida
krusei (34135) yeasts. According to MIK values, it has been observed that
minimum effect concentration of P. nissolii ethanol extract on B.cereus and B.
subtilis is 12,5mg/mL. Minimum effect concentration of P. nissolii methanol
extract on B. cereus, B. subtilis ve P. aeruginosa bacterials is 12,5mg/mL.

However, water extract has no effect on bacterials.

Althought P. nissolii's DPPH in terms of radical scavenging effect the most
effective extract is methanol, BHT which is used by positive control is higher
than methanol. Absorbans value of extracts's total phenolic value at 760 nm is
determined by using gallic acid standard graphics technique. It is observed that



vii

methanol extract has the highest total phenolic value. Effects of P.nissolii's
methanol extract's on pBR322 plasmid DNA is identified by using agarose gel

electrophoresis technique.
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Key Words : Phlomis nissolii, antimicrobial, antioxidant, DNA
interaction
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu ¢alismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida verilmistir.

Simgeler Aciklama

g Gram

ng Mikrogram

ul Mikrolitre

mi Mililitre

mm Milimetre

mg Miligram

nm Nanometre

pm Mikrometre

mbar Milibar

Kisaltmalar Aciklama

BHA Biitillenmis Hidroksi Anizol
BHT Biitillenmis Hidroksi Toliien
DNA Deoksiribo Niikleik asit
DMSO Dimetil stilfoksit

DPPH Difenilpikrilhidrazil

MiK Minumum Inhibisyon Konsantrasyon

TAE

Tris Asetat EDTA



1. GIRIS

Ulkemizde bitkisel zenginlik, ii¢ fitocografik bdlgenin kesistigi bolgede bulunmast,
Giliney Avrupa ile Giineybat1 Asya floralar1 arasinda koprii olmasi, pek ¢ok cins ve
seksiyonun orijin ve farklilasim merkezlerinin Anadolu olusu, muhtemelen ekolojik
ve fitocografik farklilagma ile ilgili olarak tiir endemizmin yiiksek olmasindan ileri

gelmektedir [1].

Tohumlu bitkiler, Tiirkiye’de ve diinyada en iyi bilinen bitki grubu olup aym
zamanda en gelismis bitki grubudur. Tiirkiye’de tanimlanmis tohumlu bitki tiirti
sayist gliniimiizde 10000 civarindadir. Tiirlerin %34°4 (3925) endemiktir [2].
Bitkilerin 1/3’iinilin aromatik bitkilerden olustugu ve 650 kadarinin halk hekimliginde

tedavi amacli olarak kullanildig: rapor edilmistir [3, 4].

Tibbi bitkiler tarih oncesi ¢aglardan beri geleneksel saglik hizmeti sistemlerinde ve
diinya niifusunun biiyiik cogunlugu i¢in hala en 6nemli saglik hizmeti kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Tahminlere gore insanlarin %70-80’i onlarin temel saglik hizmeti

ihtiyaglarimi karsilayan geleneksel bitkisel ilaglara giivenmektedir [5].

Tiirkiye bitkisel gesitlilik ydniinden oldukg¢a zengin bir floraya sahiptir. Ulkemizin
mevcut bitki potansiyelinin cesitli endiistri sahalarinda kullanimi 6nemli miktardadir.
Tiim diinyada oldugu gibi, ililkemizde de son yillarda dogal zenginliklerin yavas
yavas tiilkenmesi ve ekonomik olarak girilen ¢ikmazlar, dogal iiriinlerin ¢ok amagh
kullanilmalarin1 zorunlu kilmigtir [6]. Yeni gelistirilen ilaglarin neredeyse yarisinin

dogal kaynaklari esas almasi, yiiriitiilen ¢aligmalar1 dogaya yonlendirmektedir [7].

Gilinlimiizde, sentetik ilaglarin ila¢ endiistrisinde énemli bir pay1 olmakla birlikte,
dogal ilag etken maddeleri ve dogal bilesiklerden yola cikilarak iiretilen ilaglar,

kullanilmakta olan ilaglarin yaklagik %50’sini olusturmaktadir [8].



Tibbi bitkilerden elde edilen antimikrobiyal ajanlar, zengin bir kaynak
olusturmaktadir [9]. Bir¢ok antimikrobiyal birlesim olmasina ragmen
mikroorganizmalar bu tiir ilaglara karsi direng gelistirmektedir. 1970’lerin basinda
hemen hemen tiim mikrobiyal enfeksiyonlar, ¢esitli antimikrobiyal ajanlar sayesinde
tedavi edilmistir. Geleneksel antibiyotiklere karsi direnci olan patojenlerin, sik
goriilen mikrobiyal enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmasi medikal problemlere
neden olmustur. Bu problemlerin 6nlenmesi amaciyla, yeni antimikrobiyal ajanlarin

bulunmasina énem verilmistir [10].

Aromatik ve tibbi bitkilerden elde edilen kaynaklarin antioksidan ve antimikrobiyal
aktiviteleri ¢aligilmaktadir. Bitkilerin sahip oldugu bu aktiviteler hiicresel oksidasyon
reaksiyonlar1 ile insan viicudunu korumaktadir. Bu nedenle antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitelerin belirlenmesi igin tibbi bitkiler iizerinde arastirma yapmak
onemlidir [11].

Bu calismada Tirkiye’de yetisen endemik bir tiir olan Phlomis nissolii’nin
antimikrobiyal aktivitesi, antioksidan aktivitesi ve DNA ile etkilesimi aragtirilmistir.
P. nissolii’nin daha 6nce antimikrobiyal aktivite ve DNA ile etkilesim g¢alismasi
yaptlmamustir. Fakat ucucu yaglar, glikozitler ve flavonoidler gibi antioksidan

calismalar1 yapilmstir.

P. nissolii 6ziitlerinin insan patojeni bakteri ve maya mikroorganizmalar1 tizerindeki
etkilerinin arastirilarak ileride antimikrobiyal ajan olarak kullanilmasi, oziitlerin
serbest radikal stipiiriicii etkileri ve toplam fenolik igerikleri agisindan antioksidan
etkisi ve oziitlerin DNA ile etkilesimlerinin tespit edilerek antikanser ajan olarak

kullanilma potansiyellerinin belirlenmesi amaglanmastir.

P. nissolii’nin etanol, metanol ve su oziitii elde edilerek Bacillus subtilis (ATCC
29213), Bacillus cereus (NRLL B-3008), Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Escherichia coli (ATCC 35218), Escherichia coli (ATCC 25922), Enterococcus
fecalis (ATCC 29212), ve Pseudomonas aureginosa (ATCC 27853) bakterilerine ve
Candida albicans (ATCC 10231), Candida tropicalis (ATCC 13803) ve Candida



krusei (ATCC 34135) mayalarma karsi antimikrobiyal etkileri agar kuyucuk
difizyon yontemi ile calistlmistir. Oziitler {izerinde etkili mikroorganizmalarin
Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MIK) arastirnlmistir. Oziitlerin serbest
radikal stipiiriicti etkileri DPPH yontemi, toplam fenolik igerigi Folin-Ciocalteu
yontemi ile tespit edilmistir. Metanol o6ziitii ile pBR322 plazmit DNA arasindaki

etkilesiminin belirlenmesinde agaroz jel elektroforez yontemi uygulanmstir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. T1ibbi Bitkiler

Diinyada 250-500 bin arasinda bitki tiiriiniin oldugu tahmin edilmektedir. Bunlardan
sadece %1-10 arasindaki tiirler, insanlar ve diger hayvanlar tarafindan besin olarak
kullanilmaktadir [12]. Geleneksel olarak kullanilan 20000°den fazla bitki tiirii vardir
ve bunlar yeni ilaglar i¢in potansiyel kaynaklardir [13].

Ulkemizde ticari degeri olan aromatik bitkiler Asteraceae (Compositae), Apiaceae
(Umbelliferae), Lamiaceae (Labiatae), Solanaceae, Lauraceae, Fabaceae
(Leguminosae), Rutaceae ve Ranunculaceae familyalarina aittir. Asteraceae
(Compositae), Apiaceae (Umbelliferae) ve Lamiaceae (Labiatae) tibbi-aromatik

bitkiler agisindan zengin familyalar arasinda ilk siralarda yer almaktadir [14].

Compositae familyasina ait Scolymus hispanicus L. tiirtiniin koklerinden idrar
soktiiriicii ilag elde edilmektedir. Leguminosae familyasina ait Astragalus L. cinsinin
bazi tiirlerinden elde edilen kitre zamki ilag¢ ve tekstil sanayiinde oldukca genis bir
kullanim alanina sahiptir. Glycyrrhiza glabra L. (Meyan) tiiriiniin koklerinden elde
edilen meyan bali eczacilikta kullanilmaktadir. Lamiaceae familyasindan Origanum
onites L. (Izmir Kekigi), Thymus L. (Kekik) ve Mentha x piperita L. (Nane) baharat
olarak tiiketilmektedir. Salvia L. iiyeleri farmakolojik ag¢idan 6nemli ugucu bir yag

(sineol) igerir [15].

Bitkilerin hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi insanlik tarihi kadar eskidir [12].
Tiim diinya tlkelerinde oldugu gibi, Tiirkiye'de de tibb1 agidan 6nemli olan bitkiler,
yiizyillardan beri halk arasinda hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilmaktadir [16,
17, 18]. Bitkilerin yaprak, c¢icek, tohum, kabuk gibi kisimlar1 iglerindeki etkili
bilesikler nedeniyle drog olarak hastaliklari iyilestirmede kullanilmaktadir [7, 19].



Bitkilerin kendilerine 6zgii renk, koku ve tatlarinin olugmasinda biyolojik aktif
maddeler olan fitokimyasallar etkili bir role sahiptir [20]. Tiikettigimiz sebze, meyva
ve tahillarda yaklasik 8000 farkli fitokimyasal bulunmaktadir [21]. Bilimsel
arastirmalarin ve kromatografik analiz yontemlerinin ilerlemesiyle bitkisel droglarin
etken maddelerinin fitokimyasal ozelliklerinden, Ozellikle de toplam sekonder
metabolitler veya igeriklerindeki kimyasal bilesiklerden kaynaklandigi tespit
edilmistir [9, 22].

Yillardir siirdiirilmekte olan calismalar sonucunda bitkilerdeki bu maddelerden
bazilar1 saflagtirllmig, bdylece fitokimyasallarin saf elde edilerek kullanilmasi
tartigmaya yol agmustir [23]. Fitokimyasal ajanlarin izole edilerek kullanildiginda m1
yoksa dogal sekliyle besinlerle tiiketildiginde mi daha etkili oldugu onemli bir
sorudur. izole edilen fitokimyasallar ya aktivite kaybetmekte ya da besinlerdeki
dogal sekli gibi hareket etmemektedir. Besinlerdeki dogal ve dengeli fitokimyasal

karisimin etkinlikten sorumlu oldugu tespit edilmistir [21].

Kimyasal preparatlarin iiretimi hiz kazanmis ve dogal olanlarindan vazgegilmeye
baglanmistir. Ancak, zaman ic¢inde tek bir kimyasal maddeyi ve baz1 dolgu
maddelerini igeren sentetik preparatlarin olumsuz yan etkilerinin ortaya ¢ikmasiyla

birlikte yeniden ve hizla dogal bitkisel iirtinlere doniis baglamigtir [22].

2.2. Bitkilerde Bulunan ve Biyolojik Aktivite Gosteren Bilesikler

Tibbi bitkiler biyomolekiillerin 6nemli bir kaynagini olusturmaktadir [20]. Bitkilerin
icermis oldugu kimyasal maddeler olusum bakimindan primer ve sekonder bilesikler
olmak iizere ikiye ayrilir [24]. Primer bilesikler, bitki biliylime ve gelisiminde
dogrudan gorev alan, insan ve diger canlilarin beslenmesi icin gerekli bilesiklerdir.
En onemlileri karbonhidratlar, proteinler, lipitler, mineraller ve vitaminlerdir [24,
25].



Sekonder bilesikler, bitki biiylime ve gelisiminde dogrudan etkili olmayan bilesikler
olup, bitkilere dolayli faydalar saglar [24]. Bitkiler sekonder metabolitler olarak ifade
edilen, hastalik ve zararhilar gibi biyotik ya da kuraklik, tuzluluk, UV gibi abiyotik
stres faktorlerine karsi korunmalarinda etkileri olan bilesikleri igermektedir [26].
Bitkiler yaklagik 100000 farkli tipte sekonder bilesikler iiretir [25]. Bitki sekonder
bilesiklerinin ana tipleri, terpenler ve terpenoidler, flavonoidleri igeren fenolikler ve
alkaloitlerdir [24, 25].

2.2.1. Terpenler ve terpenoidler

Terpen ve terpenoidler, 30000°den fazla yagda ¢oziinen gesitli gruplardan olusan
bilesiklerdir [27, 28]. Bu bilesiklerin biyiikliigi ve karmasikligi biiyiik olglide
degisir, fakat hepsi yapitas1 olan izoprenlerden olusmaktadir. izopren birimleri
cesitli sayilarda birleserek farkli yapilart meydana getirmektedir. Bu bilesiklerden
bazilar1 giil ve lavanta 6zii gibi hos kokuludur ve tozlasma i¢in bocekleri ¢igeklere

¢ekmektedir [25].

Terpen ve terpenoidlerin en az yarisi bitkiler tarafindan sentezlenmektedir. Bu
bilesikler klorofilin yan zinciri olan fitolleri, karotenoid pigmentleri, hiicre zarinin
fitosterollerini ve giberellin gibi bitki hormonlarini igeren primer metabolitleri

bulundurmaktadir [28].

Terpenler aromatik ugucu yaglar, turpentinler ve regineler gibi terpenoid
karigimlar ticari olarak yararli {iriin yelpazesinin temelini olusturmaktadir.
Terpenlerin biiyiik ¢ogunlugu bitkinin biiylime ve gelisimi icin gerekli olmayan
sekonder metabolit olarak siniflandirilir, fakat koruma veya iletisim de ekolojik

bir isleve sahip oldugu tahmin edilmektedir [28].



2.2.2. Fenolik bilesikler

Fenolikler bitkiler aleminin genelinde bulunur. Bugiine kadar yaklasik 10000 farkli
fenolik bilesik tespit edilmistir [27]. Fenolik sekonder metabolitler, kumarin ve
lignanlart iceren basit fenilpropanoidleri, flavonoidleri ve taninler gibi yiiksek

molekiil agirligina sahip polifenolleri igermektedir [29].

Fenolik tiirevi bir¢ok bilesiklerin ¢esitli sekilde karistirilmasi ile fenolik yap1 blogu
olugmaktadir. Bu bilesikler yapist geregi giinesten gelen ultraviyole 1silari emme
yetenegine sahiptir. Boylece bitkiyi genetik hasardan korumaktadir [30]. Fenolik
sekonder metabolitlerin bircogu patojen etkilesimi, abiyotik strese kars1 koruyucu ve
lignin gibi yapisal bilesenlerin olusumunda da gérev almaktadir [29]. Lignin olarak
bilinen fenolik polimer, oduna giiciinii verir ayn1 zamanda mikrobiyal saldirilara

karsi direng olusturmaktadir [30].

Flavonoidler gibi fenolik bilesikler bitkiler aleminde ¢ok sik goriilmektedir ve
yaklasik 3000 flavonoid madde ile tanimlanmistir. Flavonoidler anti-inflamatuar,
anti-alerjik, anti-viral, anti-aging ve anti-kanserojen aktivite gostermektedir.
Antosiyanin pigmenti iceren flavonoidler, c¢icek ve meyvelerde tozlasma ve
yayilmay1 saglayan hayvanlara etki etmektedir. Flavonoid pigmentlerin varlig1 birgok
cicek ve meyvelere turuncu, pembe ve kirmizi renkleri vermektedir. Uziim ve kirmizi
saraptaki antosiyanin, sogan ve sarimsakta bulunan ve bir flavonoid olan kuersetin

antioksidan ve anti-histamin etki i¢in bir besin olarak kullanilmaktadir [30].

Flavonoidler, fosfatidil inozitol (PIP) yoluyla inflamasyon reaksiyonlarini
katalizleyen enzimlerin aktivitelerini, hormonlarin fizyolojik etkileri disinda zararl
etkiler olusturmalarint  ve hiicrelerde mikrozomal lipid peroksidasyonu
reaksiyonlarim1  Onleyebildikleri saptanmustir. Flavonoidlerin gerektiginde PIP'
baskilamak suretiyle hiicresel proliferasyonu kontrol altina alabildikleri ve kalpte

uyart ileti sisteminin diizenlenmesine olumlu etkileri goriilmektedir [20].



2.2.3. Alkaloitler

Alkaloitler azot ihtiva eden diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir. Bitki tiirlerinin
yaklagik %20’sinde bulunan yapilardir. En biyoaktif metabolitlerdir ve yaklasik
olarak 12000 bilesenden olugmaktadir [27, 29]. Bitkinin en fazla yaprak, kok, rizom,
kabuk ve tohumunda alkaloit bulunmaktadir [31].

Alkalolitlerin timi yiiksek dozda toksiktir. Bazi alkaloitler ise sinir sistemini
etkileyerek psikoaktif etki olusturmaktadir. Kafein, cay ve kahvedeki etken madde,
cikolatadaki teobromin ve tiitlindeki nikotin diisiik dozlarda insanin sinir sistemini
uyarmaktadir. Kinin gibi alkaloitler tibbi amach kullanilmaktadir. Kininler kan
yoluyla tasinan mikroorganizmanin neden oldugu sitmanin kontrol edilmesine

yardimc1 olmaktadir [25].

Alkaloitler, 0zellikle ila¢ olarak kullanilan bitkilerin en ©nemli sekonder
metabolitlerinden birisidir. Alkaloitler kan yoluyla hiicre ve dokulara temas ederek

hiicre zar1 ve enzimler tizerinden etkisini gostermektedir [31].

2.3. Lamiaceae (Labiatae) Familyasiin Genel Ozellikleri

Lamiaceae familyasi Kuzey Yarimkiire’de ve 6zellikle Akdeniz bdlgesinde yayilig
gosteren bir veya ¢ok yillik otsu bitkiler veya calilardir [19]. Bu familyada 200 cins
ve 3300 tiir bitki yer alir [32].

Tirkiye Lamiaceae familyasinin 6nemli bir gen merkezi konumunda olup, bu
familyaya ait 45 cins, 546 tiir ve 731 takson bulunmaktadir. Ulkemizdeki endemizm

orant %44,2 olan bu familya, Tiirkiye’nin en zengin tiglincii familyas1 konumundadir
[33, 34].



Lamiaceae familyas1 kimyasal igerik yoniinden olduk¢a zengindir. Familya tiyeleri
bu ozellikleri ve giizel goriiniisleri sayesinde baharat ve siis bitkisi olarak
kullanilmaktadir [15]. Ugucu ve aromatik yag i¢cermelerinden dolay1 farmakoloji ve
parfiimeri sanayinde onemlidir [35]. Ugucu yagin ana bilesenlerinin timol ve
karvakrol olmasi, bitkiye kendi kokusunu veren ve antioksidan 6zellik kazandiran
fenolik bilesiklerdir [36]. Karvakrol’un gesitli farmakolojik etkilere sahip bir bilesik
oldugu bilinmektedir. Bu etkiler anti-viral, analjezik, anti-enflamatuar, ekspektoran,

anti-astmatik, tonik, anti-helmentik olarak siralanabilir [37].

Lamiaceae familyasina ait cinsler, terpen (mono, di, triterpenler), flavonoid, iridoid
ve tanen igerikleri nedeniyle 6nemli fizyolojik aktivitelere sahip bitkilerle temsil
edilmektedir [38].

2.4. Phlomis Cinsi Hakkinda Genel Bilgiler

Phlomis (Lamiaceae) cinsi diinyada yaklasik 100 tiirle temsil edilmektedir [39, 40].
Cogunlukla Orta Asya, Iran, Tiirkiye ve Akdeniz’de yayilis gostermektedir [41].
Phlomis L. (Lamiaceae) cinsi Tiirkiye’de yaygin bulunan bir tiirdiir. Tirkiye
Florasinda 34 tiirle temsil edilmektedir ve bunlarin 21’1 endemiktir [42, 43]. Phlomis
tiirlerinin bazilar1 Tiirkiye’de uyarict ve tonik olarak kullanilir [41, 44] ve bolgesel

olarak “Calba” ve “Salba” olarak bilinir [41, 42].

Phlomis cinsi iiyelerinden P. aurea Misir’da antidiabetik olarak kullanilmistir. P.
spinidens alerji tedavisinde kullanilmaktadir. P. rotata Cin’de geleneksel olarak kan
akisint hizlandirici, anti-inflamator ve agri dindirici 6zelligi ile bilinmektedir. P.
fruticosa’nin yapraklari demlenerek kuvvetlendirici ve giiclendirici igecek olarak
tilketilmektedir. Ayrica bu bitki Italya’da yaralarin iizerine iyilestirici lapa olarak
geleneksel tedavi amaciyla kullanilmaktadir [15].
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Phlomis cinsine ait bitkilerin iridoid, flavonoid, fenilpropanoid, feniletanoid,
monoterpen, lignan, neolignan, diterpenoid ve alkaloitlerden olusan glikozitlerin
farkli siniflarmi icerdigi goriilmiistiir. iridoid glikoziti bu cinste bulunan bir maddedir
[40].

Phlomis cinsinin flavonoid 6zelliklerine bakilan ¢alismalarda cins iiyeleri arasinda
flavonlarin flavonollere gore daha yaygin oldugu goriilmistiir [41]. Fenolik asit ile
ilgili olarak, Verbascoside (Acteoside) ve forsithozit B dahil olmak tizere kafeik asit

tirevleri genis yelpazede birgok tiirde tespit edilmistir [40].

Phlomis cinsi tizerinde yapilan fitokimyasal c¢alismalar, temel bilesenlerinin
feniletanoid glikozitler, iridoid glikozitler ve flavonoidler oldugunu gostermistir.
Phlomis tiirlerinden izole edilen feniletanoid glikozitlerin ¢ogu sitotoksik, sitostatik

ve antioksidan gibi 6nemli biyolojik aktivite sergilemektedir [45].

Phlomis tiirleri bitkisel ila¢ olarak Dioscorides Pedanius (Yunanli hekim ve
farmakoloji bilgini) tarafindan tanimlanmistir. Yaralarin lokal tedavisinde veya
solunum yolu hastaliklarinda bitkisel ilag olarak etnofarmakolojide Phlomis tiirleri
kullanilmaktadir [39]. Phlomis tiirleri bir dizi {ilser ve hemaroit tedavisinde ve
antidiyareik, analjezik, tonik, uyaric1 olarak halk hekimliginde kullanilmaktadir [39,
40, 45].

Phlomis’in farmakolojik ve biyolojik etkileri hakkinda az sayida veri bulunmaktadir.
Bazi ¢aligmalar anti-enflamatuvar, bagisiklik-baskilayici, anti-mutajenik, agr kesici,
ates distriict, serbest radikal, anti-sitma ve anti-mikrobiyal gibi gesitli etkinlikler
gostermistir [39, 40]. Ozellikle Phlomis tiirlerinden izole edilen bazi fenil-propanoid

ve iridoid glikozitinin anti-enflamatuvar ve agri kesici etkisi bilinmektedir [46, 47].
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2.5. Phlomis nissolii L.

Resim 2.1. Phlomis nissolii L. (Foto: Ogr. Gor. Bilal SAHIN)
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Phlomis L. cinsinin sistematikteki yeri su sekildedir [15].

Alem : Plantae

Sube : Magnoliophyta (Kapali Tohumlular)
Siif : Magnolipsida (Dikotiledon)

Takim - Asterales

Familya : Lamiaceae

Cins : Phlomis

Tiir : Phlomis nissolii L.

P. nissolii ¢ok yillik, salg tiiysiiz otsu bitkidir. Govde dallidir ve 130 cm uzunluguna
ulagmaktadir. Step, kirecli veya taslik alanlar, Pinus sp. ve Juniperus sp. orman
acikliklar1 ve yol kenarlar1 yetisme ortamlaridir. Yetisme yiikseltisi 0-1600m’dir.
Ciceklenme zamanmi Haziran-Agustos aylarindadir. Tiirii tehlike altinda olmayip
yaygin bulunan bir tirdiir ve endemik degildir. Yayilis1 Tirkiye, Liibnan ve
Suriye’dir [35]. Tirkiye’deki yayilisi Ege Bolgesi (O. Kizilirmak ve Konya
Boliimii), Akdeniz Bolgesi (O. Firat Boliimii)’dir ve Sekil 2.4°te gdsterilmistir.
Akdeniz elementidir. Tiirkce adi Obek Calba’dir [41]. P. nissolii’nin kromozom

sayis1 2n:20°dir ve Sekil 2.1°de gosterilmistir [35].

o 28
0' . \ 4,";j '
’?; '.'-f‘,;ﬁ'f BA LY

Sekil 2.1. P. nissolii’nin kromozom fotografi [35].



Sekil 2.2. P. nissolii’nin habitus sekli ve ¢igek yapisi [35].

a)Habitus b)Kaliks c)Korolla yandan goriinlim d)Korolla alt dudagi
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Sekil 2.3. P. nissolii’nin taban yaprak sekli [35].




Sekil 2.4. P. nissolii’nin tilkemizdeki yayilis alan1 [35].
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2.6. Bitkilerin Biyolojik Aktivitesi

2.6.1. Antioksidan aktivite

Molekiillerin ¢ogu ¢ift elektronlu, az sayidaki molekiil ise tek elektronludur. Tek
yani eslesmemis elektronu olan bu molekiiller, bulabilecekleri herhangi bir molekiil
ile etkilesime girerek bu molekiilden elektron alir ya da ona bir elektron verir. Bagka
molekiiller ile kolay bir sekilde elektron aligverisine girip onlarin yapisini bozan bu

nn

molekiillere "serbest radikaller", "oksidan molekiiller" ya da "reaktif oksijen tiirleri"

denir [48].

Oksijenin biyokimyasal tepkimelerde kullaniimasi igin, reaktif formlarina gevrilmesi
zorunludur [49]. Biyolojik ihtiyacin tizerinde tiretilen radikaller toksik etkilere neden
olur ve viicuda yogun bir zarar verme potansiyeline sahiptir [49, 50]. Cevresel
faktorler (6rnegin iyonlastirici radyasyon), viicuda alinan ¢esitli kKimyasal bilesikler,
cesitli enfeksiyonlar, doku travmalari ve diger patolojik durumlar viicutta radikal

yapiminda artisa neden olur [49].

Viicudumuzda olusabilen radikallerin sayisi yiizlerce farkli tiir olmasina ragmen, bu
radikaller arasinda siiperoksit, hidrojen peroksit, nitrik oksit ve hidroksil radikali en

onemlilerini olusturmaktadir [49].

Organizmada asir1 miktarda iretilen oksidan maddeler niikleik asit, lipidler,
proteinler, enzimler ve karbonhidratlarla etkileserek hiicre hasar1 ve oliimiine sebep
olmaktadir [51, 52]. Oksidasyon siireci tiim organizmalar igin ¢ok Onemlidir.
Antioksidan korumanin dengesiz mekanizmasi ve serbest radikallerde oksijenin
kontrolsiiz iiretimi kanser, diyabet ve kroner kalp hastaliklar1 ile sonuglanmaktadir
[53].
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Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek
icin viicutta bircok savunma mekanizmasi gelistirilmistir. Bunlar ‘antioksidan
savunma sistemleri’ ya da kisaca ‘antioksidanlar’ olarak bilinirler. Bu molekiiller,
serbest oksijen radikallerine bir hidrojen iyonu vererek, bu radikalleri kendilerine
baglayarak ya da onlar1 daha zayif bir molekiile ¢evirerek radikal hasarini onlerler

[54].

Oksidatif stresin olumsuz etkilerine karsi kullanilan antioksidan maddeler, dogal
antioksidanlar ve ilaglar olmak {izere iki farkli gruba ayrilmaktadir. Dogal
antioksidanlar organizmadaki bazi enzimler, mikro ve makro molekiillerden olusur.
Cesitli reaksiyonlarda gorevli siiperoksid dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz,
hidroperoksidaz, sitokrom C oksidaz gibi enzimler antioksidan 6zelliktedir. Bunun
disinda serulaplazmin, transferrin, ferritin, hemoglobin, myoglobin gibi protein
yapidaki makromolekiiller ve E vitamini, C vitamini ve tiol igeren bilesikler, glikoz,
biliriibin gibi mikromolekiiller antioksidan 6zellige sahiptir. Son zamanlarda yapilan
arastirmalar sonucu pineal bezden salinan melatonin hormonunun kuvvetli bir

antioksidan oldugu gozlenmistir [55].

Bitki oOzlerinin antioksidan aktivitesi onlarin polifenolik igeriklerinden nitelik
kazanmistir. Bu nedenle polifenoliklerin yiiksek diizeylerini igeren bitkiler dogal

antioksidan olarak biiyiik 6nem tagimaktadir [53].

Yirmi birinci yiizyila girerken reaktif oksijen biyokimyasi bir disiplin olarak
olgunlagmis ve biyomedikal bilimler arasindaki dnemi anlagilmistir. Giliniimiizde
hemen her hastaligin bir dereceye kadar oksidatif strese bagli oldugu kabul
edilmektedir. Ayrica gilinlimiizde, ROS’nin homeostaz1 devam ettirmeye yardimci
normal ve saglikli dokularin hiicrelerinde kontrollii bir sekilde olustugu kabul

gormeye basglamistir [56].
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Gida sanayinde yaglarin ve yag igeren diger iiriinlerin korunmasi ve raf dmriiniin
uzatilmast i¢in genellikle biitillendirilmighidroksitoluen (BHT) ve biitillendirilmis
hidroksianisol (BHA) kullanilmaktadir. Ancak yapilan arastirmalar bu bilesiklerin
toksiditesinden bahsederek, onlarin karsinojenik olma riskini ortaya koymaktadir.
Bu sebeple, tiiketiciler dogal tarimsal liriinlere yonelmis ve islenmis gidalarda da

saglik, kalite ve giivenlik arayislarini 6n plana ¢ikarmistir [57].

Dogal biyoaktif bilesiklerle ilgilenen 6zellikle farmasotik ve gida endiistrilerinden
gelen talep Tlizerine, dogal bilesiklerin antioksidan aktiviteleri arastirmacilar

tarafindan yogun sekilde ¢alisilmaktadir [57].

Genis bir ¢esitlilik ve dagilim gosteren bitkisel kaynaklar hem viicutta, hem de
islenmis gidalarda meydana gelen oksidatif hasara karsi koruma saglayabilecek daha
giivenilir ve daha saglikli antioksidanlar sunabilir. Bu yiizden de aragtirmacilar dogal
kaynaklardan elde edilebilen yiiksek antioksidan aktiviteli Oziitleri sentetik
antioksidanlarin yerine kullanmay1 hedeflemektedirler [57].

2.6.2. Antimikrobiyal aktivite

Sentetik katki maddelerinin insan saglig: lizerindeki istenmeyen etkilerinden dolay1
bitkilerin ¢esitli Oziitleri ve esansiyel yaglar iizerine yapilan arastirmalarda ciddi bir
artis olmustur [58]. Bitkisel yaglar ve Oziitler, yillardir ¢ok g¢esitli amaglar igin
kullanilmaktadir. Ham ve islenmis gida koruma, ilag, alternatif tip ve dogal terapiler

dahil olmak iizere bir¢ok uygulamanin temelini olusturmaktadir [59, 60].

Antimikrobiyal maddeler, ¢ok az yogunlukta dahi mikroorganizma gelisimini
engelleyen, biyolojik kokenli, ikincil metabolitlerdir. Bunlar, mikroorganizmanin
cogalmasimi engelleyici “bakteriostatik” veya “fungustatik” olabildikleri gibi;
mikroorganizmanin liimiine sebep olan “bakterisit” ve “fungisit” gibi maddeler de

olabilirler [61].
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Diinya’nin farkli bolgelerinde tibbi bitkilerin antimikrobiyal ozellikleri ile ilgili
caligmalar yapilmaktadir. Sonuglar yiiksek yapili bitkilerin yeni antimikrobiyal
ajanlar i¢in potansiyel bir kaynak oldugunu gostermektedir. Bitkilerdeki

antimikrobiyal bilesikler boylece bakteriyel biiyiimeyi engellemektedir [60].

Topraga, suya, havaya ve canlilara olumsuz etkisi olmayan zararsiz dogal bitki
Oziitlerinden elde edilen maddeleri kullanarak patojen fungusa kars1 etkili olan bitki
tirleri ve bu tiirlerin icerdikleri etken maddelerin tespit edilmesi, diinyada tiim

tilkelerin yogun bir sekilde tizerinde g¢alistigi biyolojik miicadele yontemlerinden
birisidir [6].

Antibiyotiklerin  diinyadaki  yaygin  kullanimi, enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisindeki en oOnemli sorun olan antibiyotiklere direngli mikroorganizma
enfeksiyonlarini ortaya ¢ikarmaktadir. Son on yilda eski antibakteriyel ve antifungal
ilaglara karsi, birgok ikili antibiyotik direngli mikroorganizma, klinik olarak izole
edilerek antibiyotiklerin miicadelesinin kolay olmadigi sonucuna varilmistir. Bu
nedenle siirekli olarak etki alani genis ve giicli antibiyotiklerin iiretimi, Yyeni

mikroorganizma tiplerinin arastirilmasi 6nem kazanmistir [62].

Farmasotik endiistrisi son 30 yilda birgok yeni antibiyotik {iiretilmesine ragmen
mikroorganizmalarin bu ilaglara karsi direnci artmistir. Terapotik ajan haline
getirilmis bakterilerin ilaglara karsi direng elde etme 6zellikleri vardir. Bu nedenle
antibiyotik kullanimini kontrol etmek i¢in sentetik veya dogal yeni ilaglarin
gelistirilmesinde direncin genetik mekanizmasinin iyi anlasilmasi gerekmektedir.

Hedef hastaliga uygun ve etkili antimikrobiyal ilaglar gelistirilmelidir [63].
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2.6.3. Calismada kullanilan mikroorganizmalar

Bakteriler:

Bacillus cereus

B. cereus bakterisi aerop, gram pozitif, kapsiilsiiz ve hareketli bir bakteri olup
sporlar1 toprakta ve suda yaygin olarak bulunmaktadir. B. cereus genis spektrumlu
laktamaz iretir. Bu nedenle penisilin, ampisilin, trimetoprime ve sefalosporinlere
direnglidir [64]. B. cereus iki farkli toksin olusturur. Bunlardan biri enterotoksindir
ve diyare ile sonuglanmaktadir. Digeri ise emetik toksindir ve kusma ile

sonuglanmaktadir [65, 66].

Bacillus subtilis

B. subtilis bakterisi acrop, gram pozitif, hareketli, sporlari oval ve subterminal olup,
kapsiilsiizdiir. On zenginlestirme yapilmayan besiyerinde iireyebilme 6zelligine
sahiptir. Toprak kokenli bir bakteridir. B. subtilis, insanlarda diisiik derecede
patojeniteye sahip olup, “subtilisin” adi verilen proteolitik enzim iiretmektedir.
Subtilisin, diisiik toksijenik 0©zellige sahip olmakla beraber siirekli maruz
kalindiginda, alerjik reaksiyonlara neden olabilmektedir [67]. Bunun disinda besin
zehirlenmesi, doku veya g6z igerisinde girerek g6z yangilari, septisemi gibi

hastaliklara yol agabilir [68].

Enterococcus faecalis

E. faecalis iist solunum yolunda ve ince bagirsakta az miktarda, kalin bagirsakta ¢ok
miktarda bulunmaktadir [66]. Normal yasam ortamlar1 insan ve hayvanlarin
bagirsaklar1 olan enterokoklar besinlerde de (peynir, salam, sosis) bulunmaktadir.
Firsatc1 patojen olarak patojeniteleri sinirlidir. Hastane enfeksiyonlarinda karisik
flora kapsaminda etken olarak siklikla izole edilir. En korkutucu enterokok

enfeksiyonu endokardittir [69]. Enterekok enfeksiyonlar1 i¢in antibiyotik tedavisi,
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Klinik olarak uygun konsantrasyonda bakteri olmadig: i¢in karmasiktir. Heniiz bu
organizmalara kargt bakterisidal etkisi olan antibiyotik kombinasyonlari

kanitlanamamustir [66].

Escherichia coli

E. coli gram negatif diizgiin gomak seklindedir [69]. Dogal yasam ortami insan ve
hayvan bagirsaklaridir [66, 69]. Bu nedenle E.coli su ve besinlerdeki fekal
kirlenmenin gostergesidir. Insanlarda bakteri enfeksiyonlarmin en sik rastlanan
etkenidir. Ayrica kolesistit, apandisit, peritonit, ameliyat sonrasi yara enfeksiyonlari
ve septisemiler de en 6nemli E. coli enfeksiyonlari arasinda yer almaktadir [69].
Neonatal menenjit ve gastroenterit disinda birgok enfeksiyonu endojendir. Bireylerin
normal mikrobiyal florasina, konak savunmanin tehlikeye diismesi ile enfeksiyon

yerlesmektedir [66].

Staphylococcus aureus

S. aureus bakterisi kii¢iik, yuvarlak, oval sekilli, gram pozitif koklardir. S. aureus’ un
birincil yerlesim yeri deri ve mukozalardir [69, 70]. Toksin tretimi, dokunun
dogrudan imhas1 ve iggali hastalifa neden olmaktadir. Baz1 stafilokok hastaliklarin
Klinik belirtileri, 0zellikle toksin faaliyetleri nedeniyle doku yikimi ve
organizmalarin ¢ogalmasi ile abse olusumu da dahil gesitli hastaliklara yol
agmaktadir [66]. S. aureus toksik sok sendromu, solunum sistemi enfeksiyonlari,
yumusak doku enfeksiyonlari, endokardit, besin zehirlenmesi, pndmoni, septisemi

gibi hastaliklara yol agmaktadir [66, 69, 70].

Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa gram negatif ¢omak sekilli bir bakteridir. Dogada yaygin olarak
bulunurlar. Toprakta, ylizey sularinda, okyanuslarda, bitkilerde ve az sayida insan ve
hayvanlarin bagirsaklarinda bulunurlar. Bagisiklik sistem bozukluklar1 olan kisilerde

enfeksiyonlara neden olur. En Onemli enfeksiyonlar1 pndmoni, yanik yara
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enfeksiyonlari, ameliyat sonrasi yara enfeksiyonlari, kronik piyelonefrit, endokardit,
septisemi, malign dis kulak iltihabidir [69].

Mayalar:

Candida albicans

Candida cinsi 4-6 um ¢apinda, tek hiicreli, tomurcuklanarak ¢ogalan, gergek veya
yalanci hifler olusturabilen maya morfolojisinde mantarlar olup, yaklasik 200
civarinda tiir ile temsil edilmektedir [71]. Candida enfeksiyonlarinin %75'inden C.
albicans sorumludur [72]. Candida tiirleri dogada yaygin olarak bulunur.
Memelilerde, basta gastrointestinal sistem olmak {izere tiim mukokutandz yiizeylerde
normal flora olarak Candida tiirleri bulunmaktadir [71, 73]. C. albicans enfeksiyonu
(kandidiyazis) saglikli bireylerde ¢ok sik goriilmez. Kandidiyazis yiizeysel (6rnegin
oral ve vajinal pamukcuk ve kronik mukokutandz kandidiyazis) ve derin (6rnegin

miyokardit ve septisemi) olarak ayrilmakta ve klinik sorun teskil etmektedir [72, 73].

Candida tropicalis

Candida tropicalis, kandideminin %4-24’iinden sorumlu diploit ascomycetes
mantarlardir. Diinya c¢apinda saglikli insanlarin sindirim yollarinda ve ciltte
bulunmaktadir [74]. C. tropicalis akut 16semi ve kemik iligi nakli olanlarda, invaziv

kandidiyazisin en sik nedeni olarak gozlenmektedir [75].

Candida krusei

Candida krusei, diger Candida’larin aksine oval formda ve uzun piring tanesi
seklinde hiicrelerdir. Atmosfer, meyve, kanalizasyon, toprak, gida, sarap ve bira gibi
dogal yasam ortami ¢ok ¢esitlilik gostermektedir. Genel olarak C. krusei gesitli hasta
gruplarinin  ve saglikli bireylerin mukozal yiizeylerinden izole edilmistir. C.
krusei’nin sik gozlenen klinik bulgusu tehlikeli hastaliklarda ozellikle 16semi

hastalarinda fungemianin olusmasidir [76].
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2.6.4. DNA’ya baglanma ve kesme aktivitesi

Saglik bilimlerindeki yenilikler, yasam kalitesini gelistirmek ve hastalik tedavisinde
carpict degisikliklerle sonuglanmistir. ilag harcamalari 1990’larin sonlarindan bu
yana saglik sisteminin diger 6nemli bilesenlerinden daha hizli biiyiimiistiir. Sonug
olarak artan saglik maliyetleri ve yeni tibbi teknolojilerin gelistirilmesi, hem saglik
sektoriinde onemli bir katilimc1 hem de saglik teknolojilerinin gelismesinde 6nemli

bir kaynak olarak ilag endiistrisi lizerinde odaklanilmistir [77].

Bitkisel triinler genellikle meme kanseri (%12), karaciger hastaliklar1 (%21), HIV
(%22), astim (%24) ve romatolojik bozukluklar1 (%26) da iceren kronik tibbi
durumlar: olan hastalar tarafindan kullanilmaktadir. Sentetik ila¢ tiretimindeki kalite

ve standartlarda, bitkisel ilag lireten firmalarin sayisi da giderek artmaktadir [38].

Bitkisel ilaclarla tedavi, tipki bir takim kimyasal ilaglarda oldugu gibidir. Yani hangi
dozda alindigi ve dogru kullanimi 6nemlidir. Bunun igin sifali bitkinin tiiketim
miktar1 dogru olarak aragtirmalidir. Bitkisel ilaglar yiiksek hassasiyete, zehirlenmeye
veya bazi diger yan etkilere neden olabilir. WHO tarafindan sifali bitkilerle tedavinin

5000’in tizerinde yan etki olusturduguna dair rapor mevcuttur [38].

Deoksiriboniikleik asit (DNA) hiicre islevi i¢in gerekli olan tiim genetik bilgiyi
icerdiginden yasam siirecinde merkezi bir role sahiptir. Bununla birlikte DNA
molekiilii ¢esitli sartlar altinda Ozellikle bazi molekiillerin etkilesimi ile hasara

egilimlidir ve canli organizmalarda gesitli patolojik degisimlere yol agmaktadir [78].

Genler, transkripsiyon ve translasyon ile hiicrenin tiim biyokimyasal reaksiyonlarini
diizenlemektedir. DNA replikasyonu ve gen ifadesi hiicrenin hayatta kalabilmesinden
sorumludur [10]. Cogu antitiimér ilact da hedef hiicresindeki DNA’ya zarar vererek
islev yapar yani dogrudan DNA’ya baglanir ve DNA hasarima neden olur. Bu
sekilde replikasyonu ve DNA sentezini inhibe edebilir [79].
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Arastirmacilar ilag-DNA etkilesimlerini ¢ézmek igin, anti-kanser ve antibiyotik
ilaglar icin hedef olan DNA replikasyon orijini ve transkripsiyon calismaktadir. Ilag
baglanmasi DNA’da ¢ift veya tek iplik sonlarinda meydana gelen kirilmalarin neden
oldugu yapisal ve islevsel degisiklere, bunun sonucunda transkripsiyon ve
replikasyon sirasinda DNA’nin zarar gormesine neden olmaktadir. Bu sorunu

engellemek igin ilaglar DNA odakli tasarlanmalidir [10].

Yeni ve daha etkili ilaglarin rasyonel tasarimi ve yapist igin DNA’ya kiigiik
molekiillerin baglanmasinin kesfinde, 6zgiin DNA dizilerine baglanan ve proteinleri
tantyan DNA hedeflenmistir. Kii¢iik molekiillerin DNA’ya baglanmasi ile ilgili ii¢
etkilesim vardir. 1. Elektrostatik etkilesimde molekiiller DNA zincirinin fosfat
gruplar1 tarafindan tutulur. 2. Interkalasyon baglanmada molekiiller DNA’nin ¢ift
sarmal yapisinda baz ciftleri arasina girmektedir. 3. Oluk baglamada molekiiller ¢ift

sarmal DNA’nin kii¢iik ve biiyiik oluklarina hareket etmektedir [78].
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3. MATERYAL METOT

3.1. Materyaller

3.1.1. Bitkisel materyal

Calismada kullanilan BS5359 kodlu Phlomis nissolii L. tiirii Ogr. Gor. Bilal Sahin
tarafindan 28.06.2011 tarihinde, Malatya, Darende, Yenikdy-Horhor Koyleri
arasinda, 1800-2000m yiikseklikte kayalik bozkirlardan toplanmistir.

3.1.2. Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan mikroorganizmalar Gazi Universitesi Molekiiler Biyoloji
Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Arastirmada Bacillus subtilis (ATCC 29213),
Bacillus cereus (NRLL B-3008), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia
coli (ATCC 35218), Escherichia coli (ATCC 25922), Enterococcus fecalis (ATCC
29212) ve Pseudomonas aureginosa (ATCC 27853) olmak iizere 7 adet patojen
mikroorganizma ve Candida albicans (ATCC 10231), Candida tropicalis (ATCC
13803) ve Candida krusei (34135) olmak iizere 3 maya kullanilmistir.

3.1.3. Kullamilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

Nutrient agar (Merck), Nurtient broth (Merck), Saboroud dekstroz agar (Merck),
Sodyum kloriir (Merck), Dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma), 2,2’-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) (Sigma), Gallik asit (Sigma), Biitillenmis hidroksitoluen
(BHT) (Sigma), Folin reaktifi (Merck), Etanol (Merck), Metanol (Merck), Distile su,
Sodyum karbonat (Na2CO3) (Merck), Agaroz (Sigma), Tris Asetat EDTA (TAE)
(Sigma), Brom fenol blue (Merck), Etidyum bromiir (Merck).
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3.1.4. Kullanilan aletler ve cihazlar

Evaporotor, blender, otoklav, etiiv, spektrofotometre, hassas terazi, terazi,
mikrodalga firin, manyetik karistirici, yatay elektroforez, giic kaynagi, derin
dondurucu, eliza cihazi, 1sitmali karistirici, vortex, mikrosantrifiij, pipetler, pipet
uclari, petri kaplari, siringa filtreleri, siringalar, ependorf, balon joje, beher, cam sise,

0ze, drigalsky 0ze, steril cerrahi eldiven, buzdolab1 (+4).

3.2. Metotlar

3.2.1. Bitki oziitlerinin hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan Phlomis nissolii bitkisi serin ve rutubetsiz bir ortamda
kurutulmustur. Kurutulan bitkisel materyal blender yardimiyla toz hale getirilmistir.
Bitki numunesinin on kat1 kadar ¢oziicii eklenmistir. Alkol bir hafta, su bir giin
karanlik ortamda oda sicaklifinda bekletilmistir. Kurutma kagidi ile siiziildiikten
sonra evaporotdrde 45°C’de 70 mbar basing aralifinda ¢oziiciisiinden ayrilmig ve

kat1 6ziit elde edilmistir. Oziit miktarinin belirlenmesi ile % verim hesaplanmustir.

3.2.2. Bitki oziitlerinin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi

Besiverlerinin hazirlanmasi

Calismada bakterilerinin gelismesi i¢in Nutrient agar ve Nutrient broth kullanilmistir.
Nutrient agar’dan 28 gr almip 1000 mL saf su i¢inde karigtirarak c¢oziilmesi
saglanmigtir. Besiyerleri hazirlandiktan sonra 121°C’de, 1.5 Atm basingta, 15 dakika
steril edilmistir. Steril petri kaplarma yaklasik 25 mL olacak sekilde dokiilmiis,
katilastiktan sonra buzdolabinda saklanmigtir. Nutrient broth 8 gr alinmis 1000 mL
saf su iginde karigtirarak ¢ozlilmesi saglanmistir. Kapakli tiiplere 5 mL konularak

steril edilmis ve buzdolabinda saklanmustir.
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Bitki 6ziitlerinin konsantrasyonlarinin hesaplanmasi

Antimikrobiyal aktivite tayininde 6ziit 25, 50 ve 100 mg/mL konsantrasyonlarda
hazirlanmistir. 25 mg/mL’den 0,08 gr, 50 mg/mL’den 0,16 gr ve 100 mg/mL’den
0,32 gr tartilip 3,2 mL %100 dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde c¢oziilmiistiir.
Oziitler 0,22 pm milipor filtreden gegirilerek steril tiiplere aktarilmistir ve +4’te

muhafaza edilmistir. DMSO negatif kontrol olarak kullanilmistir.

Adgar kuyucuk difiizyon yontemi

Calismada kullanilan bakteriler ve mayalar stok kiiltiirlerin aktiflestirilmesiyle elde
edilmistir. Aktiflestirmede bakteriler i¢in Nutrient agar, mayalar i¢in Saboroud
dekstroz agar kullanilarak hazirlanan besiyerlerine ekilerek etiivde bakteriler
37°C’de 24 saat, mayalar 30°C’de 48 saat beklemeye birakilmigtir. %0,9’luk NaCl
(serum fizyolojik) ¢0Ozeltisi hazirlanarak, besiyerlerinde tek koloni diisen
mikroorganizmalar 6ze yardimiyla ¢ozeltiye alimmistir.  Mikroorganizma

siispansiyonu 0,5’lik McFarland standardina gore ayarlanmaistir.

Agar kuyucuk yonteminde 0,5 McFarland standardina gore ayarlanan
mikroorganizma siispansiyonlarindan 100 puL alinarak besiyerine drigalski 6zesiyle
petrilere yayillmistir. 6 mm capindaki delgeg ile besiyerlerinin belirli noktalarinda
kuyucuklar agilmistir. Agilan kuyucuklara farkli konsantrasyondaki  bitki
ekstrelerinden konulmustur. Iki saat buzdolabinda bekletilerek bakteriler 37°C’lik
eviite, mayalar 30°C’lik etiive konulmus ve inkiibasyondan sonra olusan zonlarin
caplart mm olarak Olglilmistiir. Bu g¢alisma her bir 6ziit igin ii¢ kere tekrarlanmus,
elde edilen sonuglarin ortalamast ve standart sapmalar1 hesaplanmistir. Negatif
kontrol olarak bitki 6ziitlerini ¢6zdiigiimiz DMSO kullanilmistir. Antimikrobiyal

aktivite i¢in anbitiyotik disklerden klorampenikol ve ampisilin kullanilmistr.
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Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) yontemi

Kat1 besiyerinden %0,9 NaCl’ye 6ze yardimiyla ekilen bakteriler 0,5 McFarland
standardina gére ayarlanmistir. Oziitler 100 mg/mL konsantrasyondan baslayarak 8
konsantrasyon DMSO ile seyreltilmistir. 96 kuyucuk igeren mikroplaklarin her bir
kuyucuguna 96 pL nutrient broth, seyrelttigimiz 6ziitlerden 100 uL ve son olarak 5
puL mikroorganizma eklenerek son hacim 200 pL olacak sekilde ayarlanmustir.

Pozitif kontrol olarak 195 pL besiyeri, 5 uL mikroorganizma konulmustur.

Etiive konmadan once plaklarin {istii kapatilarak 300 rpm’de 20 sn galkalama
yapilmis ve 600 nm’de okuma yapilmistir. Inkiibasyon sonucu etiivden alman
mikroplaklarin tekrar 600 nm’de okumasi1 yapilmistir ve etliv oncesi ve sonrasi
degerler kiyaslanmistir. MiK degeri biiyiimenin olmadig1 en diisiik konsantrasyon

olarak tanimlanmustir.

3.2.3. Bitki oziitlerinin antioksidan etkilerinin belirlenmesi

Bitki 6ziitlerinin hazirlanmasi

Bitki oziitleri 2,2’-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ve toplam fenolik igerik tayininde
kullanilmak {izere 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlanmigtir. Bitki oziitleri

antioksidan aktivite deneyleri i¢in kendi ¢oziiclilerinde hazirlanmistir.

DPPH vyontemi

Bitki oziitlerinin serbest radikal siipiiriicti etkileri igin %0,004 DPPH (2,2’-difenil-1-
pikrilhidrazil) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Cozelti 0,004 gr DPPH tartilip 100 mL
metanolde ¢oziilerek hazirlanmistir. Deneyde farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
Oziitlerden 1 mL, %0,004’liik DPPH c¢ozeltisinden de 1 mL alinarak karanlikta 30 dk
bekletilmistir.
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Ornekler UV spektrofotometrede 517 nm’de dlgiilerek okunan absorbans degeri,
kontrol olarak kullanilan 6rnege (1 mL ¢ozici + 1 mL DPPH) karsi
degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak biitillenmis hidroksi toliien (BHT)
kullanilmistir.  DPPH’nin %  inhibisyonu asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmuistir.

% Inhibisyon = (A kontrol- Adrnek /Akontrol)x 100

Toplam fenolik icerik miktar tayini

Calismada 1 mg/mL konsantrasyonda bitki oziitleri ve gallik asit hazirlanmistir.
Deneyde 100 pL o6zt tizerine 200 pL %50’lik Folin-Ciocalteau reaktifi ilave
edilerek 3 dakika bekletilmistir. Son olarak 1 mL %2’lik Na,COj3 ¢ozeltisi ilave
edilerek oda sicakliginda 1 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda &rnekler UV
spektrofotometrede 760 nm’de 6lgiim yapilmistir. Standart gallik asit grafiginden

elde edilen esitlik kullanilarak pg gallik asite esdeger mg 6ziit miktar1 belirlenmistir.

3.2.4. Bitki oziitlerinde DNA etkilesiminin belirlenmesi

P. nissoli’nin metanol 6ziiti DMSO’da ¢6ziilerek 100 mg/mL konsantrasyonda
hazirlanarak pBR322 plazmid DNA iizerinde etkisi aragtirilmistir. Metanol 6ziitii 100
mg/mL’dan baglayarak seri dillisyonlar yapilmis ve pBR322 plazmid DNA ile
37°C’de inkiibasyona birakilmistir. 24, 48, 72 ve 120 saat sonunda agaroz jel
elektroforezi ile bantlar gozlenmistir. Kontrol olarak metanol 6ziitii ile etkilesime
sokulmamis pBR322 plazmid DNA kullanilmistir ve ilk kuyucuga konularak

karsilastirma yapilmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Oziitlerin % Verimleri

Bitki ve ¢oziicli karigiminin evoporatdrde ucurulmasi ile elde edilen 6ziitiin yiizde
verimleri asagidaki formiile gore hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.1°de
gosterilmistir. Cizelge 4.1’e bakildiginda % verim etanol i¢in %5,02 metanol i¢in %9
su i¢in %19,9 olarak bulunmustur. En yiiksek verimin su o0ziitline ait oldugu

goriilmektedir.

Yiizde Verim (g/g) = Ekstraksiyon sonrasi elde edilen 6ziit * 100
Baslangicta tartilan bitki miktari

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan P. nissolii tiiriintin 6ziit verimliligi

Oziitler % Verim (g/g)
Etanol %5,02
Metanol %9

Su %19,9

4.2. Oziitlerin Antimikrobiyal Etkileri

4.2.1. Agar kuyucuk difiizyon yontemi

P. nissolii tiriinden elde edilen 6ziitlerin 25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL
konsantrasyonlarda agar kuyucuk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal etkilerine
bakilmistir. Negatif kontrol olarak %100’liik DMSO kullanilmistir. Pozitif kontrol
olarak bakteriler icin ampisilin ve kloramfenikol, mayalar igin ketokonazol
kullanilmistir.  Etanol, metanol ve su oOziitlerine karst mikroorganizmalarin

olusturdugu zon caplar1 Cizelge 4.2.-4.4’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.2’ye bakildiginda 25 mg/mL etanol Oziitiiniin B. cereus ve B. subtilis
bakterileri tizerinde etkisi goriilmiistiir ve zon ¢aplar1 10+£0mm olarak hesaplanmuistir.
50mg/ml etanol Oziitiiniin B. cereus ve B. subtilis bakterileri iizerinde etkisi
goriilmistiir ve zon ¢aplar1 B. cereus’un 11,3+0,57mm, B. subtilis’in 12,3+0,57mm
olarak hesaplanmistir. 100 mg/ml etanol 6ziitiiniin B. cereus ve B. subtilis bakterileri
lizerinde etki goriilmiistiir ve zon caplart B. cereus’un 14+Omm, B. subtilis’in
1540mm olarak hesaplanmistir. Etanol Oziitlinlin mayalar {izerinde etkisi
goriilmemistir. Etanol ozitiiniin antimikrobiyal aktiviteleri Resim 4.1.-4.6’da

gosterilmistir.

Cizelge 4.2. P. nissolii’'nin etanol Oziitlerinin agar kuyucuk difiizyon (akd)
yontemiyle  patojen  mikroorganizmalara  karsi  olusturduklar
antimikrobiyal zon c¢aplari (mm). Bakteriler i¢in pozitif kontrol:
Ampisilin (Amp) ve Kloramfenikol (C); mayalar i¢in pozitif kontrol:
Ketokonazol (Keto). Negatif kontrol: DMSO (%100)

25 mg/mL | 50 mg/mL | 100 mg/mL | DMSO Keto

10+0 11,3+0,57 14+0 - -
100 12,3+0,57 15+0 - 23+1  21+0 -
- 18£0 250 -
- 44+1 24+ -
- 600 340 -
- 270 2040 -
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Resim 4.1. P. nissolii’nin 25 mg/mL konsantrasyondaki etanol dziitiiniin B. subtilis
iizerine antimikrobiyal etkisi

Resim 4.2. P. nissolii’nin 50 mg/mL konsantrasyondaki etanol 6ziitiiniin B. subtilis
izerine antimikrobiyal etkisi

Resim 4.3. P. nissolii’nin 100 mg/mL konsantrasyondaki etanol 6ziitiiniin B. subtilis
iizerine antimikrobiyal etkisi



Resim 4.4. P. nissolii’nin 25 mg/mL konsantrasyondaki etanol &ziitiiniin B. cereus
iizerine antimikrobiyal etkisi

Resim 4.5. P. nissolii’nin 50 mg/mL konsantrasyondaki etanol 6ziitiiniin B. cereus
iizerine antimikrobiyal etkisi

Resim 4.6. P. nissolii’nin 100 mg/mL konsantrasyondaki etanol 6ziitiiniin B. cereus
lizerine antimikrobiyal etkisi
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Cizelge 4.3’e bakildiginda 25 mg/mL metanol 6ziitiiniin B. cereus, B. subtilis ve P.
aeruginosa bakterileri iizerinde etkisi goriilmiistiir ve zon ¢aplari B. cereus’un
11,3£0,57mm, B. subtilis’in 13+0mm, P. aeruginosanin 11=0mm olarak
hesaplanmistir. 50 mg/ml metanol 6ziitiiniin B. cereus, B. subtilis ve P. aeruginosa
bakterileri iizerinde etkisi goriilmiistiir ve zon ¢aplar1 B. cereus ve B. subtilis’in
13+0mm, P. aeruginosa’nin 12,3+0,57mm olarak hesaplanmistir. 100 mg/ml metanol
Oziitiniin B. cereus, B. subtilis ve P. aeruginosa bakterileri {izerinde etkisi
goriilmistiir ve zon gaplart B. cereus’un 13,3+0,57mm, B. subtilis’in 14,3+0,57mm,
P. aeruginosa’min 13+t0mm olarak hesaplanmistir. Metanol Oziitiiniin mayalar
tizerinde etkisi goriilmemistir. Metanol 6ziitiiniin antimikrobiyal aktiviteleri Resim

4.7.-4.14°de gosterilmistir.

Cizelge 4.3. P. nissolii’nin metanol o6ziitlerinin agar kuyucuk difiizyon (akd)
yontemiyle  patojen  mikroorganizmalara  karsit  olusturduklari
antimikrobiyal zon ¢aplar1 (mm). Bakteriler ig¢in pozitif kontrol:
Ampisilin (Amp) ve Kloramfenikol (C); mayalar i¢in pozitif kontrol:
Ketokonazol ( Keto). Negatif kontrol: DMSO (%100)

25 mg/mL | 50 mg/mL | 100 mg/mL

B. cereus 11,3+0,57 13+0 13,3+0,57 - - - -
B. subtilis 13+0 13+0 14,3£0,57 = 23+1 21+0 =
E. coli 25922 - 180  25+0 =
E. coli 35218 - - 8+0 =
S. aureus - 44+1 24+1 =
P. aeruginosa 11+0 12,3+0,57 13+0 - 600 34+0 -
E. faecalis - 2740  20+0 -
C. albicans - - - 11+1
C. tropicalis - - - 18+1
C. krusei - - = 33+0
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Resim 4.7. P. nissolii’nin 25 mg/mL konsantrasyondaki metanol 6ziitiiniin B. subtilis
tizerine antimikrobiyal etkisi

\te — Medongy

= 2
0. N7 4 sutetets

Resim 4.8. P. nissolii’nin 50 mg/mL konsantrasyondaki metanol ziitiiniin B. subtilis
izerine antimikrobiyal etkisi

Resim 4.9. P. nissolii’nin 100 mg/mL konsantrasyondaki etanol 6ziitiiniin B. subtilis
iizerine antimikrobiyal etkisi



Resim 4.10. P. nissolii’nin 25 mg/mL konsantrasyondaki metanol 6ziitiiniin B.
cereus iizerine antimikrobiyal etkisi

Resim 4.11. P. nissolii’nin 50 mg/mL konsantrasyondaki metanol 6ziitiiniin B.
cereus tizerine antimikrobiyal etkisi

Resim 4.12. P. nissolii’nin 100 mg/mL konsantrasyondaki metanol &ziitiiniin B.

cereus lizerine antimikrobiyal etkisi

36



Resim 4.13. P. nissolii’nin 50 mg/mL konsantrasyondaki metanol oziitiiniin P.
aeruginosa iizerine antimikrobiyal etkisi

Resim 4.14. P. nissolii’nin 100 mg/mL konsantrasyondaki etanol 6ziitiiniin P.
aeruginosa iizerine antimikrobiyal etkisi
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P. nissolii su ozitiiniin higbir konsantrasyonu bakteri ve mayalar iizerinde etkili

olmamustir.

Sonu¢ olarak etanol ve metanol Oziitlerinin bakterilere kars1 gosterdigi
antimikrobiyal etkinin konsantrasyona bagl artis gosterdigi goriilmistiir. P.
nissolii’nin o6ziitleri arasinda en yiiksek antimikrobiyal etkinin metanol Gziitiine ait
oldugu gorilmiistiir. Etanol, metanol ve su oziitleri kullanilan patojen mayalar

tizerinde hicbir etki gostermemistir.

4.2.2. Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIiK) sonuclari

Agar kuyucuk diflizyon yontemi sonucuna gore Oziitlerin etki gosterdigi bakterilere
MIK deneyi uygulanmistir. Deney sonuglari Cizelge 4.5’de gosterilmistir. P.
nissolii’nin etanol ve metanol oziitlerinde 100 mg/mL konsantrasyondan baslanarak
seyreltme yapilmistir. P. nissolii’nin etanol 6ziitii i¢in B. cereus ve B. subtilis igin
MIK degeri 12,5 mg/mL olarak belirlenmistir. P. nissolii’nin metanol 6ziitii igin B.
cereus, B. subtilis ve P. aeruginosa igin MIK degeri 12,5 mg/mL olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.4. P. nissolii etanol ve metanol &ziitlerinin MiK degerleri (mg/mL)

3iitlerin MIK degerleri

Etanol Oziitii Metanol Oziitii

Mikroorganizmalar

B. cereus 12,5 12,5

P. aeruginosa 12,5
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4.3. Antioksidan Sonuc¢lar

4.3.1. DPPH sonuclan

Ekstrelerin serbest radikal siipiiriicti aktiviteleri DPPH yontemi ile galisilmistir.
Calismada P. nissolii’nin etanol, metanol ve su oOziitlerinden 100-500 pg/mL
araliginda konsantrasyonlar hazirlanmistir. Pozitif kontrol olarak BHT kullanilmustir.
Oziitlerin ve BHT nin 517 nm’de okunan absorbans degerleri, %Inhibisyon = (A
kontrol- Adrnek /Akontrol)x 100 formiilii ile hesaplanan DPPH siipiiriicti etkileri

Cizelge 4.6’da ve Sekil 4.1°de gosterilmistir.

P. nissolii’nin etanol 6ziitliniin radikal siipiiriicti etkileri 100 pg/mL’de %27,15+8,55,
200 pg/mLl’de %50,15€1,90, 300 upg/ml’de %71,16£1,45, 400 pg/mL’de
%85,36+£1,01 ve 500 pg/mL’de %88,6+1,21 olarak bulunmustur. P. nissolii’nin
metanol Oziitiiniin radikal siipiiriicii etkileri 100 pg/mL’de %44,1+£3,05, 200
ng/mL’de %76,73+£2,55, 300 pg/mL’de %91,8+0,56, 400 ng/mL’de %91,8+1,30 ve
500 pg/mL’de %92+0,95 olarak bulunmustur. P. nissolii’nin su o6ziitiiniin radikal
stiptiriicii etkileri 100 pg/mL’de %17,9+6,36, 200 pg/mL’de %24,16+0,37, 300
pg/mlL’de %73,09£3,51, 400 pg/mlL’de % 49,06£2,83 ve 500 pg/mL’de
%67,36£1,19 olarak bulunmustur. Biitillendirilmis Hidroksi Toluen(BHT) nin
radikal siiptiriicii etkisi 100 pg/mL’de %42,03+3,08, 200 pg/mL’de %72,56+2,74,
300 pg/mL’de %94,7+0,62, 400 pg/mL’de %93,9+0,43 ve 500 pg/mL’de
%94,8+0,56 olarak bulunmustur.

P. nissolii radikal siipiiriicii etkileri karsilagtirildigi zaman en yiiksek etkinin metanol
oziitinde gozlenmistir. Pozitif kontrol olan BHT’den daha yiiksek bir etki

gostermemistir, fakat etkilerin birbirine ¢ok yakin oldugu goriilmektedir.



40

Cizelge 4.5. P. nissolii 6ziitlerinin DPPH Siipiiriicii Etki Degerleri (%)

100 pg/mL | 200 pg/mL | 300 pg/mL | 400 pg/mL | 500 pg/mL

27,15+8,55 50,15+1,90 71,16%1,45 8536+1,01 88,6+1,21

44,14£3,05 76,73+2,55 91,8+0,56 91,8+1,30  92+0,95

17,9+6,36  24,16+0,37 39,83+0,77 49,06+2,83 67,36+1,19

_ 42,03£3,08 72,56£2,74 94,7+£0,62  93,94043  94,8£0,56
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Sekil 4.1. P. nissolii 6ziitlerinin DPPH siipiirticii etki % inhibisyonu
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ICs0 degeri Oziitin veya standardin serbest radikali siipiirdiigii % inhibisyon
degerinin yarisina karsilik gelen konsantrasyon degeri olarak belirlenmistir. Diisiik
ICso degeri yiiksek antioksidan etkiyi gostermektedir. Cizelge 4.7’de oziitlerin 1Csg
degerleri goriilmektedir. Sekil 4.2°de oziitlerin standarda gore 1Csq degerlerinin daha
yiikksek oldugu dolayistyla DPPH siipiiriicii aktivitelerinin standarda gore diigiik
oldugu tespit edilmistir. Oziitlerin ve standardin DPPH siipiiriicii aktivitesi en
yiiksekten en diisiige sirasiyla su sekildedir: BHT (1Csp: 27,5+0,2 pg/mL) > Metanol
oziti (1Csp: 35,91+0,8 pug/mL) > Etanol oziitii (1Csp: 208,41£1,01 pg/mL) > Su
oziitli (1Cso: 383,55+2,55 pug/mL).

Cizelge 4.6. P. nissolii dziitlerinin ICso degerleri (ug/mL)

I1Cso 208,41+1,01 35,91+0,8 383,55+2,55 27,5+0,2
Degerleri

450

400

150 -
100 -
50 -
o s I

etanol metanol su BHT

w
(%
o

Konsantrasyon (ug/ml)
N
o
o

Sekil 4.2.  Oziitlerin ve standardin (BHT), DPPH siipiiriicii aktivitelerinin ICsg

degerleri
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4.3.2. Toplam fenolik icerik tayini

Toplam fenolik igerik tayininde kontrol olarak gallik asit kullanilmis ve standart
grafik elde edilmistir. Bitki Oziitlerinin toplam fenolik igeriklerinin miktar1 (pug),
standart grafik yardimiyla denklemi kullanilarak gallik asite esdeger (mg) Oziitleri
hesaplanmistir.  Oziitlerin 760 nm’de okunan absorbans degerleri Cizelge 4.7’de,
gallik asit standart grafigi Sekil 4.2°de ve oziitlerin gallik asit esdegerleri (ug GAE /
mg 6ziit) grafigi Sekil 4.3°de gosterilmistir.

P. nissolii’nin toplam fenolik igerik tayininde etanol Oziiti absorbans degeri
0,235+3,05 pg/mL, metanol 6ziitii absorbans degeri 0,31742,55 pg/mL ve su oziitii
absorbans degeri 137+0,56 pg/mL olarak bulunmustur. Etanol, metanol ve su

oOziitlerinden en fazla fenolik icerigin metanol 6ziitiine ait oldugu gorilmiistiir.

P. nissolii’nin gallik asit esdegerleri etanol 6ziitiinde 40,93 pg GAE / mg, metanol
ozitiinde 55,07 pg GAE / mg ve su oOzitinde 24,03 pg GAE / mg olarak
hesaplanmigtir. Etanol, metanol ve su Oziitlerinden en fazla gallik asit esdegerinin

metanol 6ziitline ait oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.7. P. nissolii 6ziitlerinin 760 nm’de okunan absorbans degerleri (pg/mL)

Etanol Oziitii Metanol Oziitii Su Oziitii

0,317+2,55 137+0,56
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Sekil 4.3. Gallik asit standart grafigi
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4.4. DNA’ya Baglanma ve Kesme Aktivitesi

P. nissolii’nin metanol 6ziiti DMSO’da c¢oziillerek 100 mg/ml konsantrasyonda
hazirlanarak pBR322 plazmid DNA iizerinde etkisi aragtirilmistir. Metanol 6ziitii 100
mg/ml’dan baslayarak seri diliisyon yapilmis ve pBR322 plazmid DNA ile 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. %1°lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra

boyanarak UV 1sik altinda fotografi ¢ekilmistir.

P. nissolii’nin metanol oOziitii ile pBR322 plazmit DNA etkilesimlerini gdsteren

elektrofotogramlar Resim 4.15.-4.18’de gosterilmistir.

P 12345 6 7 89

Form III

Resim 4.15. Kontrol (P), metanol 6ziitii (1-9), 24 saat inkiibasyon

Metanol &ziitii plazmid DNA ile 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucunda yapilan elektroforezle bu maddelerle DNA arasinda olusan etkilesim

Resim 4.15’de gosterilmektedir.

24 saatlik inkiibasyon sonucu metanol dziitiiniin en yiiksek konsantrasyonunda form
Il ve form | konsantrasyonu azalmistir. Ayrica ilk li¢ konsantrasyonda form I’in

hareketliligi azalirken form II’nin hareketliligi artmistir.
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Form II

Form 111

Resim 4.16. Kontrol (P), metanol 6ziitii (1-7), 48 saat inkiibasyon

Metanol &ziitii plazmid DNA ile 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucunda yapilan elektroforezle bu maddelerle DNA arasinda olusan etkilesim

Resim 4.16°de gosterilmektedir.

48 saatlik inkiibasyon sonucu metanol 6ziitliniin en yiiksek iki konsantrasyonda form
I ve form II'nin konsantrasyonu azalmistir ve hareketlilikte ¢ok az degisiklik

olmustur.

Form III

Resim 4.17. Kontrol (P), metanol 6ziitii (1-7), 72 saat inkiibasyon

Metanol 6ziitii plazmid DNA ile 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucunda yapilan elektroforezle bu maddelerle DNA arasinda olusan etkilesim

Resim 4.17°de gosterilmektedir.
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72 saatlik inkiibasyon sonucu metanol dziitiiniin en yiiksek konsantrasyonunda form
I ve form Il konsantrasyonu olduk¢a azalmistir. Hareketlilikte 5., 6. ve 7.

Konsantrasyonlarda form III’e de rastlanilmistir.

p 1 2 3 4 5 6

Form II

Resim 4.18. Kontrol (P), metanol 6ziitii (1-6), 120 saat inkiibasyon

Metanol 6ziitii plazmid DNA ile 120 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonucunda yapilan elektroforezle bu maddelerle DNA arasinda olusan etkilesim

Resim 4.18’de gosterilmektedir.

120 saatlik inkiibasyon sonucu metanol 6ziitiiniin en yiiksek iki konsantrasyonunda

oldukgca etkili olmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

P. nissolii‘nin etanol, metanol ve su oziitlerinin 25 mg/mL, 50 mg/mL ve 100 mg/mL
konsantrasyonlarda antimikrobiyal etkileri arastirilmistir. Etanol oziitiinde etki B.
cereus ve B. subtilis bakterilerinin tim konsantrasyonlarinda goriilmiistiir. Metanol
oziitinde etki B. cereus, B. subtilis ve P. aeruginosa bakterilerinin tiim
konsantrasyonlarinda goriilmiistiir. Su 6ziitiinde ise etki bulunmamistir. Metanol

Oziitiiniin daha fazla bakteri tizerinde etkili oldugu tespit edilmistir.

Antimikrobiyal etkilere bakilarak P. nissolii’nin etanol ve metanol 6ziitlerinde etkili
olan mikroorganizmalarin MIK degerleri hesaplanmustir. Etanol &ziitiinde etki
gbsteren B. cereus ve B. subtilis bakterilerinin MIK degeri 12,5 mg/mL; metanol
oziitiinde etki gosteren B. cereus, B. subtilis ve P. aeruginosa bakterilerinin MiK

degeri de 12,5 mg/mL olarak tespit edilmistir.

Digrak ve ark. (1999), Phlomis bourgei’nin kloroform o6ziitiiniin 11 bakteri ve 4
maya lizerinde antimikrobiyal etkilerini arastirmiglardir. Arastirma sonucuna gore B.
brevies, B. cereus, B. subtilis, P. aeruginosa, S. aureus, M. luteus, K. pneumonia, M.

smegmatus, P. vulgaris bakterileri iizerinde etki tespit etmislerdir [80].

Joshi ve ark. (2011), Phlomis bracteosa’nin ugucu yagmnin antimikrobiyal ve
antifungal etkilerini arastirmislardir. Calismada kullandiklart S. aureus, P.
aeruginosa, E. coli ve P. vulgaris bakterileri ile M. canis, T.rubrum ve C. albicans
mayalarinin  0.25 pg/mL ve 0.125 pg/mL konsantrasyonlarinin hepsinde etki
gortliirken, 0.062 pg/mL konsantrasyonunda sadece P. aeruginosa bakterisinde etki

goriilmemistir [81].

Ozkan ve ark. (2009), Phlomis pungens Willd. var. hirta Velen’in yaprak ve cicek
metanol Oziitleri 100 mg/mL - 0.20 mg/mL arasinda seyrelterek antimikrobiyal
aktivitelerini arastirmiglardir. Phlomis pungens cigeklerinin metanol dziitiiniin MIK
degerleri P. aeruginosa (ATCC 27853), S. enteritidis (KUEN 349), E. coli (ATCC
25922), B .cereus (ATCC 11778) ve B .subtilis (ATCC 6633) i¢in 50 mg/mL, P.
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mirabilis (CCM 1944), S. epidermidis (ATCC 12228) ve S. aureus (ATCC 29213)
icin 100 mg/mL’dir. K.pneumoniae (ATCC 4352) ig¢in antimikrobiyal etki
bulunmamistir. Phlomis pungens yapraklarinin metanol 6ziitiiniin MIK degerleri P.
aeruginosa (ATCC 27853), P. mirabilis (CCM 1944), S. epidermidis (ATCC 12228)
ve B.subtilis (ATCC 6633) i¢in 50 mg/mL, B. cereus (ATCC 11778) E. coli
(ATCC 25922) ve S. aureus (ATCC 29213) i¢in 100 mg/mL’dir. K. pneumoniae
(ATCC 4352) ve S. enteritidis (KUEN 349) i¢in antimikrobiyal etki tespit
edilmemistir [82].

Tosun ve ark. (2006), Phlomis armeniaca Willd’in toprak {istii kisimlari etil asetat ile
tiketildikten sonra (%80) metanol Oziitiinlin  antimikrobiyal —aktivitesini
arastirmiglardir. Test mikroorganizmalarindan S. aureus, B. subtilis, E. coli, C.

krusei, C. glabrata’da etki gozlememis, C. albicans ‘da etki gézlemislerdir [83].

Toroglu ve ark. (2013), endemik Phlomis oppositiflora Boiss. & Hausskn. bitkisinin
etil asetat, etanol ve metanol oOziitleri ile ugucu yaglarmin antimikrobiyal
aktivitelerini tespit etmislerdir. Etil asetat oziitiinde Enterobacter cloaca (ATCC
13047), Micrococcus luteus (LA 2971), Rhodotorula rubra ve Candida albicans igin
etki gozlerken; Kluyveromyces marxianus, Escherichia coli (ATCC 8739),
Staphylococcus aureus (6538), Klebsiella pneumonia (13883) Mycobacterium
smegmatis (CCM 2067), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27859) ve Bacillus
megaterium (NRS) i¢in etki gozlememislerdir. Metanol oziitiinde Escherichia coli
(ATCC 8739), Staphylococcus aureus (6538), Klebsiella pneumonia (13883)
Mycobacterium smegmatis (CCM 2067), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27859),
Enterobacter cloaca (ATCC 13047), Bacillus megaterium (NRS) Micrococcus luteus
(LA 2971), Rhodotorula rubra ve Candida albicans igin etki gozlerken;
Kluyveromyces marxianus igin etki bulamamigslardir. Etanol Oziitiinde tiim test

mikroorganizmalarinda etki tespit etmislerdir.
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Phlomis oppositiflora’nin ugucu yaglarinin 1 pL ve 2 pL konsantrasyonlarinda tim
test mikroorganizmalarinda etki tespit etmislerdir. 0.5 pL konsantrasyonda
Escherichia coli (ATCC 8739), Klebsiella pneumonia (13883), Bacillus megaterium
(NRS), Micrococcus luteus (LA 2971), Rhodotorula rubra, Candida albicans ve
Kluyveromyces marxianus igin etki gozlerken, Staphylococcus aureus (6538),
Enterobacter cloaca (ATCC 13047), Mycobacterium smegmatis (CCM 2067),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27859) i¢in etki gézlememislerdir [84].

Ristic ve ark. (2000), Phlomis fruticosa L.’nin etanol 06ziitii ve ugucu yaglarinin
antimikrobiyal aktivitesini aragtirmiglardir. Verilere gore ugucu yaglarin gram-pozitif
ve gram-negatif bakterilere karsi antimikrobiyal etki gdsterdigini gozlemislerdir.
Etanol oziitiiniin S. aureus ve B. subtilis bakterilerine kars1 antimikrobiyal etkisini

gozlerken, diger bakterilere karsi antimikrobiyal etkisini gézlememislerdir [85].

P. nissolii’nin etanol, metanol ve su Oziitlerinin antioksidan aktiviteleri DPPH radikal
sliptiriicli yontemiyle metanol 6ziitiiniin etanol ve su 6ziitlerine gore radikal siipiiriicii
etkisi daha yiiksek bulunmustur. Metanol 06ziitiinlin radikal siipiiriicii etkisi pozitif
kontrol olarak kullanilan BHT den yiiksek olmadigi, fakat yakin degerlerde oldugu
goriilmiistiir. Toplam fenolik igerik miktari, metanol Oziitiinde etanol ve su
oziitlerine gore daha yiliksek bulunmugstur. DPPH radikal siipliriicii yontemi ve

toplam fenolik icerik tayininde en etkili 6ziitiin metanol 6ziitii oldugu goriilmiistiir.

Kirimer ve ark. (2006), Phlomis nissolii’nin ugucu yaglarmm bilesenlerini
arastirmiglardir. Toplam yagin %92,6s1 ile temsil edilen 18 bilesik tanimlamislardir.
Germakren D (%33,9), bicyclogermacrene (%15,3) ve (Z)-p-farnesen (%10,7) yagin
ana bilesenleri olarak bulmuslardir. P. nissolii ugucu yaginin neredeyse tamaminin
seskiterpenlerden olustugunu ve karvakrolun tek 6nemli monoterpenoid oldugunu

gozlemislerdir [86].
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Bucar ve ark. (1997), Phlomis nissolii’nin flavanoidlerini arastirmislardir. Calismada
iki yeni flavon glikositleri (1 ve 2), bilinen yedi flavon ve flavonon aglycone ve P.

nissolii’nin iist kisimlarindan glikozit gozlemislerdir [12].

Morteza-Semnani ve ark. (2006), Phlomis ve Stachys’nin bazi tiirlerinin metanol
oOziitlerinin antioksidan aktivitesi, 70°C ayci¢ek yagi icerisinde muhafaza edilerek
test edilmistir. Phlomislerden, P. bruguieri, P. herba-venti ve P. olivieri’nin
metanol Oziitlerinin DPPH radikal siiptiriicii etki gormiislerdir. En yliksek etkinin P.
bruguieri 'ye ait oldugunu gérmiisler, fakat kontrol olarak kullanilan BHA’dan daha

diisiik etki gosterdigini bulmuslardir [87].

Calismamizda kullandigimiz bitkinin antimikrobiyal aktivite ¢alismalari sonucunda
metanol Oziitiiniin diger Oziitlere gore daha fazla mikroorganizma iizerindeki
antimikrobiyal etkisi yiiksek fenolik icerige sahip olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. DPPH radikal siipiiriicii etkinin metanol Oziitiinde en yiiksek
antioksidan aktivite gostermesi yliksek fenolik icerige sahip olmasit nedeniyle

biyolojik bir 6nem tasimaktadir.

Plazmit DNA izolasyon kosullarina bagl olarak farkli formlarda bulunabilir(agik
halkasal, dogrusal ve siipersarmal) [88]. Bu {li¢ formun jeldeki hareketi de farkhidur,
Stipersarmal (Form 1) en 6nde, dogrusal (Form III) arada, agik halkasal (Form II) ise
en geride bant olusturmaktadir [88, 89]. Bu hareket jel konsantrasyonuna, tampon

pH’sina ve diger elektroforez kosullarina gore de degisebilmektedir [88].

Calismamizda P. nissolii metanol oziitii ile pBR322 plazmid DNA arasindaki
etkilesim agaroz jel elektroforez yontemi ile incelenmistir. Sonucta, konsantrasyona
ve inkiibasyon siiresine bagli olarak, DNA’y1 parcalama ve hareketliligini sinirlama
seklinde etkiler gosterdikleri bulunmustur. DNA iizerindeki etkileri nedeniyle

potansiyel antikanser ajanlar olarak diisiiniilebilir.
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Kanser hiicresi, normal hiicrelerde meydana gelen DNA hasar1 ile olusmaktadir.
Cogu antikanser ila¢ hedef hiicredeki DNA’ya zarar vererek islev yapar, yani
dogrudan DNA’ya baglanir ve DNA hasarina neden olur. Bu sekilde DNA kalib1
islevine engel olabilir ve replikasyonu ve DNA sentezini inhibe edebilir. Ya da hiicre
DNA hasarmi tamir edemez ve programlanmig hiicre o6limi olarak da bilinen

apoptozis aktive edilir [90].

Genis Olgiide yapilan c¢alismalar 187 bitki tiiriinden antikanser igerikler elde
edilmistir. Bunlarin arasindan sadece 15 tiir klinik olarak kanser tedavisinde
kullanilmigtir. Bitkilerden saglanan dogal iriinler kanserde ilag tedavisi gelistirmek

i¢in bilim adamlarinin odaklandigi konu olmustur [90].

Basarili antikanser bitki triinlerine 6rnek, Catharanthus roseus’dan izole edilen
vinca alkaloitleridir. Bu bilesiklerin antitimor aktiviteleri, tubuline baglanarak
mitotik ipliklerin kesilmesine yol agmaktadir. Kanser tedavisinde diger bir drnek
Taxus brevifolia’nin kabugundan elde edilen taxoldiir. Taxol ilaglar1 ¢oziiciisii ile
birlikte verildiginde duyarlilik ve néropati gibi zit etkilere neden olmaktadir. Zehirli
bitkilerin agiga ¢ikardigi alkaloidler antikanser potansiyeli dahil bir¢ok biyolojik
aktiviteye sahiptir. Bazi bitki metabolitleri gelisimi diizenleyici olmasina ragmen
kematdropatik ajan olarakta kabul edilmektedir. Scutellaria baicalensis flavonoidleri
kanser hiicre proliferasyonunu siklin bagimli kinaz tizerinde hareket ederek
baskilamaktadir. Diger antikanser bitki iriinleri DNA topoizomeraz enzimini
baskilamaktadir [90].

Bircok antikanser bitki iirtinlerinin basarisina ragmen kanser kemoterapisinde coklu
ilag direnci hala biiyiik bir problem olusturmaktadir. Arastiricilar bu problemin
¢ozlimiine odaklanmaktadir. Bircok bitkiden saglanan bilesikler gelecekte kanser

tedavisinde ilaglarin listesini degistirebilir [90].
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P. nissolii ile yapilacak olan sonraki ¢alismalarda Oziitlerin icerigindeki maddeler
aragtirilarak, etken maddenin tespit edilmesi ve biyolojik etkilerinin arastiriimasi
tavsiye edilmektedir. Ayrica yliksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu icin kanser

hiicre hatlarinda sitotoksik aktivite ¢alismalar1 yapilmalidir.
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