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OZET

Bu ¢alismada, iilkemizde yaygin olarak bulunan Centranthus longiflorus subsp. longiflorus tiiriine
ait, farkl ¢oziiciilerle hazirlanmig toprakiistii ve toprakalti ekstraktlarinin biyolojik aktivitelerinin
arastirilmasi hedeflenmistir. Bitki Ornekleri tiirin dogal olarak yayilis gosterdikleri farkli
lokalitelerden 2014 yilinda ¢igeklenme periyotlarinda (Nisan-Haziran) toplanmis ve ayri ayri
toprakiistii ve toprakalti hekzan, etanol ve metanol ekstraktlari hazirlanmigtir. Ekstraktlarin
antimikrobiyal aktivite testleri 5 farkli standart sus (Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Bacillus
cereus ATCC 7064, Escherichia coli W3110, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Candida
albicans ATCC 10231) ile MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) metodu kullanilarak
yapilmistir. Antioksidan aktivite ¢aligmalan icin DPPH, toplam fenolik madde miktar1 hesaplama
ve CUPRAC metotlar1 uygulanmistir. Ayrica bitki ekstraktlarinin DNA hasari {izerine etkileri
pBR322 plazmid DNA kullanilarak arastirilmistir. Calismamizdan elde edilen verilere gore C.
longiflorus subsp. longiflorus bitkisinin toprakaltt kisimlarindan hazirlanan ekstreler arasinda
Ozellikle hekzan ekstresinin diger organik ¢oziiclilere oranla daha fazla antimikrobiyal etkinlik
gosterdigi ve Gram negatif bakterilerde daha etkili oldugu tespit edilmistir. Ekstraktlarin
antioksidan aktivite sonuglarina bakildiginda ise serbest radikal (DPPH) giderme aktivitesi ve
toplam fenolik bilesik miktar1 bakimindan en yiiksek aktiviteye toprakiistii ve toprakaltt metanol ile
hazirlanan ekstrelerde rastlanmistir. Son olarak pBR322 plazmid DNA’s1 iizerinde toprakiistii
hekzan ve metanol ekstraktlarinin herhangi bir etkisinin olmadigi, ancak diger ekstrelerin DNA’y1
pargalayici ya da form degistirici etkiler gosterdigi belirlenmistir. Bu calisma sonucunda C.
longiflorus subsp. longiflorus bitki ekstraklarinin yiiksek fenolik madde igerigi, antioksidan,
antimikrobiyal ve plazmid DNA {izerine etkisinin varligi belirlenmis ve bu bitkiden elde edilen
ekstraklarin ilag sektoriinde kullanilabilecegi ortaya ¢ikarilmistir.

Sayfa Adedi : 65

Anahtar Kelimeler . Centranthus longiflorus subsp. longiflorus, Antimikrobiyal,
Antioksidan, Plazmid DNA

Danisman . Prof. Dr. Nezahat KANDEMIR



INVESTIGATION OF BIOLOGICAL ACTIVITIES OF CENTRANTHUS
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ABSTRACT

In this study, it was aimed to investigate the biological activities of the below-ground and above-
ground parts extract of Centranthus longiflorus subsp. longiflorus, which are widely used in our
country. Plant samples were collected from different localities where the species spread naturally in
flowering periods in 2014 (April-June) and separately below-ground and above-ground hexane,
ethanol and methanol extracts were prepared. The antimicrobial activity tests of the extracts were
performed using 5 different standard strains (Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Bacillus cereus
ATCC 7064, Escherichia coli W3110, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Candida
albicans ATCC 10231) and MIC (Minimum Inhibition Concentration) method. For the antioxidant
activity studies, DPPH, total phenolic content calculation and CUPRAC methods were applied. In
addition, the effects of plant extracts on DNA damage were investigated using pBR322 plasmid
DNA. According to the data obtained from our study, extracts prepared from the below-ground of
C. longiflorus subsp. longiflorus plant, especially hexane extract showed more antimicrobial
activity than other organic solvents and it was found to be more effective than Gram negative
bacterias. When the results of the antioxidant activity of the extracts were examined, the highest
activity in free radical (DPPH) removal activity and total phenolic compound amount was found in
extracts prepared with above and below-ground methanol. Finally, on the pPBR322 plasmid DNA, it
was determined that the extracts of above-ground hexane and methanol had no effect, but the other
extracts showed DNA degrading or form-modifying effects. As a result of this study C. longiflorus
subsp. longiflorus plant extracts have high phenolic content, antioxidant, antimicrobial and plasmid
DNA effects have been determined and extracts obtained from this plant can be used in the
pharmaceutical industry has been revealed.
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1. GIRIS

Tiirkiye Iran-Turan, Akdeniz ve Avrupa-Sibirya fitocografik bolgelerin etkisinde
bulundugundan zengin bir bitki cesitliligine ev sahipligi yapmaktadir. Ulkemizde dogal
olarak yayilis gosteren 12 000’den fazla bitki taksonu bulunmaktadir [1]. Tirkiye bitki
tiirlerinin ¢ok ¢esitli olmasi bakimindan kita goriinlimiinde oldugundan yabanci bilim
adamlar1 Tiirkiye icin “Kiiclik Asya Kitasi” tabirini kullanmaktadir. Bu zengin flora
icerisinde tibbi bitkilerimiz 6nemli bir yer olusturmaktadir. Tiirkiye tibbi ve aromatik
bitkiler bakimindan diinyanin 6nemli iilkelerden birisidir. Tiirkiye’de yaklasik 1000 tibbi
ve aromatik bitki tiirtinden 500 tiir halk hekimligi veya geleneksel tip yada alternatif tip ve
tamamlayic1 tip uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ciinkii tibbi bitkilerin
pek ¢ogunun antimikrobiyal etkilere sahip oldugu yapilan bir¢ok aragtirmada belirtilmistir
[2-7]. Bu durum giiniimiizde tibbi bitkilerin tekrar yogun olarak kullanilmasini giindeme
getirmistir [8, 9]. Tez konusunu olusturan C. longiflorus subsp. longiflorus yapisindaki

bazi sekonder maddelerden dolayi tibbi bitki 6zelligine sahiptir.

Sekonder maddeler bir¢ok bitkinin vejetatif ve generatif organlarinda (6zellikle rizom,
yaprak, ¢igek ve meyva) iiretilmektedir. Bu maddeler bitkileri genel olarak herbivorlardan,
patojenlerden, UV 1sinlar1 gibi bir¢ok abiyotik ve biyotik streslerden korumaktadir. Ayrica
bitkiler icerdikleri bu sekonder maddelerin kimyasal yapilarina ve konsantrasyonuna bagh
olarak mantarlar, bakteriler ve viriisler lizerinde antimikrobiyal etki gdsterirler. Bundan
dolay bitkiler 6zelliklede tibbi bitkiler mikroorganizma kaynakli hastaliklarin tedavisinde
yillarca kullanmiglardir. Draughon (2004) [10] bitkilerin antibakteriyal etkilerinin
flavonoitler, tanenler ve alkoloitlerin varligindan dolayr olabilecegini bildirmistir. Diger
taraftan Cowan (1999) [11] antimikrobiyal 0Ozellik gosteren sekonder maddeleri
fitokimyasal alkoloitler, terpenoitler, ugucu yaglar, fenolikler, lektinler-polipeptitler ve
poliasetilenler, Okunade ve Elvin-Levis (2004) [12] alkoloitler, flavonlar, polifenoller,
steroitler, terponoitler, kromonlar, peptitler, saponinler, fenoller, kumarinler ve kalkonlar
olarak gruplandirmislar. Bazi alkoloitlerin Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae ve Bacillus subtilis gibi baz1 bakteriler {izerinde genis spekturumlu
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir [13]. Sekonder maddeler
antimikrobiyal mekanizmay1 mikroorganizmalarin dis membranda bulunan proteinleri ve

iyon kanallarini etkileyerek gostermektedir. Taninler sitotoksik etkilerini hiicreler lizerinde



oldukca giiclii bir sekilde gostermektedir. Fenoller bitki kaynakli antimikrobiyal ajanlarin
en kalabalik grubunu olusturmaktadir [14]. Polifenollerin antibakteriyel aktivite
ozelliklerinin oldugu belirlenmistir [15]. Flavonoitler Gram pozitif ve Gram negatif
bakteriler ilizerinde farkli mikrobakteriyal aktivitelere sahiptirler. Bu durum Gram pozitif
ve Gram negatif Dbakterilerin hiicre duvart yapilarmin  farkli  olmasindan
kaynaklanmaktadir. Iste bu bitkiler sahip olduklar1 degisik kimyasal maddeler nedeniyle
antioksidan, antimikrobiyal ve plazmid DNA iizerine etkilerinin arastirilmasi bu bitkilerin
gelecekte bircok hastaligin  tedavisinde drog olarak kullanilma potansiyellerinin
degerlendirilmesine yardimci olacaktir. Bitkilerden izole edilen sekonder maddelerin
antimikrobiyal aktivilelerinin bilinmesi giinlimiizde yeni antimikrobiyal ilaglarin

yapilmasinda biiyiik 6nem arz etmektedir.

Serbest radikaller son derece reaktif ve kararsiz eslesmemis elektrona sahip atom veya
molekiillerdir [16]. Canlilarda fizyolojik ve patolojik kosullarda olusan reaktif oksijen
tiirleri (ROS), reaktif azot tiirleri (RNS) organizmadaki baslica serbest radikallerdir [17].
En oOnemli reaktif oksijen tiirleri, siliperoksit radikali (O;’), hidrojen peroksit (H,O,),
alkoksi (RO"), peroksi (ROO), hidroksi (OH") radikalleri ve hipoklordz asittir (HOCI).
Nitrik oksit (NO') ve peroksinitrit dnemli biyoaktiviteye sahip reaktif nitrojen tiirleridir

[16].

Oksidatif stres; organizma i¢indeki antioksidan savunma sistemi ile normal ya da dis
etkenlerin etkisiyle olusan serbest radikallerin arasindaki dengenin bozularak serbest
radikal oraninin daha fazla olmasi sonucu olusmaktadir [18]. Boyle bir durum canl
hiicrelerindeki oksidan-antioksidan dengesinin bozulmasina ve oksidatif hasarin ortaya
¢tkmasina neden olur. Oksidatif stres 6zellikle hiicrelerdeki DNA ve membran yapilar gibi
hassas biyolojik yapilarin hasara ugramasina neden olan radikalik denilen zincir
reaksiyonlarin1 baglatmaktadir. Iste tiim bu dengesizlikler, hiicrelerdeki organellerde
fonksiyonel kayiplara ve sonugta hiicre oOliimlerine neden olabilen oksidatif olarak

degisiklige ugramis molekiillerin meydana gelmesiyle sonuglanmaktadir [19, 20].

Antioksidan maddeler, uygun miktarlarda bulunduklarinda, oksidasyon olusumunu
engelleyen veya olusum zamanmi geciktiren maddeler olarak bilinmektedir. Bu
antioksidan maddelerden, neredeyse tiim bitki, mantar, mikroorganizma ve hayvansal

organizmalarda dogal olarak bulunmakta olup c¢ogunlukla polifenolik yapidadirlar. Bu



antioksidanlarin en 6nemlileri basta A, C ve E vitaminleri olmak iizere baglica fenolik
bilesiklerdir. Fenolik bilesikler; basit kimyasal bilesiklerden, kompleks polimerlesmis
kimyasal maddelere kadar degisiklik gosteren ve ¢ogunlukla bitkilerde bulunan

maddelerdir [21].

Birgok bitkinin antioksidan ve antimikrobiyal &zelliklerinin oldugu bilinmektedir. Iste bu
bitkilerin belirtilen antioksidan 6zelliklerinin polifenolik igeriklerinden kaynaklandigi
distiniilmektedir [22]. Bitkilerin yapisinda bulunan bu fenolik bilesiklerin antioksidan
aktiviteleri, serbest radikal siipiirme ya da temizleme, metal iyonlariyla bilesik olusturarak
indirgeme ve singlet oksijen denen oksijen radikallerinin olusumunu engelleme seklinde
olmaktadir [23]. Bitkilerin yapisinda bulunan fenolik bilesiklerden en fazla bulunanlar

flavanoidler, fenolik asitler ve fenolik terpenlerdir [24].

Bu tez kapsaminda iilkemizde yaygin olarak bulunan C. longiflorus subsp. longiflorus’un
degisik organik ¢oziiciilerdeki ekstraktlarinin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri ile
DNA hasari tlizerine etkileri pBR322 plazmid DNA kullanilarak arastirilmistir. Elde edilen
sonuglar standart verilerle kiyaslanarak bitkinin bu yonden degerli olup olmadig:

incelenmistir. Ayrica bitki ekstraktlarinin plazmid DNA iizerine etkisi arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Centranthus longiflorus Stev. subsp. longiflorus Stev.’un sistematik durumu

Alem (Kingdom): Plantae

Boliim (Division): Magnoliophyta
Smif (Class): Magnoliopsida

Takim (Order): Dipsacales

Familya (Family): Caprifoliaceae
Cins (Genus): Centranthus

Tiir (Species): Centranthus longiflorus

Alttiir (Subspecies): Centranthus longiflorus subsp. longiflorus

2.2. Caprifoliaceae Juss. (Hamimeligiller) familyasimin genel 6zellikleri

Caprifoliaceae familyasinin Tirkiye’de 11 cins ve 158 tiirii bulunmaktadir [25]. Kuzey
Yarimkiire de tiirlerin ¢ogu boreal ve iliman bolgelerde yayilis gostermektedir. Tiirler
odunsu ¢alilar ve nadiren otsu ve sarilict formundadir. Yapraklar basit ve opposit,
stipulsuz; cigek durumu kimoz, ¢igekler aktinomorf nadiren zigomorf simetrili ve giizel
kokulu; sepaller 4-5 adet, bilesik ve kiigiik; petaller 4-5 adet, tiip veya huni sekilli, bilesik;
stamenler 4-5 adet, petallere bitisik; ovaryum 3-5 karpelli, alt durumlu, plesantalanma
eksensel; stillus uzun; meyva drupa veya bakka ve ¢cok tohumludur [26]. Familyanin pek
cok tilirii bahgelerde siis bitkisi olarak ve bazi tiirlerinin meyvalari sarap yapiminda

kullanilmaktadir.
2.3. Centranthus DC. cinsinin genel ozellikleri
Centranthus cinsi Caprifoliaceae familyasina ait otsu ve cali formundaki bitkilerdir. Bu

cinsin Tiirkiye’de C. ruber (L.) DC, C. longiflorus ve C. calcitrapa (L.) Dufr. olmak iizere
3 tiirii bulunmaktadir [25, 26].



2.4. Centranthus longiflorus Stev. subsp. longiflorus Stev.

Ulkemizde C. longiflorus subsp. longiflorus ¢ok yaygin olarak bulunmaktadir (Sekil 2.1).
Tiir, 70-200 cm boyunda, ¢ok yillik ve otsu bir bitkidir. Gévde sik dalli ve dik; yapraklar
koyu yesil, basit ve 4-10 cm ve 0,5-3 cm eninde, linear lanseolat, obtuse; korolla koyu
pembe veya leylak, korolla tiipii 12-18 mm, mahmuz 8-10 mm [27]. Tirkiye’de 6zellikle
Kuzey, Giiney ve I¢ Anadolu da yaygin yayilisa sahiptir. Taslik yamaglarda, caliliklarda ve
agir topraklarda 0-2300 m yiiksekliklerde yayilis gosterir. Nisan-Eyliil aylarinda agan
koyu pembe ciceklere sahiptir (Resim 2.1). Halk arasinda “kirmizi mahmuz ¢igegi” veya
“kirmiz1 kantaron” olarak bilinir [28]. Bu bitkinin kok ve ¢icekli dallar1 halk arasinda sinir
sistemi yatistirict ve spazm giderici olarak kullanilir [29]. Bu taksonun sedatif 6zelligi
Siileyman ve ark. (2007) [30] tarafindan fareler iizerinde denenmistir. Yapisinda
siklopentanlara, monoterpenlere, valepotriatlara, antiokyanin pigmentlerine, iki c¢esit
steroide, flavonol glikozitlere ve gliserik asitlere rastlanmistir [31-33]. Baz1 arastiricilar
tarafindan bu taksonun yag asitleri kompozisyonu da yaygin olarak ¢alisilmistir [34]. Bitki,

tilkemizde yaygin bir sekilde geleneksel olarak kullanilmaktadir.

s
Sekil 2.1. Centranthus longiflorus subsp. longiflorus’un Tiirkiye’deki yayilist
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2.5. Serbest Radikaller

En dis orbitallerinde bir ya da daha fazla sayida eslenmemis elektron tasiyan, yliksek
enerjiye sahip atom ya da molekiillere serbest radikaller denilmektedir [35-37]. Dis
orbitallerinde bulundurduklar1 eslenmemis elektronlardan dolay1 diger maddelerle ¢ok sik
ve rahatlikla birlesebilecek ya da reaksiyona girebilecek potansiyele sahiptirler (Sekil 2.2).
Tiim elektronlar1 eslenmis ¢iftler halinde bulunan atom veya molekiiller ise kararli bir
yapida olup, serbest radikaller kadar bagka molekiiller ile reaksiyonlara girme
potansiyelleri yiiksek degildir [38]. Bu yiizden bu tiir molekiillere nonradikaller
denilmektedir [39, 40].

Nukleus

Eslesmemis
elektron

Elektronlar Yorunge kabuklari

NORMAL MOLEKUL SERBEST RADIKAL
Sekil 2.2. Elektron kaybetmis serbest radikal formu [41]




Serbest radikalleri oksijen ve nitrojen kaynakli olmalarina gore iki gruba ayirmak
miimkiindiir. Bunlardan oksijen kaynakli olanlara Reaktif Oksijen Tiirleri (Reactive
oxygen species=ROS), nitrojen kaynakli olanlar ise Reaktif Nitrojen Tiirleri (Reactive
nitrogen species=RNS) denilmektedir [42]. Reaktif oksijen tiirlerine Ornek olarak;
stiperoksit (O;"), peroksil (ROO" ), hidroksil (OH"), alkoksil (RO") ve lipit peroksil (LOO")
radikalleri verilebilir. Reaktif nitrojen tiirlerini ise nitrik oksit (NO’) ve nitrojen dioksit
(NOy) olusturur. Bununla birlikte “oksidanlar” olarak adlandirilan hidrojen peroksit
(H20,), singlet oksijen (102), ozon (Oj;), nitrik asit (HNO,), hipoklordz asit (HOCI),
peroksinitrit (ONOQ"), lipit peroksit (LOOH) ve dinitrojen trioksit (N,O3) ise “serbest
radikaller” arasinda gosterilmemektedir. Bu oksidanlar fizyolojik ve patolojik durumlarda
canlt organizmalar tarafindan {retilip kolaylikla serbest radikal reaksiyonlarina yol

acabilmektedirler [43, 44].

Serbest radikaller endojen ve eksojen kaynaklar tarafindan siirekli olarak meydana
getirilmekte ve hiicrelerde siirekli olarak iiretilmektedirler [45-47]. ROS ve RNS diisiik
yogunluklarda organizma i¢in yararli etkiler gosterirken bunlarin birikimi artik¢a birgok
zararh etki ortaya ¢ikabilmektedir [48-50]. Bu olaya oksidatif denge denilmektedir (Sekil
2.3).

Oksidatif denge Yaslanma
inflamasyon

Yiksek Oz basincs

Kimyasal ajanilar

Radyasyon

iskemi-repefiizyon
Anti -

3
~

Oksidatif hasar

Serbest Radikaller

—

s OO
Membran lipidleri Proteinler Nukleik asitler

Sekil 2.3. Oksidatif denge [51]



2.6. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikallerle giivenli bir sekilde etkilesime girebilen ve hayati
molekiiller zarar gérmeden oksidan maddelerin olusturdugu zincirleme reaksiyonlari
sonlandirabilen veya oksidan maddelerin olusumunu engelleyen bilesikler veya
sistemlerdir [52]. Bu fonksiyonlarn1 birka¢ reaksiyonla gerceklestirebilirler. Bunlar;
reaktif tiirevleri uzaklastirici, oksijeni uzaklastirict etki, oksijen konsantrasyonunu azaltici
etki, bazi1 metal iyonlarin1 uzaklastirict etki, toplayict (scavenging) etki, bastirict

(quencher) etki ve zincir kirici (chain breaking) etki seklindedir [53].

Antioksidanlar1 kendi igerisinde endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar olarak
ayirmak miimkiindiir. Endojen kaynakli antioksidanlardan enzim yapisindaki olanlara
ornek olarak; Katalaz (CAT), Glutatyon Peroksidaz (GPx), Siiperoksit Dismutaz (SOD),
Glutatyon Rediiktaz (GR), Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz (MSO), Glutatyon-S-
Transferaz (GST) verilebilirken [54], enzim yapisinda olmayanlara Ornek olarak;
Melatonin, Ferritin, Albiimin, Sistein, Bilirubin, Transferrin ve Laktoferrin, Urat,

Seruloplazmin, Mannitol ve Oksipiirinol verilebilir [55] (Sekil 2.4).
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Bunlarla birlikte literatiire girmis bircok bitkisel dogal antioksidan maddeler de vardir.
Ayrica bu dogal maddelerin ¢ok dnemli antioksidan aktivite gosterdikleri ve ¢ogu zaman
yapay antioksidanlardan daha etkili olduklar1 bilinmektedir. Yagli tohumlular, tahillar,
sebzeler, meyveler, baharatlar ve cay gibi bircok bitki; peptitler, aminoasitler ve
karotenoidler gibi hayvansal {irlinler; glutatyon peroksidaz, stiperoksit dismutaz ve katalaz
enzimleri ve bazi mikroorganizmalar 6nemli dogal antioksidan kaynaklar1 olarak

bilinmektedir [57].

Epidemiyolojik ve klinik c¢aligmalar bitkilerdeki antioksidanlarin kardiyovaskiiler
hastaliklar, ¢esitli kanser tipleri, Parkinson ve Alzheimer hastalig1 gibi norodejeneratif
hastaliklar ile kronik, dejeneratif hastaliklara karsi koruyucu ve anti inflamatuar etkileri

oldugunu goéstermistir [58].

2.6.1. Antioksidan kapasite o6l¢ciim metodlar:

Gilinlimiize kadar maddelerin ya da bilesiklerin antioksidan kapasitelerini 6lgmeye yarayan
bircok yontem gelistirilmistir [59, 60]. Bu yontemler bircok kaynakta, enzimatik ve
enzimatik olmayan, canli i¢i ve dis1 veya direkt ve indirekt olmak tizere farkli sekillerde
siniflandirilmigtir. Tiim bu simiflandirma gruplarina ilaveten en ¢ok kabul goren
siniflandirma sekli ise hidrojen atomu transfer (HAT) ve elektron transfer (ET) temelli
analiz yontemleri olarak bilinmektedir [61]. Azo bilesiklerin bozulmasiyla ortaya ¢ikan
peroksil radikallerine karsi antioksidan ve substratin rekabetine dayanan yarigmaci
reaksiyonlar HAT temelli yontemler, antioksidan maddenin oksidan maddeyi indirgeme
yetenegini renk farklilasmasi seklinde 6lgen yontemler ise ET temelli yontemler olarak
tanimlandirilmaktadir [59]. HAT temelli reaksiyonlar; ¢oziicli-pH etkisinden bagimsiz ve
cok kisa bir siirede gergeklesirken ET temelli reaksiyonlar ise ¢oziicii-pH etkisine bagl

olarak ve yavas bir sekilde gerceklesmektedirler [62].

Antioksidan kapasiteyi 6lgmek i¢in gelistirilmis baz1 yontemler asagidaki gibidir;

e MDA Olusumunun Inhibisyonu Yntemi
e Demir (III) Indirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Ydntemi
e Tiyosiyanat Yontemi

e Floresans Sonme Zamani Y Ontemi
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e Toplam Fenolik Madde Tayini Y ontemi

e Toplam Antioksidan Cevap (TAR) Tayin Y ontemi

e Trolox Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC) Y ontemi

e DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi Yontemi

e Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi (ORAC) Yontemi

e Bakir (II) indirgenme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yontemi

Bu ¢alismada bitki ekstraktinin antioksidan kapasitesi DPPH (1,1-difenil 2-pikril hidrazil)
radikali yakalama aktivitesi, Toplam fenolik madde miktar1 tayini ve CUPRAC metodu
yontemleri ile arastirilmistir. Yontemlerle ilgili ayrintili bilgi materyal ve metod

boliimiinde verilmigtir.
2.7. Antimikrobiyal Maddeler

Cok eser miktarlarda olduklarinda bile mikroorganizmalarin gelisimlerini engelleyebilen
biyolojik kokenli ikincil metabolitlere “Antimikrobiyal Maddeler” denir. Bu maddelerden
mikroorganizmay1 Oldiirenlere  “bakterisit” veya “fungisit”, mikroorganizmalarin

cogalmasini engelleyenlere “bakteriostatik™ veya “fungustatik denilmektedir [63-65].

Antimikrobiyal maddelerden bitki kokenli olanlar bitkinin yaprak, tohum, cicek, kdk veya
meyve kisimlarindan elde edilmektedir [66, 67].

Giliniimiliz antimikrobiyal maddelerine karst mikroorganizmalarin gelistirdikleri ciddi
diren¢ mekanizmalar insan saghigini giderek daha da tehdit etmektedir. Bundan dolayi ilag
iireticileri her gecen y1l farkli antibiyotikler iiretmek i¢in yarigmaktadirlar. Bununla birlikte
antimikrobiyal ilaclarin da i¢inde yer aldigi maddelerin yaklasik %80°’1 bitki kokenli
maddelerdir [68]. Bu anlamda bitkilerin igerdikleri antimikrobiyal yeni maddeleri bulmak
ve aktivitelerini tespit etmek her gegen gilin daha da 6nem kazanmaktadir [69]. Kald1 ki bu

bitkilerin birgogu kirsal kesimlerde geleneksel halk ilac1 olarak kullanilmaktadir.

Antimikrobiyal ya da antibiyotik olarak kullanilacak bir maddede aranan en adnemli
ozellik  “secici  toksisite”dir. Tedavide kullanilan antimikrobiyallerin  diisiik
konsantrasyonlar da bile c¢ok az toksik olmasi ve memeli hiicrelerinden ¢ok

mikroorganizmalar1 hedef almas1 gerekmektedir. Bu anlamda, viriisler konak hiicre igine
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yerlestiklerinden konaga zarar vermeden viriisii etkilemek olanaksiz oldugundan segici
toksitesinden s6z etmek miimkiin degildir. Mantarlar ise Okaryotik hiicre yapisinda
olduklarindan gene onlara karsi da tam bir selektif toksik etki gosteren antimikrobiyal

madde bulmak olduk¢a zordur [70].

2.7.1. Antimikrobiyal etki tayin yontemleri

Antibiyotik duyarlilik ya da antimikrobiyal etki deneylerinde "diflizyon" ve "diliisyon"

olmak tizere iki farkli test yontemi uygulanmaktadir [71].

A. Diflizyon testleri

1. Disk difiizyon testi: Laboratuarlarda antimikrobiyal etkinligin belirlenmesinde en sik
kullanilan yontemlerden biri disk difiizyon testidir. Kirby-Bauer tarafindan gelistirilen bu
ucuz ve uygulamasi kolay olan yéntem ayni zamanda bu bilim adamlarinin isimleriyle de
anilmaktadir (Sekil 2.5). Bu testte, oncelikle kimyasal madde emdirilen kagit diskler
antibiyotik duyarlilii arastirilan mikroorganizmanin ekildigi besiyerine yerlestirilir. Kagit
diskler belirli bir zaman gectikten sonra ¢oziinerek besi yerindeki agara dogru difiize
olurken, ekilmis olan mikroorganizmalar da ¢ogalmaya baslamistir. Kisa bir inkiibasyon
stirecinden sonra mikroorganizma maddeye ne kadar duyarl ise, diskin etrafinda olusan
inhibisyon zonu da o kadar genis olacaktir. Olusan inhibisyon zonunun ¢api mm cinsinden
Olctilerek, standart zon tablolariyla karsilastirilarak, mikroorganizmanin kullanilan

antimikrobiyal maddeye kars1 duyarlilik dercesi belirlenmis olur [72].

Sekil 2.5. Disk difiizyon testi [73]
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2. E-test: Epsilometer-test, kat1 besiyerinde difiizyon yoluyla Minimum Inhibitor
Konsantrasyonu (MIK) degerlerinin saptanmasi prensibine dayanan bir test yontemidir.
Herhangi bir mikroorganizmanin iiremesini énleyen en diisiik ila¢ konsantrasyonu MIK
degeri olarak bilinmektedir. Bu test yonteminde test edilecek mikroorganizma 0,5
McFarland yogunluga getirilip Miiller-Hinton agar yiizeyine steril bir ekiivyonla yayilir.
Daha sonra agar yiizeyine, belli bir antibiyotik gradienti igeren E-test seritleri denen
Olcekler yerlestirilir (Sekil 2.6). Petriler 18 ila 24 saatlik siirelerde 35°C'de inkiibasyona
birakilip MIK degerleri 6lgiiliir. Buradaki MiK degeri sekil 2.6°da da goriildiigii gibi serit
etrafinda olusan inhibisyon hattinin serit iizerindeki milimetrik 6lgekle kesistigi noktadadir

[74].

Sekil 2.6. Epsilometre-test (E-test) [74]

B. Diliisyon testleri

Herhangi bir antimikrobiyal maddenin herhangi bir mikroorganizmanin {iremesini inhibe
ettigi veya onu 06ldiirdiigii minimum konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in yapilan test
yontemleridir. Dillisyon testleri yapilma sekline bagli olarak "tiip diliisyon" ve "agar

diliisyon" seklinde baslica iki sekildedir [75] (Sekil 2.7).
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Tup dilisyon testi

Madde konsantrasyonu(ug/mL)

Ll— Buyume yok _—
64 32 16 8 4 0.5
y
—

Agar dilisyon testi

32 ng/mL

Sekil 2.7. Tiip ve agar diliisyon testleri [75]

1. Tiip diliisyon testi: Tiip diliisyon yontemi kendi igerisinde makro ve mikro olmak {izere
iki sekilde uygulanabilmektedir. Iki ydntemin prensibi de ayn1 olup makrodiliisyonda test
tiiplerinin, mikrodiliisyonda ise U ya da V tabanli mikroplatlerin kullanilmasi tek farktir.
Tiip diliisyon testinde kalsiyum ve magnezyum eklenmis Mueller-Hinton Buyyon besiyeri
olarak kullanilmaktadir. Ozel ¢éziiciileri i¢inde hazirlanan test edilecek antibiyotiklerin s1vi
besiyerinde diliisyonlar1 yapilir. Mikroorganizmalarin standart bir miktar1 (1x10° CFU/ml)
hazirlanip, antimikrobiyal maddenin ¢esitli diliisyonlarini igeren tiiplere esit miktarlarda
koyulur. Bununla birlikte hi¢ antibiyotik icermeyen, iiremenin gostergesi olan kontrol
tiiptine de ayn1 miktarda mikroorganizma koyulur. Mikroorganizma koyulmamis, sadece
besiyeri konmus bir tlip de besiyeri kontrolii olarak hazirlanir. Bir gecelik inkiibasyondan
sonra besiyerleri mikroorganizma {iiremesini gosteren bulaniklik yoniinden incelenir.
Mikroorganizmanin iireyemedigi, tiiplerde bulanikligin goriilmedigi en diisik madde

konsantrasyonu, “Minimum Inhibitér Konsantrasyon” (MIK) olarak l¢iiliir [75].

2. Agar diliisyon testi: Bu yontemin uygulanist ile tiip diliisyon testi neredeyse birbirinin
aynisidir. Tek fark, sulandirilimig antibiyotik diliielerinin tiip yerine agar i¢ine konmasi ve
petri plaklarina dokiilmesidir. Bu sekilde her petri plaginda antibiyotik maddenini farkli
konsantrasyonlar1 bulunmus olur. Bu yontemde de besiyeri olarak Mueller-Hinton agar

kullanilmaktadir. Oncelikle test edilecek mikroorganizmanin yogunlugu 0,5 McFarland
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bulanikligina ayarlanir ve bunu takiben 1:10 oraninda sulandirmayla 10’ CFU/ml elde
edilmis olur. Bu bakteri siispansiyonundan alinan 1-2 ml’lik 6rnek petrilere ekilir ve
plaklar 35C"'de 18-24 saat siireyle inkiibasyona birakilir. Uremenin olmadigi en diisiik
antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlenir [75].

2.8. Plazmid DNA

Plazmid, kromozomal DNA'dan fiziksel olarak ayrilan ve bagimsiz olarak ¢ogalabilen bir
hiicre i¢indeki kiigiik DNA molekiiliidiir. Yaygin olarak bakterilerde kiiciik dairesel veya
cift sarmalli DNA molekiilleri halinde bulunurlar (Sekil 2.8). Bununla birlikte, plazmidler
bazen archaea ve Okaryotik organizmalarda da bulunurlar. Dogada, plazmidler siklikla
antibiyotik direnci gibi organizmanin hayatta kalmasina fayda saglayabilecek genleri
tasirlar [76]. Kromozomal DNA oldukca biiylik olup normal kosullar altinda yagamak icin
gerekli tim genetik bilgileri igerirken, plazmidler genellikle ¢ok kiicliktiir ve sadece belirli
durumlar veya belirli kosullar altinda organizmaya faydali olabilecek ilave genleri igerir
[76]. Ornegin, bulunduklar1 bakterilere antibiyotik direncini, viriilansin1 ve bakterinin

metabolik kapasitesini degistirebilecek fonksiyonlar kazandirabilmektedirler [77].

1.50%1.50(m) Z-Max 1.00 (nm)
plasmid DNA

Sekil 2.8. Plazmid DNAya ait elektron mikroskobu gérﬁntﬁlri [78]

Plazmidin biyiikligi 1 ila 200 kbp arasinda degigmektedir ve tek bir hiicrede aymi
plazmidlerin sayisi, bazi kosullar altinda bir ila binlerce arasinda degisebilir [79].

Plazmidler, ¢ogunlukla konjugasyon yoluyla bir bakteriden digerine iletilir. Viriislerin
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aksine (genetik materyallerini bir kapsid adi verilen koruyucu bir protein kap i¢inde tutan),
plazmitler "¢iplak" DNA'dir ve genetik materyali yeni bir konak¢iya transfer etmek igin

gereken genleri kodlamazlar [79].

Rekombinant DNA teknolojisinde bakterilerde dogal olarak bulunan plazmidlerden ziyade,
in vitro kosullarda ve amaca uygun olarak kendilerine istenilen 6zel 6zellikler katilarak

hazirlanan suni plazmidler (pBR322, pUC8/9 ve digerleri) tercih edilmektedir [80].

Plazmid DNA, elektroforezde 3 farkli formda gozlenebilirler. Molekiil agirliklart aym
olmasma karsin bu ii¢ formun jeldeki gogleri farkhidir. Bu farklilik agaroz
konsantrasyonuna bagli olmakla beraber uygulanan akima, tamponun iyonik kuvvetine ve
Form I’in yogunluguna da baglidir. Bozulmamis olan siipersarmal formda (Form I), yiik
yogunlugu fazla hacmi de diisiik oldugu icin jelde en hizli hareket eder. Eger DNA’nin bir
zincirinde bir kesim meydana gelirse gevsek sarmal form (Form II) olusur ve yogunlugu
daha az oldugu i¢in daha yavas hareket eder. Eger iki zincirde kesilirse Form I ve Form II

arasinda hareket eden bir dogrusal form (Form III) olusacaktir [76] (Sekil 2.9).

Gevsek dairesel form
(Form 1)

DNA'nin ﬂ
elektroforezdeki Dogrusal form :i-_,‘_C_;) ;
gog yonii (Form I11) RE

Siipersarmal form
(Form1)

Sekil 2.9. Plazmid DNA formlar1 ve agaroz jeldeki goriintiileri [76]
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan bitki

Arastirma materyali olarak secilen C. longiflorus subsp. longiflorus 6rnekleri tiiriin dogal
olarak yayilis gosterdigi Tortum Golii ¢evresindeki agik ve kayalik alanlardan 2014 yilinda
cigeklenme periyotlarinda (Nisan-Haziran) toplanmistir (Resim 3.1). Tiirlin taksonomik
tanimlamas1 Davis (1972) [25], ve Richardson (1975)’e [81] gore yapilmistir. Taze bitki
ornekleri kiiclik pargalara boliinerek golgede kapali bir ortamda kurutulmustur (Resim 3.2).
Kurutulmus bitki 6rnekleri analiz edilinceye kadar bez torbalarda saklanmistir. Sonra bu
kurutulmus 6rnekler toprakalti1 ve toprakiistii olmak {izere ayrilarak 6giitiilmiis ve kimyasal

analizlerde kullanilmistir. Bitki Orneklerinin bir kismi da herbaryum OGrnegi haline

getirilmistir.
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Resim 3.2. Bitki 6rnekleriin kurutulma asamaéi |
3.1.2. Kullamlan mikroorganizmalar

Antimikrobiyal aktivite calismalarinda; standart bakteri tiirleri olarak Gram pozitif
(Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Bacillus cereus ATCC 7064) Gram negatif
(Escherichia coli W3110, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) ve bir maya (Candida
albicans ATCC 10231) kullanilmistir.

3.1.3. Kullanilan kimyasal madde ve ekipmanlar
Deneylerimizin tamami Amasya Universitesi Egitim Fakiiltesi Hazirlik ve Uygulama

Laboratuvarina ait ekipmanlarla yapilmistir (Resim 3.3). Ekipmanlar ve markalarina ait

bilgiler Cizelge 3.1°de verilmistir. Ayrica arastirmamizda kullanilan tiim kimyasal
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maddeler istenilen analitik saflikta olup, Sigma, Aldrich, Merck ve Oxoid gibi firmalardan

temin edilmistir.

Tabloda verilen ekipmanlarin diginda; cesitli 6l¢eklerde balon jojeler, pensler, farkl: tip ve
biiyiikliikte petriler, ekiivyon ¢ubuklari, cam tiipler, erlenler, enjektorler, membran filtreler,
filtre kagitlari, cesitli antibiyotik diskleri, NH4SCN, FeCl,, C Vitamini, AlCl;, Linoleik
asit, Hekzan, Etanol, Metanol, Na,COs;, Gallik asit, HCI, BHT, BHA, DPPH gibi bir¢ok

ekipman ve kimyasallar ayni laboratuvardan temin edilerek kullanilmistir.

Resim 3.3. Amasya Universitesi Egitim Fakiiltesi Hazirlik ve Uygulama Laboratuvart



Cizelge 3.1. Calismalarimizda kullanilan cihazlarin marka ve modelleri

NO CiHAZ ADI MARKA ve MODEL

2 Rotary Evaporator IKA HB10 DIGITAL

4 Spektrofotometre THERMO SCIENTEFIC 10S

6 Elektroforez Sistemleri PEQLAB

8 Isitic1 Manto MTOPS MS-E

10  Otoklav NUVE STEAMART NC 40M

12 Jel Gortntiileme Sistemi UVP PHOTODOC-IT 60

14  Inkiibator NUVE EN400

16  Derin Dondurucu (-80°C) NUAIRE NU-9483E

18  Manyetik Karistirict IKA RCT BASIC

20  Transilliiminator (UV) CLEAVER VIEW UV

19
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3.2. Metod

3.2.1. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

Toprakalt1 ve toprakiistii olmak {tizere iki grupta kurutularak hazirlanan ve bitki
degirmeninde Ogiitiilerek toz haline getirilen bitkiden 100 g tartilip soxhlet kartusu
icerisine koyulmustur. Soxhlet kartusu soxhlet ekstraktoru igerisine yerlestirildikten sonra
diizenek kurulmustur (Resim 3.4). ilk olarak 8 saat siire ile hekzan ekstraksiyonu yapilmis
ve yagimsi maddeler uzaklastirilmistir. Bu islemden sonra kartus i¢erisindeki materyal acik
havada tiim hekzan ucana kadar bekletilmistir. Daha sonra materyal tekrar kartus i¢erisine
koyulmus ve 8 saat siire ile saf etanol ekstraksiyonu yapilmistir. Ekstraksiyon isleminden
sonra saf etanoliin biiyiik bir kismu1 diisiik basing altinda 40°C sicaklikta uzaklastirilmistir.
Tiim etanolun uzaklagsmasi beklendikten sonra ayni islemler metanol ile yapilmistir. Tim

organik c¢oziiciilerden elde edilen toprakalti ve toprakiistii ekstreleri deneylerde

kullanilmak tizere +4°C’de saklanmuistir.

A
4 g
ETE \

Resim 3.4. Bitki ekstraksiyonu i¢in hi}lénmls Soxhlet diizenegi
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Calismamizda C. longiflorus subsp. longiflorus bitkisinin degisik organik coziiciilerle
hazirlanmis toprakiistii ve toprakalt1 ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri DPPH yontemi,

toplam fenolik madde miktar1 hesaplama ve CUPRAC metotlar1 kullanilarak arastirilmistir.

3.2.2. DPPH (1,1-difenil 2-pikril hidrazil) radikali yakalama aktivitesi testi

Bu metodun prensibi antioksidan aktivitesini arastirdigimiz herhangi bir bitki ekstraktinin
DPPH radikaline baglanarak mor renginin agilmasi ve renk acilmasinin 517 nm’de
spektrofotometrik  Ol¢lilmesine dayanmaktadir [82]. Bu amagla oOncelikle degisik
konsantrasyonlar da C. longiflorus subsp. longiflorus bitki ekstreleri (50-400 pg/ml)
hazirlanmis ve 500 pl her konsantrasyon igin deney tiiplerine konulmustur. Deney
tiiplerinin tizerine 3000 ul DPPH c¢ozeltisi ilave edilmistir. Karisim vorteksle kuvvetlice
karigtirildiktan sonra 30 dk. oda sicakliginda ve karanlikta bekletilmistir. Bu siirenin
sonunda her bir karisimin absorbanslar1 spektrofotometrede 517 nm’de okutulmustur. Bu
degerlerden yararlanarak bitki ekstraktlarmin DPPH serbest radikalinin yarisinin
siipuiriildiigi andaki konsantrasyonu (ICsg) degerleri hesaplanmistir. Sonuclar sentetik
antioksidan olan gallik asit ile kiyaslanarak % inhibisyon-konsantrasyon grafikleri

cizilmistir [83].

% DPPH radikali giderme aktivitesi asagidaki formiille hesaplanarak belirlenmistir;

o _ Kontrol Grubunun Absorbansit — Ornek Absorbanst
%DPPH Radikali Giderme Aktivitesi = Kontrol Absorbanst x 100

3.2.3. Toplam fenolik madde miktar tayini

C. longiflorus subsp. longiflorus bitkisinin degisik organik c¢oziiclilerle hazirlanmig
toprakalt1 ve toprakiistii ekstraktlarinda bulunan fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu
reaktifi (FCR) ile total olarak belirlenmistir. Bu metot fenolik bilesikler ile FCR mavi yesil
renklerinde bilesik olusturmaktadir. Olusan bu renkli bilesik polifenolik madde miktariyla

dogru orantilidir ve 760 nm’de maksimum absorbans gosterir.

Calismamizda standart fenolik bilesik olarak gallik asit kullanildigindan oncelikle gallik

asit standart grafigi hazirlanmistir. Bu amagla 1 mg gallik asit 1 ml organik ¢oziiclide
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(metanol) ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden sirasiyla 10, 20, 30, 40
ve 50 pl almarak deney tiiplerine aktarilmis ve son hacim saf etanol ile 2300 ul’ye
tamamlanmistir. Daha sonra deney tiiplerine 50 pul FCR ve 3 dk bekledikten sonra da 150
ul % 2’lik Na,CO; ¢ozeltisi ilave edilmistir. Son karisim yaklasik 2 saat oda sicaklifinda
calkalanarak inkiibe edilmistir. Siire sonunda 760 nm’de numunelerin absorbansi
okunmustur. Bitkiden elde edilen farkli organik ¢oziicli ekstraktindaki toplam fenolik
bilesik miktarlarimi 6lgmek icin Once stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. Stok ¢ozelti
hazirlanirken 1 mg bitki ekstrakti 1 ml ilgili organik ¢6ziiclide ¢ozlilmiis ve stok ¢ozeltiden
100 pl almarak deney tiiplerine konulmustur. Gallik asit i¢in yapilan islemlerin aynisi
tekrarlanarak elde edilen sonuglar olusturulan gallik asit standart grafiginden elde edilen

sonuglarla karsilastirilarak bitki ekstrelerinin fenolik madde miktarlari tayin edilmistir [84].
3.2.4. CUPRAC metodu

Bu metot; Cu (II) kloriir ¢6zeltisi, neokuproin ¢ozeltisi ve amonyum asetat (pH=7
tamponu) c¢ozeltilerinin karistirllmasindan sonra, iizerine tayin edilecek herhangi bir
antioksidan ¢ozeltisi ilave edilmesi ve bunu takip eden 30 dakika sonunda absorbansin 450

nm’de reaktif koriine kars1 6l¢iilmesine dayanmaktadir [85].

Bu metod i¢in; icerisine sirastyla 1 mL 10° M CuCl,, 1 mL 7,5)(10'3 M Neocuproin ve 1
mL 1 M NH4Ac konulan tiiplere bitki ekstraktindan 0-3 g/ml konsantrasyon araliginda
olacak sekilde eklenmis ve son hacim 4,1 mL olacak sekilde iizerleri su ile
tamamlanmigtir. Tiipler 30 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildikten sonra 450
nm’de absorbans degerleri Olcililmiistiir. C. longiflorus subsp. longiflorus bitki ekstraktinin
grafikte lineer oldugu aralik tespit edildikten sonra molar absorplama katsayisi (€)
hesaplanmistir. Ayni islemler troloks i¢in de uygulanmis ve sonuglar troloks es degeri

antioksidan kapasite (TEAC) degeri seklinde asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmaistir.

TEAC=¢ (Bitki Ekstraktr) /€ (Troloks)
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3.2.5. Bitki ekstraktlarmin antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesi

S1v1 besiyerinde (Nutrient broth- NB) sulandirma yontemiyle yapilan ¢alismada, kiiltiirler
Sml NB’de 37°C’de 18 saat, 175 rpm ¢alkamali inkiibatérlerde ¢ogaltilmistir. Biiytitiilen
bakteri ve maya hiicreleri 1 ml’de yaklagik 106 hiicre olacak sekilde 50 ml NB’ye 0,5
McFarland bulaniklik standartlarina uygun olacak sekilde ilave edilmistir. Mikroorganizma
bulunan NB’den test tiiplerine 1’er ml ilave edilmistir. Uzerine uygun konsantrasyonlarda
bilesikler eklenip tiim tiipler yar1 yariya seri sulandirma yapilmistir. Seri sulandirma
yapilan tiipler 37°C’de 24 saat inkiibatorde inkiibasyona birakilip, bakteri biiyiimesinin
olmadigi son tiip MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) degeri olarak tespit

edilmistir. Calismada elde edilen MIK degerleri png/ml olarak gosterilmistir.

Calismamizin antimikrobiyal etki kisimlart MIK metodu uygulanarak yapilmistir. Standart
bakteri tiirleri olarak Gram pozitif (Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Bacillus cereus
ATCC 7064) Gram negatif (Escherichia coli W3110, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853) ve bir maya olan (Candida albicans ATCC 10231) suslar1 kullanilmistir.

Kullanilan komplekslerin stok soliisyonlar1 uygun konsantrasyonlarda hazirlanmistir.

Bakterilerin iiretilmesi ve MIK degetlerinin belirlenmesinde kullanilan siv1 besiyeri; 8 gr
Nutrient Broth (MERC) ve 1 L distile su ile karigtirilarak hazirlanmis ve otoklavda
121°C'de 15 dk steril edildikten sonra kullanilincaya kadar 4°C'de saklanmistir. Daha sonra

stok kiiltlirlerden 6ze ile alinan bakteri 6rnegi nutrient broth besiyerine ekimi yapilmistir.

3.2.6. Bitki ekstraktlarimin plazmid DNA iizerine etkisinin belirlenmesi

C. longiflorus subsp. longiflorus bitki ekstraktlarinin plazmid DNA iizerine etkisinin
belirlenmesi Babu ve ark. (2007)’na [86] gore agaroz jel elektroforezi metodu ile
yapilmistir. Bu amagla dncelikle hassas olarak tartilan 1 gram agaroz 100 mL TBE (1X)
tamponu bulunan bir beher igerisinde karistirilip mikrodalga firinda 5 dk isitilarak tiim
agarozun tampon ¢dzelti icerisinde ¢Oziinmesi saglanmistir. Cozeltinin sicakligi 55°C’ye
kadar diistiikten sonra igerisinde tarak bulunan tanka dokiilmiis ve tankin igerisindeki jelin
iyice sogumasi beklenmistir. Jel soguduktan sonra taraklar ¢ikarilmisg ve jel hazir hale

getirilmistir.
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DNA iizerindeki etkisine bakilacak bitki ekstreleri uygun miktarlarda karistirildiktan sonra
14 000 rpm’de 3 dakika santrifiij islemi yapilmistir. Daha sonra yapilan 37°C sicaklikta 2
saat slireyle inkiibasyon isleminden sonra hazirlanan 6rnek karisimdan mikropipet
yardimiyla alinarak jel ¢ukurlarina (kuyucuk) yiikleme yapilmistir. Yiikleme isleminden
sonra 100V 80 dk yiiriitme islemi yapilmis ve daha sonra jel EtBr (Etidyum Bromiir) ile
boyanarak goriintiileme sistemi yardimiyla bantlar goriintiilenmistir. Sonuglar DNA

formlariin parcalanma ytiizdesi olarak ifade edilmis ve yorumlanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada farkli organik ¢oziiciilerle (hekzan, etanol ve metanol) hazirlanmis C.
longiflorus subsp. longiflorus bitkisine ait toprakiistii ve toprakalti ekstraktlarinin
antioksidan kapasitesi DPPH (1,1-difenil 2-pikril hidrazil) radikali yakalama aktivitesi,
toplam fenolik madde miktar1 tayini ve CUPRAC metodu yontemleri kullanilarak
arastirilmistir. Bununla birlikte bitki ekstraklarinin antimikrobiyal etkinligi ile plazmid

DNA iizerine etkisine de bakilmustir.

4.1. Bulgular

4.1.1. DPPH radikali yakalama aktivitesi

C. longiflorus subsp. longiflorus bitkisine ait toprakiistii ve toprakalt1 ekstraktlarinin DPPH
radikali yakalama ya da sondiirmesine iliskin sonucglar Sekil 4.1 ve Cizelge 4.1°de
verilmigtir. Cizelge 4.1°deki sonuglara gore, farkli organik ¢oziiclilerle hazirlanan bitki
ekstraklarin DPPH radikal giderme aktivitelerinin ayni olmadigi goriilmiistiir. Toprakiistii
ve toprakalti hekzan ekstraktlarinin ICsy degerleri radikali sondiirme yetenekleri

olmadigindan hesaplanamamustir.

100
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Bitki Ekstraktlar1 (mg/mL)
TU Hekzan @TA Hekzan @TU Etanol © TA Etanol @ TU Metanol @ TA Metanol

Sekil 4.1. DPPH radikali yakalama aktivitesi (TU: Toprakiistii, TA: Toprakalt1)
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Hem toprakiistii hemde toprakalti metanol ekstraktlarmin daha diisiik konsantrasyonlarda
DPPH radikalini daha fazla sondiirdiigii i¢in antioksidan yeteneklerinin hekzan ve etanol
ekstraktlarina gore daha fazla oldugu sonucuna ulasilmistir. Ozellikle toprakiistii metanol
ekstraktinin 1Csy degeri 4,5 mg/mL olup en yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptir.
Toprakaltt metanol ekstraktinin ICsy degeri 5,7 mg/mL olarak belirlenmistir. Toprakdistii ve
toprakalt1 etanol ekstraklarinin ICso degerleri 8,6 mg/mL ve 7,3 mg/mL olarak
hesaplanmistir. Hem toprakiistii hem de toprakalti etanol bitki ekstraklarinin antioksidan

ozellikleri vardir. Ancak toprakalti ve toprakiistii metanol ekstraklar1 kadar giiclii degildir.

Cizelge 4.1. Bitki ekstraktlarinin ICsy degerleri

Bitki Ekstrakti ICs9 (mg/mL)
Toprakiistii hekzan ---*
Toprakiistii etanol 8,6
Toprakiistli metanol 4,5
Toprakalt1 hekzan ---*
Toprakalt1 etanol 7,3
Toprakalt1 metanol 5,7

*Hekzan ekstraktlarinin 1Cs, degerleri radikali sondiirme yetenekleri olmadigindan hesaplanamamustir.

4.1.2. Toplam fenolik madde miktar1 bulgular

Toplam fenolik madde igerigini hesaplamak amaciyla Gallik asit kullanilarak hazirlanan

standart grafigi Sekil 4.2°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. Gallik asit standart grafigi
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Bitki ekstraktlarinin fenolik madde igerigi Cizelge 4.2°de gosterilmektedir. Cigel 4.2°deki
sonuglara gore, toprakiistii ve toprakalti metanol ve etanol ekstraktlarinin toplam fenolik
madde igerigi hekzan ekstraklarina oranla daha yiiksek bulunmustur. Ozellikle de
toprakiistii (93,9 ug/mL) ve toprakalt1 (96,9 pug/mL) metanol ekstraktlarinin fenolik madde
icerigi diger bitki ekstraklarina gore daha yiiksek olarak tespit edilmistir. Toprakiistii etanol
(24,2 pg/mL) ve toprakalti (38,8 pg/mL) etanol ekstraktlarinin fenolik madde icerigi orta
seviyelerde oldugu belirlenmistir. Toprakiistii hekzan (21,8 pg/mL) ve toprakalti hekzan
(18,2 ng/mL) ekstraktlarinin fenolik madde igerigi ise oldukca diisiiktiir.

Cizelge 4.2. Bitki ekstraktlarinin fenolik madde icerigi

Bitki Ekstrakti Fenolik madde icerigi (ug/mL)
Toprakiistii hekzan 21,8
Toprakiistii etanol 24,2
Toprakiistli metanol 93,9
Toprakalti1 hekzan 18,2
Toprakalt1 etanol 38,8
Toprakaltt metanol 96,9

4.1.3. CUPRAC bulgulan

Bitki ekstraktlarin Bakir (II) indirgeme giicii troloks esdegeri olarak hesaplanmistir.
Troloks’a ait standart grafik Sekil 4.3 ve 4.4’de verilmis olup antioksidan 6zellik gdsteren
ekstraktlarin troloks esdegeri Cizelge 4.3’de gosterilmistir. Troloks’a ait €1 degeri 1,66 x
10*L.mol™".cm™ olarak hesaplanmistir. Toroloks esdegerlerine gore, en yiiksek antioksidan
ozellik toprakiistii (126 pmol/mg) ve toprakalt1 (132 pmol/mg) metanol ekstraktlarinda
gozlenmis olup diger antioksidan yontemlerde bulunan sonuglarla paralellik
gostermektedir. Toprakiistli etanol ekstraklarinin toroloks esdegeri 72 umol/mg olup orta
diizeylerde antioksidan 06zelligi vardir. Toprakalti (24 pmol/mg)ve toprakiistii (18

umol/mg) hekzan ekstraklarinin toroloks esdegerleri oldukga diistiktiir.
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Cizelge 4.3. Bitki ekstraktlarinin troloks esdegeri antioksidan kapasiteleri

Bitki Ekstrakti Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi
umol (troloks)/mg (ekstrakt)
Toprakiistii hekzan 18
Toprakiistii etanol 72
Toprakiistli metanol 126
Toprakalti1 hekzan 24
Toprakalt1 etanol 36
Toprakaltt metanol 132

4.1.4. Antimikrobiyal etki bulgularn

Toprakalti hekzan ekstraktlarmin MIK degerleri Gram negatif bakterilerde (Escherichia
coli W3110, Pseudomonas aeruginosa) 375 ng/ml, Gram pozitif bakterilerde (Bacillus
cereus ATCC 7064, Staphylococcus aureus ATCC 6538P) 750 pg/ml, maya mantarinda
(Candida albicans ATCC 10231) 1500 pg/ml olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara gore,
toprakalti hekzan ekstraktlarinin incelememizde kullandigimiz Gram pozitif ve negatif
bakteriler lizerinde en gii¢lii antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.4).
Bunun yaninda toprakalti hekzan ekstraklarinin maya mantar1 (Candida albicans MIK

degeri 1500 pg/ml) lizerindeki etkisinin bakterilere oranla daha az oldugu goriilmektedir.

Toprakiistii hekzan ekstraklarmin MIK degerleri Gram negatif bakteriler ve maya
mantarinda 1500 pg/ml olarak bulunmustur. Bu verilere gore, toprakiistii hekzan
ekstraklarida Negatif bakteriler (Escherichia coli (W3110), Pseudomonas aeruginosa) ve
maya mantar1 (Candida albicans) lizerinde antimikrobiyal bir etkiye sahiptir. Toprakiistii
hekzan ekstraklarmin MIK degerleri Gram pozitif bakterilerde (Bacillus cereus ATCC
7064 ve Staphylococcus aureus ATCC 6538P) 3000 pg/ml oldugundan bu bakteriler

iizerinde herhangi bir etki gésterememistir.

Toprakiistii ve toprakalti metanol ekstraklarinin MIK degerleri Gram pozitif, Gram negatif
ve maya mantarinda 3000 pg/ml oldugundan hem bakteriler hem de mantar {izerinde

antimikrobiyal etkisi goriilmemistir.
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Toprakiistii etanol ekstraklarinin MIiK degerleri Gram pozitif ve negatif bakteriler ve
mantar i¢in 3000 pg/ml olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara gore, toprakiistii etanol
ekstraklarinin hem Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler hemde maya mantar1 tizerinde
antimikrobiyal etki gosteremedigi belirlenmistir. Sadece toprakalti etanol ekstraklarinin

Bacillus cereus i¢in MIK degeri 1500 pg/ml olup antimikrobiyal etkiye sahiptir.

Cizelge 4.4. Bitki ekstraktlarmin farkli organizmalar iizerindeki MIK degerleri (pg/ml)

Escherichia  Pseudomonas Bacillus Staphylococcus ~ Candida
Uygulamalar ~ €0l aeruginosa cereus aureus albicans
(W3110) (ATCC 27853) (ATCC7064) (ATCC 6538P) (ATCC 10231)
Toprakiistii 1500 1500 3000 3000 1500
hekzan
Toprakalti 375 375 750 750 1500
hekzan
Toprakiistii 3000 3000 3000 3000 3000
etanol
Toprakalti 3000 3000 1500 3000 3000
etanol
Toprakiistii 3000 3000 3000 3000 3000
metanol
Toprakalti 3000 3000 3000 3000 3000
metanol
DMSO >5000 >5000 >5000 >5000 >5000

4.1.5. Plazmid DNA iizerine etki bulgular:

Agaroz jel elektroforezinde siipersarmal DNA agik halkasal ve lineer formdan daha hizli
go¢ etmektedir. Eger bir bag kirilirsa sliper sarmal form agaroz jelde daha yavas goc¢ eden
acik halkasal forma doniismektedir. Cift bag kirilmasi durumunda ise lineer form olusur. 1
ve 2 numarali hatta bulunanlar kontrol grubuna aittir (Sekil 4.5). Toprakiistii hekzan (Hat
3) ve toprakiistii metanol (Hat 7) ekstraktlarinin pBR322 {izerinde herhangi bir etkisi
goriilmemigstir. Toprakiistii etanol (Hat 5) ve toprakalti etanol (Hat 6) ekstraktlar1 agik
halkasal formu tamamen ortadan kaldiric1 yonde etki etmistir. Toprakalti metanol ekstrakti
(Hat 8) ise acik halkasal yapi iizerinde pargalayict yonde etki gostermistir. Toprakalti
hekzan ekstraktinin da (Hat 4) acgik halkasal formun konsantrasyonunu artiric1 yonde etki

gosterdigi belirlenmistir.
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Sei .5. Aoroz Jel elektroferez goriintiisii
4.2. Tartisma

Bitkiler veya bitkiden elde edilen iirlinler, ¢ok eski zamanlardan beri gida takviyesi olarak
kullanilmistir. Giinlimiizde hala bazi iilkelerde bazi hastaliklarin (kronik hastaliklar)
Onlenmesi ya da iyilestirilmesi i¢in modern diyet programlarinda onerilmektedirler [87,
88]. Bircok calisma, bazi bitkilerin veya bitki tlirevli iiriinlerin, dejeneratif ve kronik
hastaliklarla baglantili olan antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuar ve antikanserojen
aktiviteler gibi ilgin¢ biyolojik aktivitelere sahip oldugunu ortaya koymustur [89-93]. Bu
bilgi, insan saghigini iyilestirmek i¢in kullanilabilecek alternatif gida katki maddeleri veya
ilaglarin gelisimini baslatmak i¢in bir model olusturabilecek yeni bitkilerin veya bitki

tiirevli tirlinlerin arastirmalarindaki artis1 tesvik etmistir [94].

Tibbi bitkilerin total ekstrelerinin veya toprakalti ve toprakiistii gibi cesitli kisimlarinin
farkli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstreleri ve bunlarin tek tek bilesenlerinin farmakolojik ve

biyolojik aktivite 6zellikleri sayisiz ¢alismalarda arastirilmistir [95-98].

Insan dietinde flavonoidler polifenolik bilesiklerin en yaygin grubudur ve bunlar bitkilerde
bol miktarda bulunurlar. Flavonoidler antioksidan, antiviral ve antimutagenik etki gosterir.
Ornegin, quercetin, anti-enflamatuar ve antioksidan 6zelliklere sahip olabilen bitki kdkenli
flavonoiddir [99]. Zengin flavonoid igerigi olan bitkiler, bir organizmanin genel
antioksidan kapasitesini arttirmaya ve onu lipit peroksidasyonuna karst korumaya yardime1

olacak degerli bir antioksidan kaynagi olabilir [100].

Tirkiye farkli iklim ve ekolojik kosullara sahip oldugundan bitki cesitliligi acgisindan
diinyanin en zengin {ilkelerinden birisidir [94]. Caprifoliaceae (Hanimeligiller) familyasina

ait olan C. longiflorus subsp longiflorus Tirkiye'de “kirmizi kantoron” olarak bilinen bitki
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Kuzey, Giiney ve Orta Anadolu Bolgeleri’nde yaygin olarak yayilis gostermektedir [100].
Bitkinin toprakiistii ve kok kisimlarinin geleneksel Tiirk tibbinda yatistirici, antispazmodik,
antiolitik, ailesel hiperkolesterolemi, koroner arter hastaligi ve kolon kanseri gibi
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir [101, 30]. Bu bitki ile
yapilan fitokimyasal ¢aligmalar, igeriginde bir¢ok iridoid, monoterpen ve gliseridik asidin

oldugunu ortaya koymustur [32].

Yapilan bir¢cok arastirmada, Centranthus tiirlerinin antioksidan ve enzim inhibitor
ozelliklerine sahip oldugu bildirilmistir. Ornegin; C. longiflorus dahil 6 farkl tiirden elde
edilen etanol ekstraktlar1 konsantrasyona bagli olarak siiperoksit anyon radikal temizleme
aktivitesi gostermistir [102]. Tirkiye kokenli iki bitki ile (C. longiflorus ve Cerinthe minor
L.) yapilan enzim inhibitor aktivitesi, total fenol ve flavonoid igerigi ve antioksidan
aktivite calismast sonucunda; ekstraklarinin en yiiksek antikolinesteraz aktivitesi
sergiledigi ve her iki bitkinin de yiiksek derecede radikal temizleme aktivitesi gosterdigi
tespit edilmistir [94]. Baska bir ¢alismada ise C. longiflorus'un farkli bitki kisimlarmin
etanol ve su ile hazirlanan ekstrelerinin Staphylococcus epidermis'e kars1 antibakteriyel
aktivite gosterdigi ve etanol ekstrelerinin su ekstrelerinden daha etkili oldugu belirlenmistir

[101].

Oksidatif stres, kanser, kardiyovaskiiler bozukluklar ve norodejeneratif hastaliklar dahil
olmak iizere bir¢ok akut ve kronik hastalikta goriilmektedir. Antioksidan ve oksidasyon
arasindaki dengeyi korumak, saglikli bir biyolojik sistemin korunmasinda esastir [103,
104]. Tibbi bitkiler oOzellikle fenolik asitler, flavonoidler ve tanenler gibi zengin
antioksidan aktivitesi olan dogal antioksidan kaynaklaridir [98, 105]. Calismamizin bir
bolimiinde; C. longiflorus subsp. longiflorus bitkisinin ¢esitli kisimlarimin farklh
coziiclilerle hazirlanmis eksraktlarinin  antioksidan kapasitesine bakilmistir. Sonucta
toprakiistii ve toprakaltt metanol ekstraklarinin oldukca yiiksek antioksidan kapasiteye
sahip oldugu bulunmustur. Benzer bir calismada C. longiflorus L. ekstraktlarinin
antioksidan kapasitesine Ters faz-yiiksek performansl sivi kromatografisi (RP-HPLC) ve
ferrik indirgeyici antioksidan giici (FRAP) ile bakilmis ve sonugta bitkinin giiclii
antioksidan aktivite sergiledigi ve yiiksek diizeyde antioksidan bilesikler igerdigi tespit
edilmistir [94]. Calisma sonucunda bizim sonuc¢larimiza benzer olarak, bu bitkinin

eczacilikta ve gida endiistrilerinde hammadde olarak kullanim potansiyeli olan zengin
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fenolik kompozisyonlara sahip oldugu, antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteler gosterdigi

vurgulanmugtir.

Fenolikler veya polifenoller, bitki sekonder metabolitleridir ve redoks aktif metal
iyonlarin1 selatlayarak, lipit serbest radikal zincirlerini etkisiz hale getirerek ve reaktif
oksidanlara hidroperoksit doniisiimiinii O6nleyerek antioksidan aktiviteleri nedeniyle ¢ok
onemlidir. Calismamizda 06zellikle metanolle hazirlanan toprakiistii ve toprakalti
ekstraklarinin 6nemli antioksidan aktivite ve toplam fenolik iceriklere sahip oldugu
belirlenmistir. Bu anlamda bizim ¢alismamizin sonuglarina paralel olarak Hassan ve ark.
(2013) [106], Yen ve ark. (1996) [107] ve Hertog ve ark. (1993)’nin [108] da yaptiklari
caligmalar1 sonucunda metanoliin, antioksidanlarin ekstraksiyonu igin yaygin olarak

kullanilan ve etkili bir ¢6ziicii oldugunu belirtmislerdir.

Makki ve ark. (2015)’nun [101] Eryngium creticum Lam. ve C. longiflorus L. bitkilerinin
sulu ve etanolik ekstraktlarinin bes farkli bakteri susu (Staphylococcus epidermidis CIP
444, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Escherichia coli ATCC 35218 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) flizerinde
antibakteriyel aktivitesini degerlendirdikleri ¢alisma sonucunda su ekstraktinin her iki
bitkide etanol ekstraktina gore daha giiglii bir antibakteriyel aktivite gosterdigi rapor
edilmigtir [103]. Bizim c¢alismamizin antibakteriyel kisminda ise en giiclii antimikrobiyal
etkinin, bitkinin toprakalti hekzan ekstraklarinda oldugu belirlenmistir. Bu etkinin Gram
negatif bakterilerde Gram pozitif bakterilere oranla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu
durum Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin hiicre duvar yapilarinin birbirinden farkli
olmasindan kaynaklanabilir. Dolayis1 ile inceleme bitkimizden hazirlanacak bir
antimikrobiyal ilacin Gram pozitif bakterilerden daha ¢ok Gram negatif bakteriler {izerine

hazirlanmas1 daha uygun olacaktir.

Bir baska calismada, Liibnan C. longiflorus bitkisinde biliylime periyodunun kimyasal
bilesim {izerindeki etkisi ile in vitro antioksidan ve anti-proliferatif o6zelliklerinin
incelenmesi amag¢lanmistir. Antioksidan etki icin DPPH ve H,O; radikal temizleme testleri,
anti-proliferatif etki icin ise rahim agz1 kanseri hiicre hattinda (HeLa) iizerinde ndtral
kirmiz1 sitotoksisite testi kullanilmistir. Sonugta, iki farkli C. longiflorus hasadinin farkl
kisimlarindan hazirlanan su ve etanol ekstraktlarinin, alkali, kumarin, saponin, flavonoid,

polifenoller, ugucu yaglar ve farkli konsantrasyonlarda indirgen sekerler icerdigi ve HeLa
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hiicre hattinin yasayabilirligini zamana ve doza bagimli (0-250 uM) bir sekilde inhibe
ettigi gozlemlenmistir [109].

Cesitli calismalar saponinler, flavonoidler, fenoller ve tanenlerin antikanser ve antioksidan
aktivitelerinde 6dnemli rol oynadigint gostermistir [110-113]. Bizim ¢alismamizda da elde
ettigimiz antioksidan etkilerin kullandigimiz ekstraklarinin tanenler, flavonoidler, fenoller

ve saponinler varligindan ileri geldigini diistinmekteyiz.

Zengin ve ark. (2016)’nin [94] C. longiflorus subsp. longiflorus ve Cerinthe minor subsp.
auriculata (Ten.) Domac bitkilerinin ekstraktlar1 ile yaptiklar1 ¢aligmada; antioksidan
aktivite i¢in fosformolibden, serbest radikal temizleme aktivitesi ve demir iyonlarindaki
metal selatlama aktivite testleri yapilmistir. Ayrica ekstraklarin enzim inhibitér aktivite
etkilerini test etmek i¢in kolinesteraz, tirosinaz, a-amilaz ve a-glukosidaz gibi enzimler
iizerinde ¢alisilmistir. Sonug olarak organik ¢oziiciilerle hazirlanan ekstraktlarin en yiiksek
anti-kolinesteraz (AChE ve BChE) aktivitesi gosterirken, sulu ekstraktlarin énemli bir
Tirozinaz inhibe edici aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle metanol ile hazirlanan
ekstraktlarin daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi gdzlenmistir [94]. Bu sonuglar da

bizim bulgularimizla uyum igerisindedir.

Antioksidan bilesiklerin indirgeme giiciinii belirlemek i¢in yaptigimiz DPPH ve CUPRAC
testleri sonucu elde ettigimiz sonuglart; C. longiflorus subsp. longiflorus ekstraktlarimin
elektron verici olarak islev gorebilecegi ve dolayisiyla serbest radikallerle reaksiyona
girebilecegi, onlart daha kararli iiriinlere dontistiirdiigli ve serbest radikal zincir
reaksiyonunu sonlandirdigr seklinde yorumlanabilir [114, 115]. DPPH ve CUPRAC
testlerinden elde ettigimiz bulgulara gore, toprakiistii ve toprakalti1 metanol ekstraklarmin

antioksidan aktivitelerinin diger ekstraklardan daha gii¢lii oldugu bulunmustur.

Liibnan'da yetisen C. longiflorus bitkisinin primer fitokimyasal taramasinin yapildigi bir
calismada bitkinin su ve metanol ile hazirlanan total ekstrelerine, ii¢ farkli in vitro test
(DPPH, H,0;, ve demir selatlama) uygulanmistir. Fitokimyasal taramadan elde edilen
sonuglar; flavonoidler, fenoller, ugucu yaglar, alkoloitler ve terpenoidlerin varligini
gostermistir. Diger yandan, C. longiflorus'un DPPH testi % 80'e ulasan yliksek bir
antioksidan potansiyeline sahip oldugunu gostermistir. Ayrica, H,O, testinde bu

maksimum antioksidan aktivitenin %70 oldugunu goriilmiistir. Demir selatlama testi
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sonucu ise % 50'ye ulasan bir antioksidan aktivite gdstermistir. Sonug olarak, bu testlerin
hepsinden elde edilen sonuglar, bu bitkinin oksidatif stres ile ilgili farkli hastaliklarin

onlenmesinde ve tedavisinde kullanilabilecegini gostermistir [98].

C. longiflorus subsp. longiflorus’un icerik analizi ile yapilan bir arastirma sonucunda;
bitkinin toprakiistii kisimlarindan spektroskopik verilerin analizi ile aydmnlatilan ve
longiflorone olarak adlandirilan yeni bir iridolakton izole edilmistir. Daha Onceki
caligmalarda tarif edilen valtrate hidrin B8'in yapis1 ilk kez 2D NMR analizi ile bu
calismayla aciklanmistir. Ayrica tiim bunlara ilaveten patrinosid, kanokosit A, oleanolik

asit, sitosterol ve kersetin 3-0-rutinosit gibi 5 farkli bilesik daha elde edilmistir [32].

C. longiflorus subsp. longiflorus’un igerigi ile yapilan baska bir ¢alismada ise metanolik
kok ekstraktindan 4'-deoksidakosid A ve 4’ deoksidakosid C seklinde iki yeni iridoid
glikozit izole edilmistir. Bununla birlikte ti¢ iridoid glikozit (kanokosid A, kanokosid C ve
valerosidatum) ve bilinen iki fenilpropanoid glikozit (koniferin ve izokoniferinosid)
spektroskopik yontemlerle tespit edilmistir [33]. Bu farkli iridoid tiirleri, bizim
calismamizda elde ettigimiz yiiksek orandaki toprakalti antimikrobiyal etkileri agiklar

niteliktedir.

Centranthus longiflorus L. bitkisinin ig¢erigi ve in vitro biyolojik aktivitesi lizerine yapilan
benzer bir calismada ise; ters faz-yiiksek performansli sivi kromatogratisinde (RP-HPLC)
16 fenolik bilesenin oldugu ortaya cikartilmistir. Ayrica C. longiflorus L. bitkisinin su ve
metanol ekstrelerinin yiiksek diizeyde antioksidan bilesikler igerdigi ve giiglii antioksidan
aktivite sergiledigi, Mycobacterium smegmatis bakterisine karsi antimikrobiyal etki
gosterdigi sonucuna ulasilmistir. Tiim bu verilerden bitkinin oksidatif strese bagli ¢esitli
hastaliklarin Onlenmesi ve tedavisinde eczacilikta ve gida endiistrilerinde hammadde
olarak kullanim potansiyeli olan zengin fenolik kompozisyonlara, antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugu vurgulanmistir [116]. Bizim ¢alismamizin

sonucunda elde ettigimiz veriler de tiim bu sonuglarla paralellik gostermektedir.

Biiyiikokuroglu ve ark. (2002)’nin [117] C. longiflorus subsp. longiflorus ile yaptiklari
caligsma ile tiopental uyku, kafein kaynakli konviilsiyon ve zorla yiizme depresyon testleri
kullanilarak sedatif, antikonviilsan ve davrams degistirme aktivitesi agisindan

aragtirllmistir. Calisma sonucunda; su ile hazirlanan bitki ekstraktinin (100 mg/kg) etkileri
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diazepam ile karsilastirildiginda, diazepam (5 mg/kg) tarafindan iiretilenlere benzer sedatif
ve antikonviilsan etkiler gosterdigi tespit edilmistir [117]. Yine ayn1 ¢alisma ekibi baska
bir calismada, C. longiflorus subsp. longiflorus sulu ekstraktinin sican serebellar graniiler
hiicre kiiltiirlerinde glutamat kaynakli toksisitede noroprotektif etkisini arastirmislar ve en
etkili 500 ug/ml’lik uygulama grubu olmak iizere tiim dozlarda glutamatin neden oldugu

norotoksisiteyi dnemli dl¢iide bloke ettigi sonucuna ulagilmistir [118].

C. longiflorus subsp. longiflorus un saglam ve adrenalektomize edilmis sicanlar iizerindeki
sedatif etkisinin tiyopental uyku testi kullanilarak 6zellikle glukokortikoidler gibi adrenal
bez hormonlar1 iizerindeki iliskisini arastirildigi calisma sonucunda; adrenal bez
hormonlarinin, arastirilan ilaglarin yatistirict etkisini inhibe etmede 6nemli bir rol oynadigi

bulunmustur [30].

Ayrica calismamizda C. longiflorus subsp. longiflorus bitkisinin farkli kisimlarmin farkli
organik ¢ozeltilerle hazirlanmis ekstraktlarmin plazmid DNA {izerine etkisi ilk defa
calisilmistir. Literatiirde ¢esitli bitkilerin bu sekilde yapilmis bir¢ok biyolojik aktivite
calismas1 mevcuttur. Ornegin; Tiirkiye’de, Orta ve Dogu Anadolu’da yayilis gdsteren
endemik tlirlerden biri olan Kaba navruz (Iris galatica Siehe.) bitkisinin farkl
kisimlarindan elde edilen hekzan, diklorometan, metanol ve su Oziitlerinin antioksidan,
antibakteriyel ve DNA koruyucu aktivitelerin arastirildigi calisma sonucunda; bitki kok,
cicek ve yaprak Oziitlerinin konsantrasyona bagli olarak antioksidan aktivite gosterdikleri
ayrica Oziitlerin tiimiinin DNA’y1 UV ve H;O,’nin zararl etkilerine karsi korudugu
saptanmistir [119]. Bizim g¢aligmamizda ise 6zellikle hekzan ile hazirlanan ekstraktlarin

antimikrobiyal etki gosterdigi diger ekstraktlarin bu kadar etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

Bagka bir caligmada; yine Tirkiye’ de yayilis gosteren endemik tiirlerden biri olan Iris
kirkwoodiae Chaudhary bitkisinin antioksidan, antibakteriyal ve DNA koruyucu
aktivitelerini iceren biyolojik aktivitesi arastirilmistir. Antioksidan aktivitesini belirlemek
icin Rel Assay Diagnostics kitleri (TAS, TOS) ve DPPH testleri, antibakteriyel aktivite
testi icin MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) yéntemi ve DNA koruyucu aktivite
icin pBR322 plazmid DNA’sindan yararlanilmistir. Calismalarin sonucunda; 6zellikle su
ve metanol ekstrelerinin oldukca yliksek antioksidan aktivite, kok hekzan ekstresi digindaki

tim ekstrelerin genis spektrumlu antibakteriyal aktivite ve kok diklorometan ile su
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ekstreleri disindaki tiim ekstrelerin UV ve H,0, ile olusturulan plazmid DNA hasarina

kars1 koruyucu 6zellik gosterdigi gézlenmistir [120].

Inci ve Kirbag (2018)’1n [121] Terfezia claveryi Chatin (Keme mantar1)’nin iceriginin ve
biyolojik aktivitelerinin tespitinin amaglandig1 ¢aligma ile mantarin oldukg¢a zengin besin
icerigine sahip oldugu, toksik etkili element tagimadiklari, antimikrobiyal etkilerinin
oldukca yiiksek oldugu ve DNA iizerine koruyucu potansiyelinin olmadig1 belirlenmistir
[121]. Bitkinin DNA’nin koruyuculugu tizerine yapilan baska bir ¢alismada ise Capsicum
annuum L. tiirli yesil biberden saflastirilan kapsaisinin antioksidan, antiradikal ve DNA
iizerine koruyucu potansiyeli iizerine etkileri arastirnlmigtir. Saflastirilan kapsaisinin
antioksidan aktivitesinin belirlenmesi i¢in “Rel Assay Diagnostics” kitleri (TAS, TOS) ve
antiradikalik aktivitesinin belirlenmesi i¢cin de DPPH, DNA {izerine koruyucu etkisinin
tespiti icin pBR322 plazmid DNA’s1 ve UV-C yontemleri kullanilmistir. Sonug olarak
yesil biberlerdeki kapsaisinin antioksidan, antiradikalik ve DNA {izerine koruyucu

aktivitesinin oldugu ortaya konulmustur [122].

Endemik bir bitki tiirli olan Linaria corifolia Desf. (Plantaginaceae) ile yapilan benzer bir
calisma sonucunda bitkinin toprakiistii ve toprakaltt kisimlarinin etanol, etil asetat ve
diklorometan ekstrelerinin antioksidan, antimikrobiyal ve plazmid DNA iizerine koruyucu

etkinlik gosterdigi tespit edilmistir [123].

Bitkilerle yapilan bagka bir c¢alismada Corylus avellana L. tiirii Karadeniz bdlgesinde
yetisen findigin yesil yaprak ve kabuklarindan elde edilen ekstraktlarin antiradikalik
aktivite ve antibakteriyel ozellik gosterdikleri tespit edilmistir. Ayrica yesil kabuk
ekstraktinin UV-C ve H,0; ile olusturulan hasara kars1t DNA’y1 koruyucu etkisinin oldugu
fakat yesil yaprak ekstraktinin DNA {iizerinde énemli bir koruyucu potansiyelinin olmadigi

belirlenmistir [124].

Bizim yaptigimiz ¢alismada ise, toprakiistii hekzan ve toprakiistii metanol ekstraktlarinin
pBR322 plazmid DNA iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Fakat bunun
yaninda, toprakiistii etanol, toprakalti etanol, toprakaltt metanol, toprakalti hekzan
ekstraktlarinin pBR322 plazmid DNA’nin yapisini bozmasi yoniinde etkili oldugu

belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore, toprakiisti ve toprakalti metanol
ekstraktlarinin daha diisiik konsantrasyonlar da DPPH radikalini daha fazla sondiirdiigii
icin antioksidan yeteneklerinin hekzan ve etanol ekstraktlarina gore daha fazla oldugu
sonucuna ulasilmistir. Bunun sebebinin bitkinin yapisinda bulunan degisik sekonder
maddelerden ya da ekstraksiyon isleminde tercih etti§imiz metanolden kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Ayrica en yiiksek troloks esdegerine ve fenolik madde icerigine
toprakalti ve toprakiistii metanol ekstraktlarinda rastlanmistir. Incelememizde elde
ettigimiz antioksidan bulgular birbirleriyle paralellik gostermektedir. Antioksidan
yontemlerden elde ettigimiz sonuglarimiza gore, bitkimizin hem toprakiistii hem de
toprakalti metanol ekstraktlarinin pek ¢ok alanda antioksidan kaynagi olarak

kullanilabileegi belirlenmistir.

Dogal antioksidanlar bitkilerde, meyvelerde, sebzelerde, mikroorganizmalarda,
mantarlarda ve hatta hayvanlarda bulunmaktadir. Antioksidanlar viicudumuzda kimyasal
reaksiyonlar sonucu olusan veya disaridan alinan zararli maddeleri Ozellikle serbest
radikalleri notralize eden maddelerdir. Bitkilerin yapisinda bulunan fenolik bilesiklerin
antioksidan etkisi serbest radikalleri temizleme, metal iyonlariyla bilesik olusturma ve
singlet oksijen olusumunu engelleme yetenegine dayanmaktadir. Bu bitkinin antioksidan
ozellik gostermesi yapisinda fenolik bilesikler oldugunu gostermektedir. Antioksidan
ozelliginden dolay1 bu bitki canlilarda meydana gelen serbest radikalleri temizleme, metal

iyonlar ile bilesik olusturma ve singlet oksijen olusumunu engelleme 6zelligine sahiptir.

Antimikrobiyal bulgularimiza gore, bu bitkinin toprakalt1 ve toprakiistii hekzan ekstraktlari
bakteriler ve maya mantari iizerinde antimikrobiyal etki gostermistir. Ozellikle toprakalt:
hekzan ekstraktlarinin hem Gram pozitif ve Gram negatif hem de maya mantarinda giiclii
antimiktobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Toprakalt1 hekzan ve metanol
ekstraktlar1 pBR322 plazmid DNA {izerinde acik halkasal formu parcalayici, toprakalti ve
toprakiistii etanol ekstraktlart pPBR322 plazmid DNA {izerinde acik halkasal formu kaldirici
yonde etki yapmistir. Antimikrobiyal sonuglara gore, bu bitkinin toprakaltt hekzan
ekstraktlarnin  Gram pozitif, Gram negatif bakteriler ve maya mantar1 kaynakli

hastaliklarin tedavisinde kullanilacak ilaglarin iceriginde kullanilabilecegi sonucuna
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ulagilmistir. Ayrica toprakiistii hekzan ekstraktlarinin da Gram negatif ve maya mantarinin
sebep oldugu hastaliklarin tedavisindeki ilaglarn yapisina girebilirler. Kisacasi, inceleme
bitkisinin 6zelliklede toprakalt1 hekzan etanol ve metanol ekstraklarinin antimikrobiyal ve
antioksidan ozellikleri gii¢lii oldugundan bu bitkinin toprakalti kisimlar1 pek ¢ok alanda

degisik amaglarla kullanilabilir.

Bu calisma sonucunda bitki ekstraktlarinin yiiksek fenolik madde igerigi, antioksidan,
antimikrobiyal ve plazmid DNA iizerine etkisinin varligi belirlenmis ve bu bitkiden elde
edilen ekstraktlarin ila¢ sektdriinde kullanilabilecegi ortaya ¢ikarilmistir. Bu calisma
sayesinde Tiirkiye Cumhuriyeti’nin bilimsel ve teknolojik ilerlemesi i¢in yol gosterici olan
Vizyon 2023 ana hedeflerinden toplumun refahimi g6z Oniine alan saglik alam
caligmalarinda yeni terapoétik ilag tiretimi icin muhtemel bir biyolojik madde belirlenmistir.
Biyolojik aktivitesinin yiiksek ¢ikmasi bu bitkinin daha ileri seviye c¢aligmalarinin
yapilmasi i¢in bir kaynak olusturmustur. Ayn1 zamanda C. longiflorus subsp. longiflorus
tiirline ait yapilan bazi ¢alismalar olmasina ragmen, bu ¢alisma yeni bir literatiir kaynagi

olarak bu alanda yapilacak olan diger ¢alismalara katki saglayacaktir.
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