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Jiiri
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Prof. Dr. Abdulselam ERTAS
Dr. Ogr. Uyesi Alevcan KAPLAN

Bu ¢alismada, Pistacia lentiscus L. (Sakiz agaci)’nin in vitro ¢imlendirilmis tohumlarindan elde
edilen siirgiinler 2 mg/l Benziladenin (BA) ve 0.5 mg/l Giberellik asit (GA3) destekli MS besi ortaminda
cogaltilmistir. Bu siirgiinlere farkli konsantrasyonlarda Ag nanopartiikiill (NP) uygulamalari yapmak
suretiyle kiiltiire alinan siirgiinlerin bazi bilylime parametreleri ve biyolojik aktivite kapasitelerinin nasil
etkilendigi ile ilgili gerekli temel bilgileri iceren bir protokol gelistirilmistir. In vitro ¢imlendirilen sakiz
fidelerine ait aksenik siirgiinleri igeren MS besi ortamlarina 6ncelikle (1, 2 ve 4 mg/l) 3 farkh
konsantrasyonda Ag nanopartikiil eklenmis ve akabinde 4 haftalik kiiltiir siiresi sonrasinda bu siirgiinlere
antioksidan ve antimikrobiyal aktivite testleri uygulanmigtir. AgNP uygulamalarinin tohum ¢imlenmesi
sonrast gelisen siirgiinlerde, baz1 fizyolojik bitylime parametreleri ve biyolojik aktivite kapasitesi {izerine
etkileri test edilmistir.

Genel olarak, AgNP uygulamalarimin hem fenolik ve flavonoit madde miktarinda hem de
antioksidan ve antimikrobiyal aktivite bakimindan kontrol grubuna oranla artisa yol agtigi tespit
edilmigtir. Test edilen tiim parametreler arasinda en yiiksek toplam fenolik i¢erik 67.63+0.014 pg/mg ile 1
mg/l AgNP uygulamasindan, en yiiksek toplam flavonoit igerik ise, 18.53+0.006 pg/mg ile 2 mg/l AgNP
uygulamasindan elde edilmigtir. 1 mg/l AgNP uygulamasinin diger AgNP uygulamalarina oranla daha
yiiksek antioksidan aktivite (DPPH, ABTS ve CUPRAC) sonuglarna sahip oldugu belirlenmistir.
Antimikrobiyal aktivite bakimindan ise test edilen parametreler icerisinde, 1 mg/l AgNP uygulamasinin
Candida albicans (ATCC 10231) mantar ve Escherichia coli (ATCC 25922) bakteri suslarina kars1 orta
derece, Bacillus cereus (DSSM 4312) bakteri suguna karsi ise diisiik derecede aktivite gosterdigi tespit
eilmistir.

Anahtar Kelimeler: AgNP, Antimikrobiyal, Antioksidan aktivite, Pistacia lentiscus L.
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MS THESIS

SILVER NANOPARTICLE (AgNp) APPLICATIONS
EFFECTS ON ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY IN THE
SHOOT CULTURES of Pistacia lentiscus L.
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In this study, shoots obtained from in vitro germinated seeds of Pistacia lentiscus L. (Mastic
tree) were grown in MS medium supplemented with 2 mg/l Benzyladenine (BA) and 0.5 mg/l Gibberellic
acid (GAz). A protocol has been developed that contains the necessary basic information about how
different Ag nanoparticle (NP) concentration applications affect some growth parameters and biological
activity capacities. Firstly, Ag nanoparticles at three different concentrations (1, 2 and 4 mg/l) were added
to the axenic shoots of mastic seedlings germinated in vitro, antioxidant and antimicrobial activity tests
were applied. The effects of AgNP applications on seed germination, some physiological growth
parameters and secondary metabolite content were tested.

In general, it was determined that AgNP applications caused an increase in both the amount of
phenolic and flavonoid substances and in terms of antioxidant and antimicrobial activity compared to the
control group. Among all tested parameters, the highest total phenolic content was obtained from 1 mg/I
AgNP with 67.63+0.014 pg/mg, and the highest total flavonoid content was obtained from the application
of 2 mg/l AgNP with 18.53+0.006 pg/mg. Furthermore, it was determined that 1 mg/l AgNP application
had higher antioxidant activity (DPPH, ABTS and CUPRAC) results than other AgNP applications. In
terms of antimicrobial activity, it was determined that 1 mg/l AgNP application showed moderate activity
against Candida albicans (ATCC 10231) fungus and Escherichia coli (ATCC 25922) bacterial strains
and low activity against Bacillus cereus (DSSM 4312) bacterial strains the tested parameters.

Keywords: AgNP, Antimicrobial, Antioxidant activity, Pistacia lentiscus L.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

°C : Santigrat derece

dk : Dakika

ul : Mikrolitre

ug : Mikrogram

M : Molar

mg : Miligram

ml : Mililitre

mM : Milimolar

nm : Nanometre

mm : Milimetre

sn : Saniye

NP : Nanopartikiil

Ag : Gumiis

Au : Altin

AA : Askorbik asit

BHA : Biitillenmis hidroksianisol
BBD : Bitki biliylime diizenleyicileri
2,4-D : 2,4-Dikloro fenoksi asetik asit
NAA : Naftalen asetik asit

BA : 6- benzil adenin

GA; : Gibberelik asit

IBA : Indol biitirik asit

SOD : Stiperoksit dismutaz

CAT : Katalaz

GPx : Glutatyon peroksidaz

GR : Glutatyon rediiktaz

GST : Glutatyon-S-transferaz

TFC : Total fenolik icerik

KA : Kuru agirlik

ABTS : 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-stilfonat)
CUPRAC : Bakar (IT) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi
DPPH : 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

NB : Nutrient broth

FesO4NP : Demir oksit nanopartikiiller
ZnONP : Cinko oksit nanopartikiiller
CuONP : Bakir oksit nanopartikiiller
TiO,NP : Titanyum oksit nanopartikiiller
EtOH . Etil alkol

HCI : Hidroklorik asit

MIK : Minimum inhibisyon konsantrasyonu
MS : Murashige ve Skoog

NaOCl : Sodyum hipoklorit

uv : Ultraviyole



1. GIRIS

Bitkilerdeki biyoaktif bilesikler fitokimyasallar olarak bilinir. Bilimsel anlamda
biyoaktif bir bilesik, biyolojik bir aktiviteye sahip bir maddedir. Biyoaktif bilesiklerin
sagliktaki olumlu etkileri arasinda kanser ve diyabet gibi gelisen kronik hastaliklarin
azaltilmasi bulunmaktadir (Reiss ve ark., 2012; Slavin ve Lloyd, 2012). Bu yararlar
genellikle meyve ve sebzelerle ilgilidir ve gidada bulunan biyoaktif bilesiklerin sinerjik
etkilesimlerine atfedilir. Glinimiize kadar, meyve, sebze ve tahillardan 5000'den fazla
fitokimyasal izole edilmis ve tanimlanmistir. Baslica biyoaktif bilesikler arasinda C
vitamini, folat, provitamin A, potasyum, kalsiyum, magnezyum, flavonoidler, fenolik
asitler, alkaloidler, karotenoidler ve lifleri bulabiliriz (Rivero-Montejo ve ark., 2021).
Biyoaktif bilesikler, tip, farmakoloji, zirai kimyasallar, kozmetikler, gida enddistrisi ve
nanoteknoloji alanlarindaki uygulamalara uyan ve gelismesi bakimindan timit verici bir
alandir. Biyoaktif bilesiklerin etkilerinin ¢ok yonliiliigii nedeniyle, tarimsal beslenme,
parfiim, aroma, renk ve farmakolojik preparatlarda kullanilir. Dahasi, sekonder
metabolitlerin ana rolii, bitkilerin bocekler, hayvanlar ve patojenlerin saldirilarindan
veya diger biyotik veya abiyotik streslerden korunarak hayatta kalmasidir. Yukarida
bahsedilen uygulamalar, bu bilesiklerin arttirillmis veya gelistirilmis {iretimi igin
onemlidir. Bu bilesiklerin {iretimini artirmaya yonelik bir yaklasim, bitkilerdeki ¢oklu
sinyal iletim yollari1 hedeflemektir. Ancak bitkiler tarafindan dogal yollarla
gerceklesen tiretim diisiik seviyededir ve bitkinin fizyolojik ve gelisim asamasi gibi
farkli ozelliklere baglidir (Dixon, 2001). Bu bilesiklerin {iretimini agsamali olarak
artirmak i¢in bir strateji, bitkinin elisitor adi verilen bazi1 maddelerle muamele edilmesi
gerektigidir. Stres uygulamalari, bitkiler tarafindan aktif sekonder metabolitlerin
tiretilmesi icin kullanilan temel yoOntemlerden biridir ve bitkide aktif kimyasal
savunmaya sahip bu bilesikler ¢esitli elisitorler kullanilarak uyarilabilirler. Bu durum ile
ilgili son yillarda uygulanan yeni bir strateji ise, bitkilerde elisitor olarak
kullanilabilecegi gosterilen nanopartikiillerdir (NP) (Vargas-Hernandez ve ark., 2020).

NP’ler, boyutlart 1-100 nm arasinda degisen organik, inorganik veya hibrit
malzemelerdir (Shang ve ark., 2019). Nanoteknolojik materyaller, boyutlarinin bir
sonucu olarak mikrometrik veya daha biiyiik molekiillerden farkli 6zellikler sergilerler.
Bunlar; optik, fiziksel dayaniklilik, kimyasal reaktivite, elektriksel iletkenlik ve
manyetizm gibi 6zelliklerdir. Nanoteknolojinin konusu, biyolojik olan ve olmayan 100

nm’den kiiclik yapilar1 iiretmek, karakterize etmek ve fonksiyonel hale getirmektir. Bu



alandaki c¢aligmalar son yillarda hizla artmistir. Farmakolojik bilimler ve elektronik
endstrisi gibi pek ¢ok alanda, nanoteknolojinin avantajlarinin farkina varilmis ve ticari
tirtinler tretilmeye baslanmistir (Erol Demirbilek, 2015). Nanoteknolojiye olan ilginin
giin gectikge artmasinin temel nedeni; nanoteknolojik arastirmalar, maddenin temel
bilgisindeki eksiklikleri tamamlamasi, nanoteknolojinin yeni uygulamalar vaat etmesi,
endiistriyel protiplendirmenin ticari boyut kazanmasiyla elde edilen yiliksek kar marji
nedeniyle neredeyse tiim bilim dallarinda en popiiler ¢calisma konularindan bir tanesi
olarak degerlendirilmektedir. Giiniimiizde NP’lerin ¢esitli tip, biyoteknoloji, elektronik,
gida ve tarim dallarinda potansiyel kullanimlar1 vardir. NP'ler, tibbi tedaviler, optik
cihazlar, bakterisit, mantar 6ldiiriicii, sensor teknolojisi ve resimlerden giines kremine
kadar yaygin olarak kullanilan cesitli malzemelerden genis bir uygulama yelpazesi i¢in
kullanilmaktadir (Dubchak ve ark., 2010). Ayrica, NP'lerin benzersiz o6zellikleri,
tarimsal uygulamalarinda onemli 6l¢iide dikkat ¢ekmistir. Nanomalzemelerin mahsul
tiretiminde temel uygulamasi, tarim kimyasallarinin kullaniminin azaltilmasi, hasere ve
besin yonetimi yoluyla verimin artirilmasidir.

NP’ler antiviral, antibakteriyel, antifungal, antikanser ve antiparazit 6zelliklere
sahip olmakla birlikte, kataliz veya fotonik alanlarda da uygulamalari bulunmaktadir.
Giimiis, altin ve bakir antibakteriyel aktivitesi olan NP’lere birer 6rnektir ve AgNP’lerin
potansiyel antimikrobiyal etkiler tasidig1 yapilan ¢aligmalarla rapor edilmistir (Rai ve
ark., 2009). Giimiis, olaganiistii ¢esitlilikteki tibbi 6zellikleri nedeniyle, eski ¢aglardan
beri ¢esitli hastaliklarin tedavisi ve yonetiminin bir par¢asi olmustur. Glimiis iyonlarinin
ve giimiis bazli bilesiklerin biiyiik bir mikrobiyal 6ldiirme kapasitesine sahip oldugu 1yi
bilinen bir gercektir (Slawson ve ark., 1992; Zhao ve Stevens 1998). Nanotipta
AgNP’ler, yiiksek antimikrobiyal etkinlikleri ve nispeten toksik olmayan, genis bakteri
oldiirticti  ozellikleri, antikanser ozellikleri ve diger terapotik yetenekleri yaninda
benzersiz olugsma yetenekleri nedeniyle de son derece 6nemlidir (Durén ve ark., 2016;
Sohn ve ark., 2015). AgNP’lerin, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Vibria cholera,
Pseudomonas  aeruginosa, Syphillis  typhus ve S.aureus gibi  bulasici
mikroorganizmalara karsi potansiyel antimikrobiyal etkiler gosterdigi bildirilmistir.
AgNP’lerin antioksidan etkileri, kullanimlarin1 belirleyen faydali etkilerinden biridir
(Suriyakalaa ve ark., 2013). Gupta ve ark. (Gupta ve ark., 2018), Oryza sativa L.
bitkisinde, giimiis AgNP’lerin katalaz (CAT) ve askorbat peroksidaz (APX) gibi
antioksidan enzim aktivitelerini ve gen ekspresyonlarini arttirarak fide biiyiimesini

hizlandirdigini ve fitostimiilator etki gosterdigini belirtmiglerdir.



Pek ¢ok degerli sekonder metabolitleri biinyesinde barindiran Pistacia tiirleri de
doku kiltiirii teknikleri kullanilarak uzun yillar boyunca arastirmacilar tarafindan
materyal kaynagi olarak kullanilmistir (Mascarello ve ark., 2007; Yildirim, 2012; Onay
ve ark., 2014). M.O. yillardan beri bir¢ok iilkede Pistacia lentiscus L. (sakiz agac1)’un
govdesinin recinesi, yapraklari ve meyvelerinden drog (ilag etkili madde) olarak
yararlanilmistir. P.lentiscus L. Sapindales takiminin Anacardiaceae familyasindan
Pistacia cinsine dahil bir tiirdiir. Anacardiaceae familyasi, yaklasik 70 cins ve 600'den
fazla tiir icerir (Bozorgi ve ark. 2013). Akdeniz’e kiyis1 olan iilkelerden ozellikle
Yunanistan, Tiirkiye, Italya ve Ispanya’nim kiy1 bolgelerinde dogal olarak yetisir. Ayni
familyanin diger Onemli {iyeleri; P.atlantica (Atlantik Sakizi),  P.terebinthus
(Melengi¢) ve P.vera (Antepfistigi)’dir. Ancak, P.lentiscus ozellikle Akdeniz ve
Ortadogu bolgesinde Pistacia cinsine ait diger tiirlerden (P.atlantica, P.palaestina,
P.terebinthus ve P.khinjuk) her dem yesil olmasi ile kesin bir sekilde kolaylikla ayirt
edilebilir (Onay ve ark, 2016).

P.lentiscus, regine ve degisik bitki kisimlarindan izole edilen terpenoid,
flavonoid ve fenolik/fenolik olmayan asitler, yag asitleri ve ugucu yaglar gibi tibbi
anlamda 6nem tasiyan degerli sekonder metabolitler icerdiginden giiniimiize kadar pek
cok farmakolojik ¢alismada kullanilmistir ve 6zellikle re¢inesinin tarih boyunca bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanildigi bilinmektedir. Antibakteriyel 6zelliklerinin yanisira,
sakiz reginesinin antienflamatuar, antioksidan, antiaterojenik olarak fonksiyon
gosterdigi, hepatoprotektif, kardiyoprotektif 6zelliklere de sahip oldugu rapor edilmistir.
Ayrica, arastiricilarin yaptiklar ¢aligmalarda, elisitor olarak adlandirilan ve ortama ilave
edildiklerinde bu degerli sekonder metabolitlerin iiretimini arttiran bazi kimyasal
maddeleri ya da uygulamalarmi tek ya da birbirleri ile kombine olarak kullanildiklar:
goriilmiistiir. Bunlar icerisinde en yaygin olarak kullanilanlar1 agir metal, tuz, 151k
radyasyonu, UV, jasmonik asit, metil jasmonat, ozon ve etilen gibi bitki {izerinde stres
olusturabilen bilesiklerdir. Bunlarin yanisira, literatiirlerde NP’lerin de elisitor olarak
kullanimuyla ilgili baz1 ¢alismalar yer almaktadir (Desai ve ark. 2015; Ghasemi ve ark.
2015; Javed ve ark. 2017). Bununla birlikte, farmakolojik 6neme sahip metabolitlerin
iiretimi icin alternatif arayislar, biyolojik olarak aktif olan bitkisel metabolitlerin biiyiik
Olgekli ticari iiretimlerinde, bitki hiicre ve doku kiiltiirleri yontemlerinin, yabani ya da
kiiltiir bitkilerinden saflastirma yoluyla gerceklestirilen geleneksel yontemlere oranla

daha etkili oldugunu ortaya koymustur (Mulagal ve Tsay, 2004).



Bu baglamda, bu tez ¢alismasinda, degerli sekonder metabolitleri biinyesinde
barindiran ve in vitro sartlarda yetistirilen P.lentiscus L. siirgiinlerine farkli
konsantrasyonlarda AgNP uygulamalarinin, antioksidan ve antimikrobiyal aktivite
tizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Ayrica, analizi yapilan parametrelere ait

sonuglar, ilk kez bu tez kapsaminda verilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. P.lentiscus L. Tiirii Hakkinda Genel Bilgiler

Bilimsel siniflandirmasi

Sekil 2.1. L. Pistacia lentiscus L. bitkisinin genel gériiniimii (Anonim, 2017)

Alem : Plantae
Altalem : Tracheobionta
Boliim : Magnoliophyta
Simif : Magnoliopsida
Altsimf : Rosidae
Takim : Sapindales
Aile : Anacardiaceae
Cins : Pistacia

Tiir : Pistacia lentiscus L. (Sekil 2.1)



Pistacia cinsinin sistematigine yonelik en kapsamli arastirma, Al-Saghir
tarafindan yapilmistir (Al-Saghir ve Porter, 2012). Cins iki seksiyona ayrilarak
siniflandirilmastir:

1) Pistacia: P.atlantica Desf., P.chinensis Bunge, P.eurycarpa Yalt., P.khinjuk
Stocks, P.terebinthus L., Pistacia vera L.,

2) Lentiscella: P.lentiscus L., P.mexicana Humb., P.weinmannifolia J. Poiss.
ExFranch.

Biyolojik ozellikleri

1-5 metre yiiksekliginde, bazen 6 m’ye ulasabilen boyu, genellikle ¢ali ve kiiglik
agac yapisinda her dem yesil dioik bir bitkidir. Kok uzunlugu 20-25 metre derinlige
ulagabilir. Gen¢ donemde kazik kok ve birgok yan kok ile karakteristiktir. Olgun
donemde, yan kokler oldukca genisler ve sacaklar olusturur. Dogal sakiz agacinin
govdesi diiz degildir. Jiivenil donemde agik gri renkte, olgun dénemde ise kiil karasi
rengindedir. Periant icermeyen ¢igekler 1 yillik siirglinlerin yaprak koltuklarinda gelisir.
Sakiz agacinda ¢igeklenme Mart-Nisan aylarinda gergeklesmekte ve ¢ok sayida ¢icek
tiretimi s6z konusu olmaktadir. Cicekleri kiigiik, kirmizimsidir ve ¢igek salkimi halinde
kiimelenmistir (Sekil 2.2). Meyveler 4-7 mm ¢apinda, yuvarlak-basik ve sivri uglu,
baslangigta kirmizi, olgunlastiginda ise siyah renktedir. Drupa tipi olan meyveler, etli-
sulu bir mezokarp ile kemiksi bir endokarpa sahiptir. Meyveler EKim sonu ile Aralik ay1
ortasina kadar olgunlagsmaktadir. Yapraklar genellikle 2-4, nadiren de 5-7 cift
yaprakeiktan olusur. Yapraklart govdeye bagli dal iizerinde 2-12 adet dikdortgen,

mizraksi veya oval bigimindedir (Akdemir ve ark., 2013; Se¢gmen ve ark., 2008).

Sekil 2.2. P.lentiscus L. ¢i¢eginin genel goriiniimii (Anonim, 2016)

Sicak ve kurak Akdeniz ikliminde, 0 - 500 m yiikseltilerde, deniz kiyilarinda;

s1g, tasli, kayalik ve fakir topraklar iizerinde gelisebilir; kireg, deniz suyu ve riizgara



dayanir. Diisiik sicakligin yansira yiiksek sicaklik ve asir1 kurakliktan olumsuz etkilenir.
Deniz kiyilarinda tuzlu suya toleransi iyidir. Yetistigi yerler itibariyle sakiz agaci kimi
zaman kurak yamaclarda maki bitkileriyle bir arada goriiliirken, kimi zaman nadiren de
olsa kizilgam ormanlarinin altlarinda bulunur (Tilkat ve ark., 2018).

Maki formasyonu igerisinde c¢esitli formlarina rastlanan yabani sakiz, farkli
iklim ve toprak kosullarina adaptasyon saglamistir. Doguda Levant bdlgesinden batida
Kanarya Adalari’na, Italya’nin kuzey bélgelerinden Kuzey Afrika kiyilarina kadar
hemen hemen tiim Akdeniz iilkelerinde (Misir-Fas-Cezayir-Israil-Liibnan-Ispanya-
Italya) genis bir cografyada yayilis gostermektedir. Ulkemizde Istanbul Adalari’ndan,
Ege ve Akdeniz kiyillar1 boyunca uzanip Iskenderun’a ulasan bir cografyada
goriilmektedir. Hatta i¢ Anadolu’da dahi bazi bolgelerde belirli yiikseklige kadar
rastlanmaktadir (Kilig, 2019).

Sakiz agacin1 ekonomik anlamda 6nemli kilan, bu bitkinin bir varyetesi olarak
kabul edilen P.lentiscus var. Chia’dan sakiz (mastic) elde edilmesidir. Fiziksel ve
kimyasal ozellikler agisindan bir regine olan sakiz, gévde ve kalin dallarin, Haziran-
Agustos aylarinda 2-3 mm derinlik, 10 cm uzunlugunda c¢izilmesi ile elde edilir. Pistacia
tiirlerinde recine kanallar1 floem dokusunda bulunmakta olup, ¢izim yapilan yerlerden
bir slire sonra recine salgisi baslamaktadir. Reginede bulunan ugucu yagin havayla
temas ederek uzaklasmasi sonucunda regine sertlesir ve gozyasi (Sekil 2.3) seklini
olusturur (Kegeci, 2019). Sakiz agaci, kutsal kitaplarda adindan bahsedilen (Duke,1983;
Wiodarczyk, 2007) ve reginesi tarih boyunca geleneksel tipta bircok hastaligin
tedavisinde kullanilan bir bitkidir (Tilkat ve ark., 2018).

Sekil 2.3. P.lentiscus L. reginesi (Anonim, 2016)

Sakiz agaci basta recinesi olmak iizere meyveleri, yapraklari, dallari, odunu ve

peyzaj alaninda kullanimiyla ekonomik bir degere sahiptir. Reginesi tip, gida ve kimya



konularinda ¢ok genis bir kullanim alanina sahiptir. Cok ¢esitli tibbi arastirmalara konu
olan sakiz reginesi, ilaglarda ve besin takviyelerinde hammadde olarak kullanilmaktadir.
Gidada, katildig: iirtine yiiksek bir katma deger kazandiran damla sakizi ¢ok yiiksek
fiyatlardan alici bulmaktadir. Reginesi disinda, sakiz agacinin ve Ozellikle yabani
sakizin peyzaj alaninda dis mekan siis bitkisi ve bonsai olarak kullanilmaktadir. Bunun
disinda, sahip oldugu botanik ve fizyolojik Ozellikleriyle toprak erozyonuna ve
cOllesmeye karsi, tahrip olmus vejetasyonun yeniden olusturulmasinda ve deniz
kumullarinin engellenmesi ¢alismalarinda kullanilabilecek bitkilerdendir. Damla sakizi,
titsii olarak dini torenleri siislemesinin yaninda ar1 kovanlarindaki birtakim
materyallerin yapiminda kullanilmak gibi ekstrem kullanim alanlar1 da bulmustur. Fakat
hic siiphesiz, sakiz agacin1 degerli kilan sey recinesinin icerdigi zengin
fitokimyasallardir (Pericos, 1993; Kilig, 2019).

P.lentiscus son 2500 yildir geleneksel bir ilag olarak kullanilmaktadir. Bugiine
kadar re¢inesinde 120'den fazla kimyasal bilesik tanimlanmistir ve ana bilesenleri dogal
polimerler, asidik ve notr triterpenler ile ugucu sekonder metabolitlerdir (Pachi ve ark.,
2020). P.lentiscus'taki iki ana biyoaktif kaynak sinifi fenolikler ve terpenlerdir (Cizelge
2.1.). Bitkilerin tiim kisimlar1 hem fenolikler hem de terpenler i¢cermesine ragmen,
fenolikler esas olarak ham, biitiin yapraklarda ve dallarda yogunlasirken, terpenler,
dogranmis yapraklarin veya recinenin hidro-damitilmasiyla elde edilen recine veya
ugucu yaglardaki baglica biyoaktif maddelerdir (Landau ve ark., 2014). Sarantinidis ve
Smyrnioudis (2011)’e goére sakiz (yaginin) anti bakteriyel bilesenlerinin verbenone, a-
terpineol ve linalool oldugu ve bu bilesenler ve poly-f-myrcene’nin ayn1 zamanda sakiz
recinesine yapiskanlik 6zelligi veren bilesenler oldugu da vurgulanmigtir. Toprak iistii
kisimlart uyarict ve idrar soktiiriicii Ozelliklere sahip olup geleneksel olarak
hipertansiyon tedavisinde kullanilmigtir.

Sakiz reginesi ve ugucu yaglari, tim diinyada yiizyillardir Ayurvedik gibi
geleneksel sistemlerde enfeksiyonlarin ve hastaliklarin tedavisinde ilag olarak
kullanilmaktadir. Yapraklar1 anti-enflamatuar, antibakteriyel, antifungal, antipiretik,
hepatoprotektif, balgam soktiiriicli ve uyarici aktivitelere sahiptir. Ayrica egzama, agiz
enfeksiyonlari, ishal, bobrek tasi, sarilik, bas agrisi, astim ve solunum problemlerinin
tedavisinde de kullanilmaktadir. Ucucu yagi, lenfatik ve dolasim problemleriyle ilgili
terapotik ozellikleri ile bilinir (Hafsé ve ark., 2015). Ozellikle Ortadogu'da dis ve dis
etlerini korumak, ferah bir nefes almak i¢in kullanilmaktadir. Boyalarin cilalanmasinda,

aromatik 6zelliginden dolay1 alkollii iceceklerde katki maddesi olarak kullanilmaktadir



(Coppen, 1995). Dispepsi tedavisinde, anti-aterojenik mikroplara karsi, anti-mutajen,
anti-oksidan, karaciger yaglanmasina karsi, antiartrit ve anti-gut olarak kullanildigi da
rapor edilmistir (Nahida ve Siddiqui, 2012). Antiseptik etki gostermesinden dolay1
monoterpenlerin ve diger madde gruplarinin destegiyle, peptik llsere sebep olan
Helicobacter pylori’yi inhibe edici Ozelligi de bulunmaktadir. Bilhassa yemekten
sonraki ¢ignenmesi antiseptik etki nedeniyle agiz hijyeni agisindan dnemlidir (Fitlamak,
2014). Ayrica dogal bir ¢inko kaynagi oldugundan ¢igneme siiresi boyunca ve bu eser

elementin eksikligi olan kisilerde kullanilabilir.

Cizelge 2.1. P. lentiscus L.'un ugucu yag bilesenleri ve yiizdeleri (Abdelkader ve ark., 2016)

Pik Sayisi Bilesik Yiizde (%)
1 a-pinen 9.48
2 S-Myrcene 0.9
3 o-phellandrene 2.20
4 [-pinene t
5 Cis-ocimene t
6 Unknown -

7 3-carene 0.8
8 o-Carene t

8 Limonene 09.11
9 p-Cymene 8.67
10 p-cymen-8-ol t
11 Terpinolene t
12 Linalool 1.4
13 Verbenol 0.7
14 Terpinene-4-ol 41.24
15 Borneol 0.8
16 o-terpineol 7.31
17 2-Undecanone 0.7
18 Isoledene 0.9
19 Unknow -
20 [-caryophyllene 12.62
22 Globulol 0.8

Sakizin gida sanayisindeki yeri de biyiiktiir. Hazir corba gibi gidalarda
koruyucu olarak kullanilir. Tiirk mutfaginda bir¢ok yemegin ve tatlinin igine ilave
edilir. Gliniimiizde siitlii tatlilar ve dondurmalarda ¢ok kullanilmaktadir. Pilav ve bir¢ok

etli yemegin i¢ine koku ve tat vermek maksadiyla baharat olarak ilave edilebilir. Yagla
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karistirilarak koku almak maksadiyla balik iizerine siiriilmektedir. Lezzet vermesi ve
dayanma Omriinii uzatmak maksadiyla hazir ¢orba ve mahalli ekmeklerin i¢ine de
katilmaktadir. Ayrica, sa¢ kepeklenmesine karst bittim sabununun yapiminda
kullanilmaktadir. Sakiz giinlimiizde bazi igecekler, yiyecekler, ¢ignenen sakiz, dis
macunu, losyon ve diger kozmetikler gibi iiriinlerin igeriginde katki maddesi olarak da
kullanilmaktadir. Ge¢miste Osmanli ve diger imparatorluk saraylarinin Snemli bir
baharati niteliginde oldugu bilinmektedir. Kisaca Sakiz, yiizlerce yildir sakiz reginesi ve
sakiz yag1 seklinde, ilag, kozmetik, boya, gida ve icki sanayinde kullanilmaktadir (Sakiz
Eylem Plan1 2014-2019).

2.2. Doku Kiiltiirii Uygulamalar1 ve Sekonder Metabolit Sentezindeki Onemi

Ulkemizde sakiz agaci oncelikle Izmir’in Cesme ve Karaburun ilgeleri basta
olmak tlizere, Mugla ve Antalya’y1 da cevreleyen Ege ve Akdeniz Bolgelerinde dogal
olarak yetismektedir ve bu bolgelerde yetistiriciliginin yapilabilecegi alanlar
bulunmaktadir. Genis kapsamli kullanim alanina sahip sekonder metabolitler
bakimindan zengin olan bu tiiriin dogal kosullar altinda elde edilmesi sirasinda gesitli
zorluklarla karsilagilmaktadir. Sakiz agacinin ¢esit 6zelliklerini kaybetmeden dogrudan
tohumla ¢ogaltimi uygun degildir. Ciinkii tohumla ¢ogaltmada, standart ¢esitlerin {istiin
ozellikleri sonraki nesillerde kaybolma ya da bozulma tehlikesi bulunmakta ve bu
durum da kalitsal yapinin bozulmasina neden olmaktadir.

In vitro bitki hiicre ve doku kiiltiirii teknikleri, diger iiretim yontemlerinden
farkli olarak kontrollii sartlarda, bitki i¢in hazirlanmis optimum bir besin ortaminda,
aseptik olarak izole edilen hiicre, doku ve organlarin kiltiirlerini kapsayan;
organogenezis, somatik embriyogenezis, genetik transformasyon gibi farkli yontemler
araciligi ile ekonomik olarak 6nemli bitkilerin korunmasi ve degerli ve metabolitlerinin
tretimi i¢in kullanilan bir teknolojidir (Tilkat ve ark., 2018). Ayrica yaygin kullanim
alanlar1 asagidaki gibidir;

v' Hastaliksiz bitkiler elde etmek.
Sekonder metabolit iiretimi
Uretilmesi zor bitkilerin hizli gogalmasi.
Somatik melezlesme.

Ticari bitkilerin genetik gelisimi.

AN NN NN

Islah programlar1 i¢in androjenik ve jinojenik haploid bitkilerin elde

edilmesi.
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Doku Kiiltiirdi, bitkilerin vejetatif ¢ogalmasini saglayan alternatif bir aractir. In
vitro biiyliyen bitkiler genellikle bakteri ve mantar kaynakli hastaliklari igermez.
Nispeten kisa bir zaman ve mekanda, tek bir eksplanttan baslayarak ¢ok sayida fidan
tiretilebilir. Bunlarin yanisira, in vitro doku kiiltiirleri yoluyla nadir ve nesli tiikenmekte
olan bitkiler giivenli bir sekilde klonlanabilir. Arzu edilen 6zellikleri in vitro sartlarda
se¢mek kolaydir, boylece saha denemeleri igin gereken alan miktarini azaltir. Bir bitki
doku kiltiirii hatti kurulduktan sonra, y1l boyunca siirekli geng bitkiler tedarik edebilir.
Gereken siire ¢ok kisalir, tohum gelisiminin tiim yasam dongiisiinii beklemeye gerek
yoktur. Uzun nesil siiresine, diisiik tohum iretimine sahip tiirler veya kolayca
filizlenmeyen tohumlar igin hizli ¢ogalma miimkiindiir. Eksplantlar, bitki doku
bankalarinda dondurulabilir ve ardindan doku kiiltiirii yoluyla yeniden olusturulabilir.
Bitkilerin gogaltilabilecegi polen ve hiicre koleksiyonlarini korur (Sharma, 2015). Bu
teknikle ¢ogaltmada bitkilerden yeni bitki olusturabilecek bir¢ok pargalar; meristemler,
siirglin uclari, nod ve internodlar, hipokotil, yaprak, govde pargalari, kotiledonlar,
kokler, tomurcuklar vb. eksplantlar kullanilabilir.

Mikrogogaltimin basamaklar1 5 asama halinde incelenir. Bu agamalar;

e Hazirlik (sterilizasyon ve anag bitki se¢imi),

e Kiiltiir baglangici (cogunlukla apikal veya aksillar tomurcuklar),
e Siirglin ¢ogaltim asamasi,

e Siirgiin gelisimi ve koklendirme,

e Dis ortama alistirma seklindedir.

Sekonder metabolitler fenolikler, terpenler ve alkaloidler seklinde genellikle ti¢
bliylik molekiil ailesi olarak siniflandirilir.

Fenoller, aromatik bir fenolik gruba eklenmis bir hidroksil (-OH) fonksiyonel
grubundan olusan kimyasal bilesikler sinifidir. Bu bilesik grubundaki 6nemli alt siniflar
arasinda fenoller, fenolik asitler, kinonlar, flavonlar, flavonoidler, flavonoller, tanenler
ve kumarinler bulunur.

Terpenler, izopren alt birimlerinden olusan genis ve cesitli bir organik bilesik
smifidir, terpenoidler ise terpenlerin oksijen igeren analoglaridir. Izopren alt birim
sayllarina gore monoterpenler (C10), seskiterpenler (C15), diterpenler (C20),
triterpenler (C30), tetraterpenler (C40) ve politerpenler seklinde simifladirilirlar
(Kovacevic, 2004). Ucucu yaglarin ana bilesenleri monoterpenler, diterpenler ve

seskiterpenlerdir.
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Alkaloidler ise, heterosiklik azot bilesikleridir. Amino asitlerden tiiretilirler ve
azot onlara alkali 6zellikler verir.

Bitki biyoteknolojisi alanindaki son gelismeler, bitki hiicre ve doku kiiltiirlerinin,
tiim bitkilerin degerli sekonder metabolitlerinin biiyiik 6lgekli tiretimi i¢in bir kaynak
olarak olma potansiyelini isaret etmektedir. Sekonder metabolit iiriinlerin in vivo
kosullarda tiim bitkiden elde edilmesi yerine in vitro kosullarda hiicre kiiltiirlerinden
elde edilmesinin &nemli bazi avantajlar1 vardir. Bu avantajlar; » Uretim ¢ok daha
giivenli, basit ve Ongorilebilir sekilde yapilabilir * Biyokimyasallarin izolasyonu
bitkiden ekstraksiyonla izolasyona gore ¢ok daha hizli ve etkin olabilir  In vitro
kosullarda tiretilen bilesikler bitkide tiretilen bilesikler ile benzer olabilir ¢ Tarla
kosullarinda kaliteyi olumsuz etkileyen bilesikler in vitro kosullarda engellenebilir e
Hiicre ve doku kiiltiirlerinde biiylik hacimlerde tanimlanmis standart biyokimyasallar
tiretilebilir. « Hiicre ve doku kiiltiirleri bitkinin sekonder metabolit liretmesine neden
olan uyaricilar test etmek icin model olarak kullanilabilir  in vitro kosullarda hiicre
kiiltirleri radyoaktif olarak isaretlenebilir ve bu kiiltiirlerden elde edilen sekonder
metabolit irlinleri deney hayvanlarinin beslenmesinde kullanildiginda bu iiriinler
metabolik olarak izlenebilir (Caliskan ve ark., 2019).

Son 20 yildan bu yana, bitki hiicre ve doku kiiltiirii teknolojisinin, yararl
sekonder metabolitler igin bir kaynak olarak kullanildig1 bilinmektedir. /n vitro kiiltiirler
ile sekonder metabolitleri arttirmanin birka¢ yolu vardir. Metabolik yollar1 tesvik eden
biyotik ya da abiyotik elisitdrlerin kullanimi ya da ara bilesik ya da bilesiklere dnciiliik
eden metabolik yollarin ifadesini destekleyen karbon akisinda degisimleri indiikleyen ya
da onun {iiretimini arttirma amact ile kiiltiir ortamimna arzu edilen bir bilesigin bir
prekiirsor (Oncii) olarak eklenmesi yaygin olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Ancak son
yillarda, sekonder metabolitlerin biyosentezinde yer alan genlerin ekspresyonunu
indiiklemek i¢in bir elisitor olarak nanopartikiillerin kullanilmasi giindeme gelmistir.
Baz1 calismalarda, NP’lerin reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve bitki sekonder
metabolizmasinda transkripsiyonel diizenlemeye yol acan ikincil sinyal habercilerini
indiikledigi One siiriilmiistiir. Elisitorler, plazma zarindaki spesifik reseptorler/iyon
kanallar1 tarafindan algilanir, gen ekspresyonunu tetikler ve bitkilerde bir stres tepkisini
indiikler, bu da daha yiiksek miktarlarda veya yeni degerli sekonder metabolit
formlarinin tiretilmesine neden olabilir (Roy ve Bharadvaja, 2019). Bugiine kadar, bitki
sekonder metabolizmasinin ortaya ¢ikarilmasi igin farkli tiirlerde biyotik ve abiyotik

elisitorler kullanilmistir. Farkli elisitorler arasinda, NP’ler benzersiz 6zelliklerinden
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dolay1 bitkilerde flavonoidlerin yeni elisitdrleri olma konusunda biiylik bir potansiyel
gostermistir. Metalik, metal oksit ve karbon bazli NP’ler dahil olmak tizere farkli NP
tipleri, flavonoidlerin sentezinde son teknolojik yontemler olarak genis gapta rapor
edilmektedir. Bu NP’ler arasinda giimiis NP’ler (AgNP), bakir NP’ler (CuNP), demir
oksit NP’ler (FesO4NP), ¢inko oksit NP’ler (ZnONP), bakir oksit NP’ler (CUONP),
karbon nanotiipler ve kitosan bazli NP’ler bulunur (Amer, 2019). NP’lerin tibbi
bitkilerde kullanilmasinin ve biyoaktif bilesiklerin indiiklenmesinin ana amaci,
flavonoidleri, ugucu yagi, karotenoidleri, terpenoidleri, kumarinleri ve alkaloidlerine
atfedilen terapotik aktiviteyi arttirmayi saglamaktir. Farkli NP’ler arasinda AgNP’lerin,
in vitro kiltiirlerde flavonoidlerin arttirilmasinda yaygin olarak kullanildigi

bildirilmektedir (Cizelge 2.2).
Cizelge 2.2. AgNP’lerin flavonoidlerin elisitorii olarak kullanilmasindaki rolii (Khan ve ark., 2021)

Kiiltiir Biiyiime NP Boyutu

Bitki Tiirii Tipi Ortamn (nm) Kons. Yanitlan
e gl S
M. charantia Siispansi MS 50 : " S

on naringenin ve biochanin A
Y artisi

C. anguria Sé%ik MS - 2.0 mg/l  Flavonol iiretiminde artis

TFC ve myricetin,

naringenin, catechin,
Sacak quercetin, rutin,

B. rapa K?ik MS 2-10 100 mg/l  kaempferol, biochanin A,
formononetin, ve
hesperidin birikiminde
artisg

Tiim 50 pom Kaempferol ve
A. caudatus um Toprak 17-91 PP quercetin.flavonoidlerinin
Bitki S
birikimi
2,4-D ve BA
C. tuberculata Kallus iceren MS 40 90 pg/ml 1.8 mg TFC artis1
i 0,
A. thaliana Fide MS 8-47 50 M ':r:‘ltshocya”'”'erde 56%
Hiicre .
L. usitatissimum  Siispansi MS 18 - ETAC miktart 11.85 mg/g
yon
P. vulgaris Kallus NA[?\Algeren Ag + Au 1:3 oramt  TFC Artist
Hiicre .
P. vulgaris Siispansi NAI?VIlgeren Ag+ Au 1:3 oram  TFC Artist
yon

MS: Murashige and Skoog Basal Medium; BA: 6-Benzylaminopurine; NAA: 1-Naphthaleneacetic acid; TFC: total flavonoid
igerigi; KA: Kuru agirlik
2.3. Nanopartikiiller
Nanoteknoloji kelimesi, yunanca ‘clice’ anlamina gelen ‘nano’ 6nekine dayanur.

Hentiz gectigimiz yiizyildan beri bilinen bir arastirma alanidir. "Nanoteknoloji", Nobel
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odiilli Richard P. Feynman tarafindan 1959'daki “Altta bolca yer var” (“There's Plenty
of Room at the Bottom”) adli {inlii konferansinda sunuldugundan beri, nanoteknoloji
alaninda devrim niteliginde gelismeler olmustur. Bu terim ilk kez 1974’de Norio
Taniguchi tarafindan yayimlanan bir makalede kullanilmistir. ‘Nano’ sdzciik olarak, bir
fiziksel biiyiikliigiin bir milyarda biri anlamina gelmektedir. Bir nanometre ise metrenin
bir milyarda birine esit bir uzunluk birimidir (Beykaya ve Caglar, 2015). NP’ler, bir
boyutu en az 100 nm'den kiigiik olan partikiil maddeler igceren genis bir malzeme
smifidir (Laurent ve ark., 2010). Bir nanometre, bir metrenin milyarda biridir. Yani
Sekil 2.4’te goriildiigii lizere oranlamak gerekirse, yaricapt 1.1 nanometre olan bir
fulleren ile softbol topu arasindaki boyut farki, Diinya ile softbol topu arasindaki boyut
farkiyla aynidir (Eroglu, 2019).

Sekil 2.4. Fulleren, softbol ve diinya arasindaki boyut farklarinin gemasi (Eroglu, 2019)

Arastirmacilar, boyutun bir maddenin fizyo-kimyasal  Ozelliklerini
etkileyebilecegini kesfettiklerinde bu malzemelerin énemi anlasilmistir. NP’ler, biyo-
goriintiileme uygulamalarinda kullanilabilen muazzam derecede boyut ve sekil
cesitliligi ile karakteristik renkler ve Ozellikler gosterirler (Dreaden ve ark., 2012).
NP’ler ii¢ katmandan olusur; (a) Cesitli kii¢iik molekiiller, metal iyonlari, yiizey aktif
maddeler ve polimerler ile islevsellestirilebilen yiizey katmani (b) Cekirdekten tiim
yonleriyle kimyasal olarak farkli olan kabuk tabakasi ve (c) Esasen NP’in merkezi
kism1 olan ve genellikle NP’lin kendisine atifta bulunulan g¢ekirdek kismi mevcuttur
(Shin ve ark., 2016).

NP’ler dogal yada sentetik yapidaki polimerlerle hazirlanan, hazirlama
yontemine gore nanokiire veya nanokapsiil olarak adlandirilan ve etkin maddenin
partikiil i¢inde ¢oziindiiriildiigii, hapsedildigi ve/veya yiizeye absorbe edildigi ya da
baglandigi matriks sistemlerdir. Dogal diinyada var olan NP’ler fotokimyasal
reaksiyonlar, volkanik patlamalar, orman yanginlari, basit erozyon, bitkiler, hayvanlar

ve hatta mikroorganizmalar tarafindan iiretilebilir.
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Kullanim alanlari ve Cesitleri

Nanopartikiillerin baz1 kullanim alanlar1 agsagida siralanmstir;

* Bilgisayar malzemeleri ve hafiza kartlar1

* Hidrojen iiretimi ve bataryalar

* Televizyon, telefon gibi elektronik cihazlar

* Nanotiip i¢eren bilesikler, kimyasal kaplamalar, alagimlar, akillt malzemeler

* Optik sistemler

* Yanik ve yara bantlar1 ve sargilari

* Kimyasal sensorler, dedektor ve lazerler

* Biyoanaliz sistemleri

* Tipta goriintiileme teknolojileri

* Farmasotik triinler

» Filtre sistemleri, yapistiricilar, parlatici maddeler, boyalar

* Tekstil, otomobil endiistrisi, insaat malzemeleri, seklinde 6rnekler verilebilir
(Sekmen, 2019).

NP’ler morfolojilerine, boyutlarina ve kimyasal 6zelliklerine bagli olarak ¢esitli
kategorilere ayrilirlar. Fiziksel ve kimyasal dzelliklere gore, 1yi bilinen NP siiflarindan
bazilar1 asagida verilmistir.

1. Karbon bazli nanopartikiiller

2. Metal bazli nanopartikiiller

3. Yari iletken bazli nanopartikiiller

Giimiis (Ag) NP’ler

AgNP’ler, benzersiz optik, elektriksel ve termal 6zelliklere sahiptirler. Arzu
edilen fiziko-kimyasal Ozellikleri nedeniyle ozellikle tip, biyoteknoloji ve tarim
alanlarinda kullanilmaktadir ve fotovoltaikten biyolojik ve kimyasal sensorlere kadar
uzanan iiriinlere dahil edilmektedir. Ornekler arasinda, yiiksek elektrik iletkenlikleri,
stabiliteleri ve diigiik sinterleme sicakliklari i¢in glimiis nanopartikiilleri kullanan iletken
miirekkepler, macunlar ve dolgu maddeleri yer alir.

Mikroorganizmalar, bitki ekstreleri veya bitki biyokiitlesi gibi biyolojik
varliklarin, AgNP iiretimi i¢in kullanilmas1 ve g¢evre dostu bir sekilde kimyasal ve
fiziksel yontemlere bir alternatif olabilmesi seklindeki ilerlemeler, nanoteknolojinin bir

kilit noktas1 olarak goriilmektedir (Pathak ve Hendre, 2015).
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2.4. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikaller, dis orbitalinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron
tasiyan, yiiksek enerjili atom veya molekiiller olarak tanimlanmaktadir (Karabulut ve
Giinay, 2016). Normal hiicresel metabolizmanin {riinleridir. Bir serbest radikalin tek
sayidaki elektron (lar) 1 onu kararsiz, kisa dmiirlii ve oldukga reaktif hale getirir. Yiiksek
reaktiviteleri nedeniyle, stabiliteye ulasmak icin elektronlart diger bilesiklerden
ayirabilirler. Boylece saldirtya ugrayan molekiil elektronunu kaybeder ve kendisi
serbest radikal haline gelir ve sonunda canli hiicreye zarar veren bir zincirleme
reaksiyon dizisi baglatir. Serbest radikaller oksijen ve nitrojen kaynakli olabilirler

(Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Metabolizma sirasinda iiretilen bazit ROS ve RNS listesi (Lushchak, 2014)

Radikaller Nonradikaller
- Stiperoksit O, .~ Hidrojen peroksit H,0,
;3_)—’. %\ Hidroksil OH Hipokloroz asit HOCI
S & Peroksil ROO Hipobroméz asit HOBr
€ 5 Alkoksil RO. Singlet oksijen 'O,
H § Hidroperoksil HO, Ozon O;
x Lipid peroksil LOO
- Nitrik oksit NOr Nitrik asit HNO,
“e—’~ %‘ Nitrojen dioksit NO Nitrosil katyonu NO*
s x Nitroksil anyonu NO’
§ E, Dinitrojen tetroksid N,O,
§ b= Dinitrojen trioksid N,O5

Peroksinitrit ONOO"

Oksijen molekiiliniin kendisi bir radikaldir ve iki eslesmemis elektronun
varligindan dolayr biradikal olarak adlandirilir. ROS’lar arasinda siiperoksit (O2 ),
hidroksil (OH. ), peroksil (ROO. ), nitrik oksit (NO. ) ve nitrojen dioksit (NO,. )
radikalleri sayilabilir (Halliwell, 2001). Genellikle radikal olmayan tiirler arasinda ise,
hidrojen peroksit (H,O;), hipokloréz asit (HOCI), hipobroméz asit (HOBr), ozon (O3),
singlet oksijen (*Oy) ve nitrik asit (HNO,) bulunmaktadir (Kohen ve Nyska, 2002). Bu
tirler patolojik ve fizyolojik durumlar altinda canlilar tarafindan iiretilir ve canh
organizmada kolaylikla serbest radikal reaksiyonlarina yol agabilirler. ROS, endojen
veya eksojen kaynaklardan iiretilebilir. Bu kaynaklar asagida siralanmistir; (Karabulut
ve Gilinay, 2016)

Endojen kaynaklar
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* Mitokondride aerobik solunum sirasinda elektron transport sistemi tarafindan katalize
edilen oksijenler serbest radikalleri yan {iriin olarak {iretirler.

* Serbest radikaller lipit peroksidasyonu, ksantin oksidaz ve mitokondriyel sitokrom
oksidaz gibi cesitli kaynaklardan olusabilir.

* Zihinsel stres veya viicut yorgunlugundan kaynaklanan stres toksik yan iiriin olarak
serbest radikal iiretebilir.

» Immun sistem hiicreleri patojenlere yanit olarak ROS fiiretebilir.

Eksojen kaynaklar

* UV isinlar, X-rays, gamma 1sinlari, mikrodalga 1sinlari,

* Pisirme sirasinda organik maddelerin yakilmasi,

* Asbest, benzen, karbonmonoksit, formaldehit, ozon ve toluen gibi hava kirleticiler,

* Temizlik iirtinleri, tutkal, boya, tiner, parfiimler ve bocek ilaglar1 gibi kimyasallar,

* Alkol ve sigara kullanimi, sigara dumani, egzoz dumani eksojen olarak serbest radikal
tiretimine katkida bulunabilir.

ROS'un ¢ogu, viicut tarafindan alinan oksijenin %g80'inden fazlasinin
mitokondriyal solunum zinciri yolunda kullanilmasi nedeniyle olusur. Diisiik ROS
konsantrasyonlari, gen ekspresyonu, hiicresel biiylime, tiroksin, prostaglandin gibi
molekiillerin biyosentezi i¢in gereklidir ve biliylimeyi ve gelisim siireclerini uyarir
(Wafula ve ark., 2017). Birgok hiicresel yanita karsi normal fizyolojik bir fonksiyon
olarak bir¢ok hiicrede O2 ~ , H,O; ve NO iiretiminden s6z edilebilir. Reaktif oksijen
tiirleri, ¢evresel uyarilar altinda bitkilerin alisma siirecine ana molekiiller olarak katilir.
Temelde, stres kosullar1 altinda bitkinin aligmasi boyunca ¢esitli yollar1 kontrol eden
sinyal iletim molekiilleri olarak hareket ederler (Hasanuzzaman ve ark., 2020). Bitki
hiicrelerinde redoks homeostazi, bitkilerde etkin savunma sisteminin ROS {iretimi ve
eliminasyonu arasinda dengeyi korudugu, ROS iiretimi ile antioksidan enzimlerin
isleyisi arasindaki denge sonucunda gelisir (Paciolla ve ark., 2016). Bununla birlikte,
ROS olusumunun dengesindeki herhangi bir degisiklik ve antioksidanlar tarafindan
ROS siipiiriilmesi, cesitli abiyotik stres kosullar1 altinda oksidatif stresle sonuglanan
asirt ROS birikimine yol agar. Serbest radikallerin birikimi artikga da zararli etkileri
ortaya ¢ikar. Meydana gelen oksidatif stres, lipid peroksidasyonuna neden olur, niikleik
asitlere ve proteinlere zarar verir ve karbonhidrat metabolizmasin1 degistirerek hiicre
fonksiyon bozukluguna ve 6liime neden olur (Mahmud ve ark., 2019). Hidroksil gibi

serbest radikaller, karbonhidratlar ile reaksiyona girer ve karbon atomlariin birinden
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bir hidrojen atomu ¢ikararak karbon merkezli radikal iiretirler. Bunlar hiyaluronik asit
gibi 6nemli molekiillerde zincir kirilmalarina yol agar (Karabulut ve Giinay, 2016).
Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside
olabilecek maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere
‘antioksidanlar’ ve bu olaya ‘antioksidan savunma’ denir (Cavdar ve ark.,1997).
Kaynaklarina gore dogal ve sentetik antioksidanlar olmak tizere iki kisma ayrilir
(Yavaser, 2011). Dogal antioksidanlar da kendi aralarinda enzimatik ve non-enzimatik

(enzimatik olmayan) antioksidanlar olarak siniflandirilabilir (Sekil 2.5);

Antioksidanlar \
el
Dogal antioksidanlar Sentetik antioksidanlar
S R BHT, BHA,
Enzimatik Enzimatik olmayan \lcrl::(ll:l:];&l:ﬁ:h
SOD / \ ;cmcxik maddeler
Katalaz Endojen Eksojen
Glutatyon peroksidaz Glutatyon E Vitamini
Glutatyon rediiktaz Seriiloplazmin f-Karoten
Glutatyon-S-transferaz ~ Bilirubin Askorbik Asit
Ferritin Flavonoidler

Laktoferrin
Urik asit
Haptoglobinler

Albumin

Sekil 2.5. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Yavaser, 2011)

Stiperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon Peroksidaz (GPx),
Glutatyon Rediiktaz (GR) ve Glutatyon-S-Transferaz (GST) gibi enzimatik
antioksidanlar ile mineraller (Fe, Mg, Se, Cu ve Zn gibi), Askorbik asit (C Vitamini),
Tokoferoller (E Vitamini), Karotenoidler ve Polifenoller gibi enzim yapisinda olmayan
dogal antioksidanlar ROS'un asir1 iiretimini engellemek i¢in koordineli bir sekilde
calisirlar. Ornegin Katalaz (EC 1.11.1.6), 26 milyon H,O, molekiiliinii 1 dakikada
H,O'ya doniistiiren ROS detoksifikasyonu i¢in tetramerik hem iceren bir enzimdir.

Sentetik antioksidanlar ise, ¢esitli teknikler kullanilarak yapay olarak firetilir
veya sentezlenir. Temelde polifenolik bilesikler de, esas olarak serbest radikalleri
yakalayan ve zincirleme reaksiyonlari durduran bilesiklerdir. Polifenolik tiirevler

genellikle birden fazla hidroksil veya metoksi grubu igerir (Hasanuzzaman ve ark.,
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2020). Sentetik antioksidanlar, dogal antioksidanlarin sadece bir analogunu olustururlar
ve dogal antioksidanin en etkin analogunu taklit edecek sekilde gelistirilirler.
Cogunlukla bildirilen sentetik fenolik antioksidanlar p-konumludur, oysa dogal fenolik
bilesikler ¢ogunlukla o-konumludur. P-konumlu maddeler, daha diisiik toksisiteleri
nedeniyle tercih edilmektedir. Sentetik fenolik antioksidanlar, kati ve sivi yaglarda
coziliniirliiklerini iyilestirmek ve toksisitelerini azaltmak i¢in her zaman alkil gruplar
tasir (Wanasundara ve Shahidi 2005). Antioksidan aktiviteye sahip bu sentetik
bilesikler, farmasotiklerde, kozmetikler i¢in koruyucu olarak ve gidalardaki yagi, yagi
ve lipitleri stabilize etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Gupta ve Sharma 2006).
Bu sentetik antioksidanlarin fenolik bilesik olmalari, onlarin etkili birer antioksidan
olmalarim1 saglamaktadir. Maliyet nedeniyle dogal kaynakli antioksidanlar yerine
sentetik antioksidanlar yirminci ylizyilin baslarindan beri kullanilmaktadir. Ancak
sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen olabilecegini ortaya koyan calismalar
sonucunda bazi {ilkelerde kullanilmalarina dair ciddi sinirlama veya yasaklar
getirilmistir (Ogiit, 2014).

Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Iki yontem izlenir:

a) Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT)

b) Tek elektron transferi reaksiyonlarina dayananlar (ET)

HAT temelli yontemlerin birgogu, azo bilesiklerin bozulmasi ile olusan peroksil
radikalleri i¢in antioksidan ve substratin rekabetine dayanan yarismaci reaksiyonlardir.
ET temelli yontemler antioksidanin oksidani indirgenme yetenegini renk degisimi ile
Olcen yontemlerdir (Okan ve ark., 2013).

HAT analiz yontemleri: a) Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein
otooksidasyonu, b) Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC), c) Total radikal
yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP), d) Crocin bleaching deneyleri olarak
siralanabilir. ET esasli analiz yontemleri, antioksidan maddenin indirgendiginde renk
degistiren bir oksidan maddeyi indirgeme kapasitesinin Ol¢limiine dayanir. Renk
degisiminin derecesi drnekteki antioksidan derisimi ile baglantilandirilir.

ET esasl analiz yontemleri: a) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik
madde analizi, b) Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) 6l¢iimii, c) Ferrik
iyonu indirgeme antioksidan giicii (FRAP) o6l¢iimii, d) Cu (II) kompleksini oksidan

olarak kullanilan “toplam antioksidan potansiyel” 6l¢lim yontemi, €) DPPH kullanarak
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“toplam antioksidan potansiyel” 6l¢iim yontemi, f) CUPRAC (Bakir(I) indirgeyici
Antioksidan Kapasite) yontemi olarak siralanabilir (Aydin, 2012).

2.5. Antimikrobiyal Madde

Mikroorganizmalarin gelismesini durdurucu veya onlari Oldiiriicii ajanlara
‘antimikrobiyal madde’ denir. Bu maddeler ¢ok genis bir grup olup bunlara
antibiyotikler, dezenfektanlar, antiseptikler vb. dahildir. Bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlar, antibiyotikler olarak bilinen antibakteriyel bilesikler grubu araciligiyla
Onlenebilir, yonetilebilir ve tedavi edilebilir. Antibiyotikler, bakterileri dldiiren veya
biiylimesini engelleyen dogal, yar1 sentetik veya sentetik bilesiklerdir.
Bitkilerin iyilestirici potansiyeli binlerce yildir bilinmektedir. Bitkilerin ve {iriinlerinin
tibbi kullanimi, diinyanin ¢esitli yerlerinde nesilden nesile aktarilmistir. Diinya tarihi
boyunca ve farkli geleneksel tip sistemlerinin gelisimine onemli oOl¢iide katkida
bulunmustur. Bugiin bile Diinya Saglik Orgiiti (WHO), kiiresel niifusun yaklasik
%80'inin standart saglik hizmetlerinin bir pargasi olarak geleneksel bitkisel ilaglara
giivendigini tahmin etmektedir (Foster ve ark., 2005). Halihazirda doktorlar tarafindan
recete edilen birgok ilag ya dogrudan bitkilerden izole edilmekte ya da dogal tiriinlerin
yapay olarak degistirilmis versiyonlaridir. Bati lilkelerinde kullanilan ilaclarin yaklasik
%25'1 dogal bitki kokenlidir (Payne ve ark., 1991).
Bitkilerin antimikrobiyal aktiviteye sahip ¢ok sayida sekonder metabolit iirettigi in vitro
deneylerle bilinmekte ve kanitlanmaktadir (Rios ve Recio, 2005; Cos ve ark., 2006). Bu
bitkilerden olusan antibiyotikler, 6nceden olusturulmus engelleyici bilesikler olan
fitoantikipinler veya mikrobiyal saldiriya yanit olarak de novo sentez yoluyla
onciilerden tiiretilen fitoaleksinler olarak siniflandirilmistir (VanEtten ve ark., 1994).
Giimiis iyonu Ag™nun antimikrobiyal &zelliklerinden biyomedikal alaninda uzun
siiredir yararlanilmaktadir. Giimiis iyonunun O6nemli 6zelligi, biyomateryalle ilgili
enfeksiyonlarla baglantili polimikrobiyal kolonizasyon i¢in 6zellikle 6nemli olan genis
spektrumlu antimikrobiyal 6zelligidir.

Antimikrobiyal Aktivite Tayin Yontemleri

Bir ekstraktin veya bir saf bilesigin in vitro antimikrobiyal aktivitesini
degerlendirmek veya taramak icin ¢esitli laboratuvar yontemleri kullanilabilir. Bu
yontemlerle, maddenin antimikrobiyal aktiviteye sahip olup olmadigi, aktivitesi varsa
Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) ve mikroorganizma spektrumu belirlenir. In

vitro antimikrobiyal aktivite testleri i¢cinde amaca en uygununu se¢mek gerekir.
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Yontemin se¢iminde; maddelerin sayisi, miktari, ¢Ozlinilirliigli ayrica kullanilacak
mikroorganizma cinsi, 06zelligi ve yogunlugu rol oynar. Sonuglarin giivenilir ve
tekrarlanabilir olmasina ilaveten en az emekle en kisa siirede, en ekonomik olan yéntem
tercih edilmelidir (Abbasoglu, 1996). Ancak en bilinen yontemler genelde Diflizyon ve
Diliisyon testleridir.

Antibiyotik duyarlilik testleri i¢cinden en sik kullanilanlar:

Difiizyon testleri

Disk-difiizyon testi

E-test

2. Diliisyon testleri

2.1. Agar diliisyon testleri (kat1 besiyerinde sulandirim testi)

2.2. Broth diliisyon testleri

Disk-difiizyon testi:

Esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinde en sik kullanilan
yontem disk diflizyon yontemidir. Ucuz ve uygulamasi basit olan bu yoOntem
KirbyBauer tarafindan gelistirilmistir ve Kirby- Bauer ismiyle de anilmaktadir. Bu test,
kagit disklere emdirilen antimikrobiyal maddenin, duyarlilig1 arastirilan organizmanin
inokiile edildigi besiyerine diflize olmasi temeline dayanmaktadir. Bu amagcla; agarli
besiyeri iizerine, c¢alisilacak uygun diliisyondaki mikroorganizma kiiltiiriinden ekim
yapilarak agarin bakteri siispansiyonunu emmesi saglanmakta, ardindan antimikrobiyal
madde emdirilmis steril diskler yerlestirilmektedir. Uygun sicaklik ve inkiibasyon siiresi
sonunda inhibisyon zon caplar1 Olgiilerek yagin calisilan mikroorganizma {izerine
antimikrobiyal etkisi degerlendirilmektedir. Inhibisyon zonunun c¢ap1 diskteki
antimikrobiyal maddenin miktar1 ve diflizyon yetenegi, petri kutularindaki agarin
kalinlig1 gibi etmenlere bagli olarak degisebilmektedir. Bu nedenle bu yodntem,
esansiyel yaglarin antimikrobiyal etkinligin varliginin belirlenmesi i¢in uygun olsa da
elde edilen sonuglarin yayimlanmig verilerle karsilastirilmasi i¢in uygun degildir
(Turhan, 2015).

Diliisyon testi:

Sivi ve kat1 besiyerinde diliisyon teknikleri, bakterilere karsi antimikrobiyal
maddenin in vitro aktivitesinin kantitatif ol¢limiidiir. Esas olarak, bir seri tiipe sivi
besiyeri veya petriye kati besi yeri konur. Antimikrobiyal madde gesitli

konsantrasyonlarda ilave edilir. Standardize edilmis mikroorganizma siispansiyonu
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(MacFarland 0.5) inokule edilir. Bir gece, 35°C’deki inkubasyondan sonra iiremeyi

engelleyen en madde konsantrasyonu (MIK) belirlenir (Abbasoglu, 1996).

Mikroorganizmalar

Escherichia coli: Gram negatif, spor olusturmayan, fakiiltatif anaerob, ¢ubuk formunda
bakterilerdir. Tipik bir mezofilik bakteri olan E.coli 7-45° C’leri arasinda iirer. Sicakliga
direng gostermez. Etken uzun siireli soguk ve donmus muhafaza ortaminda canliligin
korur. E. coli ‘nin optimal pH degeri notre yakin olmakla birlikte diger kosullarin uygun
olmasi halinde pH 4.4 gibi oldukga asidik degerlerde iireyebilir. E.coli suslarinin gogu
normal barsak florasinda apatojen olmasina karsin, insan ve hayvanlardan g¢evreye
yayilan E.coli’nin degisik vasitalarla viicuda alinmasi halinde immun sistemi
baskilanmis konaklarda veya bakterinin gastrointestinal bariyeri agmasi halinde bu
suslarda infeksiyona neden olabilirler (Ugar ve ark., 2015).

Bacillus cereus: Hareketli, spor olusturan, Gram pozitif bakterilerdir. Endosporlari
genis Olciide, oval sekilli veya bazen silindirik veya yuvarlaktir. Uygun olmayan
kosullara kars1 direnglidir. Toprakta dogal olarak bulunur ve gesitli gidalarda siklikla
tespit edilmistir. B.cereus sporlari, biyofilm olusumu yoluyla giiglii yapisma
ozelliklerine sahip olduklarindan, isleme sirasinda gida kontaminasyonu meydana
gelebilir. Emetik (kusma) ve ishal olarak adlandirilan iki ana bagirsak hastalig tipine
neden olur. Ayrica, bakteri hem bagisikligi baskilanmis hem de bagisikligr yeterli
bireylerde gesitli sistemik ve lokal enfeksiyonlara neden olur. Bunlar fulminan sepsis,
ilerleyici pndmoni benzeri sarbon ve merkezi sinir sisteminin yikict enfeksiyonlarini
igerir. B.cereus biiyiimesi, yiiksek sicaklik (> 105°C) ve 4°C'nin altinda konserve ve
depolama ile engellenebilir (Gharib ve ark., 2020).

Candida albicans: Insanlarin yaklasik %70’inde ve kadinlarin yaklasik %75 inde
yasamlar1 boyunca en az bir kez gastrointestinal ve genitoliriner sistemde zararsiz bir
kommensal olarak bulunan firsat¢1 bir mantar patojenidir. Bununla birlikte, bagisikligi
baskilanmis hastalar, baz1 immiinolojik olarak zayif bireyler ve hatta saglikl kisiler i¢in
firsatc1 patojen haline gelir. C.albicans'm neden oldugu enfeksiyon genellikle
kandidiyaz olarak bilinir. Sistemik Candida enfeksiyonlari, HIV ile enfekte hastalar,
transplant alicilari, kemoterapi hastalar1 ve diisilk dogum agirlikli bebekler dahil olmak

tizere bagisiklig1 baskilanmig bireylerde yaygindir (Kabir ve ark., 2012).
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2.6. P.lentiscus L. Tiirii Uzerinde Yapilan In vitro, Biyolojik Aktivite ve Elisitasyon

Cahismalan

Benhammou ve ark. (2008), P.lentiscus L. ve P.atlantica Desf. yapraklarina ait
ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesi ve antioksidan 6zelliklerini 8 bakteri, 5 kiif ve
mayaya kars1 incelemiglerdir. Sonug olarak giiclii bir antifungal aktivite ancak zayif bir
antibakteriyel aktivite gézlendigini rapor etmislerdir.

Piluzza ve Bullitta (2011), hayvanlarin saghgi i¢in gelencksel olarak kullanilan
yabani ve ekili bitki tiirlerinden 24 ekstrakt hazirlayarak, bu ekstrelerin fenolik igerik ve
antioksidan aktiviteleri bakimindan karsilagtirmali olarak yaptiklar1 calismalarinda,
Gallik asit esdegeri (GAE) olarak hesaplanan toplam fenoliklerin, 3.18 (A.sativum L.)
ile 147.68 (P.lentiscus L.) mgGAE/g kuru agirlik (DW) arasinda degisiklik gosterdigini,
bu baglamda, yiliksek antioksidan aktiviteye sahip bitkilerin yiiksek toplam fenolik
icerige, diisiik antioksidan aktiviteye sahip bitkilerin de diisiik toplam fenolik igerige
sahip olduklarini saptamislardir.

Kiling (2013), %20’lik NaOCI te yiizey sterilizasyonuna tabi tuttugu sakiz
tohumlarini inokiile ettigi MS besi ortamindan %100 oraninda siirgiin proliferasyonu, 1
mgL'1 BA ve 2iP destekli MS besi ortamindan en uzun siirgiinleri ve IBA’nin calisilan
en yiiksek konsantrasyonunda ise giiglii bir koklenme elde ettigini bildirmistir.

Saliha ve ark. (2013), ham kloroform, etil asetat ve sulu yaprak ekstrelerinin
antioksidan aktivitelerini degerlendirmek i¢in farkli antioksidan testleri uyguladiklar
P.lentiscus bitkisinde, toplam fenolik miktarinin, sirasiyla kloroform ekstrakti (CHE) ve
ham metanolik ekstrakt (CE) i¢in gallik asit esdegerleri olarak ifade edilen, 207+0.021
ve 390+0.005 mg/g kuru agirlik arasinda degistigini; toplam flavonoid igeriklerinin sulu
ekstrakt (AQE) ve etil asetat ekstrakti (EAE) icin sirastyla 13+0.003 ve 82.37+0.0043
mg quercetin esdegeri/g kuru agirlik arasinda oldugunu ve etil asetat dziitiiniin, sirastyla
0.0068+0.0013 mg/ml, 0.16+0.0082 mg/ml ve 1.554+0.025 mg/ml ICsy degeri ile DPPH,
hidroksil radikal siiplirme ve indirgeme giicii kullanilarak en yiliksek antioksidan
aktiviteyi gosterdigini, ayrica ham metanolik ekstraktin %94 inhibisyon ile en yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Kog¢ ve ark. (2014), P.lentiscus’un in vitro ¢imlendirilmis tohumlarindan elde
ettikleri apikal ve nodal siirgiin uglarin1 eksplant kaynagi olarak kullandiklar
caligmalarinda apikal siirgiin uglarinin, ¢oklu siirgiin olusumuna daha iyi yanit

verdigini, test edilen tiim GAj3 konsantrasyonlarmin 1.0 mg/l BA ile kombinasyonunun
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¢oklu siirglin olusumunu arttirdigini, eksplant bagina maksimum siirgiin sayisinin (3.95)
1.0 mg/l BA ve 0.3 mg/l GA3 igeren MS ortamindan kaydedildigini, buna karsilik, JA'in
¢oklu siirgiin olusumu tizerinde olumsuz bir etki yaratirken, AgNO3'in kaydadeger bir
degisiklige yol agmadigini belirtmislerdir. Sentetik tohum {iretimi agisindan kapsiillenen
stirgiin uglarinin, 4 °C'de karanlikta 6 aya kadar %87.5 oraninda rejenere edildigini,
ayrica Sentetik tohumlardan tiiretilen bitkiler dahil olmak tizere in vitro ¢ogaltilan mikro
stirgiinlerin, koklenme i¢in indol biitirik asit igeren MS ortamina aktarildigin1 ve ex
vitro kosullara basarili bir sekilde alistirildigini son olarak ¢alismalarinin sentetik tohum
tiretimi yoluyla verimli bir in vitro rejenerasyon sistemi ve koruma onerdigini rapor
etmislerdir.

Mezni ve ark. (2014), Tunus'ta yetisen ve 6 farkli lokasyondan temin ettikleri
sakiz meyve yaglarinin antimikrobiyal aktivite tayinini, disk difiizyon ve diliisyon
yontemi ile test etmislerdir. Kbouch ve Sidi Zid varyetelerine ait meyve yaglarinin, 9.33
mm'lik bir inhibisyon bdlgesi ile sirasiyla en fazla S.aureus ve A.niger'e karsi
gosterdigini tespit etmislerdir. Fenolik ekstraktlarin, en genis duyarli mikroorganizma
spektrumuna sahip oldugunu ayrica tiim suslarin hem yag hem de ekstraktlari tarafindan
inhibe edildigini belirtmislerdir.

Bendifallah ve ark. (2014), Cezayir'in kuzeyindeki daglik Boumerdes
bolgesinden topladiklar: P.lentiscus yapraklarini materyal kaynagi olarak kullanmislar
ve antimikrobiyal aktiviteleri i¢in tanen ve polifenollerini, 3 patojenik bakteri susuna ve
1 patojenik maya susuna karsi incelemislerdir. Fitokimyasal analiz sonuglari, tanen,
l16koantosiyanin, glukozidler, alkaloidler, flavonoidler ve saponosidler gibi kimyasal
bilesenlerin dikkate deger bir kombinasyonunu igerdigini, ayrica tanenler ve
polifenollerin, bazi tiirlere karsi giicli antimikrobiyal aktivite sergiledigini tespit
etmislerdir.

Arab ve ark. (2014), P.lentiscus’un fenolik bilesikleri ve ugucu yaglarinin
fitokimyasal olarak incelenmesini ve antioksidan aktivitesini nicel ve nitel olarak
degerlendirmeyi amagladiklar1 calismalarindan elde edilen sonuglardan, yaprak ve
meyvelerin antioksidan giicli yliksek maddelerden zengin oldugunu gérmiislerdir. 10 gr
agirh@indaki kuru bitkiden elde ettikleri fenolik bilesiklerin yapraklarda % 116.49 ve
meyvelerde % 61.34 oraninda bulundugunu, yine 100 g agirligindaki kuru bitkiden elde
ettikleri ugucu yaglarin ise % 0.253 + 0.131 oraninda oldugunu tespit etmislerdir.
P.lentiscus’un ugucu yagmin kromatografik profilinde, monoterpenlerin ana bilesik

oldugunu belirtmislerdir (tanimlanan molekiillerin %9.675'1). Elde edilen ekstraktlarin
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giiclii antioksidan aktivitesinin, sadece bu bitkinin yerel halk tarafindan geleneksel
kullanimin1 dogruladigini bildirmislerdir.

Akdemir ve ark. (2015), P.lentiscus'un tohumlarindan itibaren hem in vitro
olarak yetistirilen hem de in vivo organlarindan elde edilen yag ekstrelerinin yag asidi
kompozisyonunu karsilagtirmali olarak arastirdiklar1 ¢alismalarinda meyvelerde,
reginelerde, hem in vivo hem de in vitro olarak yetistirilen erkek veya disi agacin kok,
yaprak ve govde ekstrelerinde, ana yag asitlerinin linoleik, palmitik, oleik ve linolenik
asitler oldugunu, baslica yag asitlerinin, in vivo olarak yetistirilen erkek agacin kok,
yaprak ve govde kisminda sirasiyla %56.94, %64.44 ve %55.57'yi olusturan c¢oklu
doymamis yag asitleri ile temsil edildigini ve incelenen iki genotipin de yaglarinda oleik
ve linolenik yag asidin oldugunu tespit etmislerdir.

Yemmen ve ark. (2017), Tunus’ta yetisen P.lentiscus'un yapragi, meyvesi ve
govdesinden elde ettikleri polifenolle zenginlestirilmis ekstrelerin anti-proliferatif ve
antioksidan aktivitesini degerlendirmek {izere yaptiklar1 ¢alismada, en yiiksek polifenol
bilesenlerinin, toplam antioksidan kapasitenin ve sitotoksik etkinin, yaprak metanol
ekstrelerinden elde edildigini, ayrica RP-HPLC analizine goére, P.lentiscus yapragi,
meyvesi ve govdesinde ana fenolikler olarak tannik asit, gallik asit, quercetin, digalloil
kinik asit tiirevi ve p-kumarik asit dahil olmak {izere g¢esitli fenolik bilesiklerin
bulundugunu saptamiglardir.

Belhachat ve ark. (2017), In vitro yetistirdikleri P. lentiscus'un meyvelerinden
hazirladiklar1 etanol ekstrelerinin fitokimyasal bilesimi, toplam fenolik ve flavonoid
icerigi ve antioksidan potansiyeli iizerine yaptiklari ¢alismalarinda, meyvelerin fenolik
bilesikler, flavonoidler, antosiyaninler, l6koantosiyaninler, flobotaninler, tanenler,
saponinler, terpenoidler, proteinler ve miisilaj icerdigini, ancak alkaloid, kinon ve
karotenoidlerin ise bulunmadigi, yine meyve ekstrelerinde yiiksek miktarda toplam
fenol, flavonoid igerdiginin bulundugunu ve gii¢lii bir serbest radikal siipiirme
aktivitesine sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Erdonmez (2018), Izmir ilinin farkl ilgeleri ve Sakiz Adasi’ndan temin ettigi
damla sakizi 6rneklerinin toplam fenolik madde miktarlar1 ve antioksidan kapasitelerini
arastirdig1  ¢alismasinda, damla sakizi Orneklerinin antioksidan aktivitelerinin
213,15+19,79 ile 330,62+5,50 pumol troloks esdegeri (TE) g'1 arasinda degistigini,
orneklerin % inhibisyon degerlerinin 33,00£1,414 ile 52,50+0,707 arasinda oldugunu ve

D1 (Yunanistan, Sakiz adas1) drneginin antioksidan aktivite ve % inhibisyon degerinin
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diger orneklerle kiyaslandigi zaman ikinci sirada oldugunu, ancak diger orneklerle
kiyaslandiginda istatistiksel bir farklilik gostermedigini tespit etmistir.

Alhadi ve ark. (2018), yaptiklar1 g¢alismada, P.lentiscus ve Phyllanthus
anderssonii’nin yaprak ve govdeleri ile Cinnamomum verum’un yapragini materyal
kaynagi olarak kullanmislardir. Etanol (%80) ekstreleri hazirlayarak bu ekstrelerin
fitokimyasal tarama, antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri bakimindan
degerlendirmislerdir. Buna gore, P.lentiscus yapraginin etil asetat ekstrelerinin, ham
etanol ekstrelerine oranla B.subtilis (19 mm), S.aureus (18 mm), E.coli (20 mm) ve
P.aeruginosa'ya (22 mm) karsi daha yiiksek bir antimikrobiyal aktivite gosterirken, sulu
ekstrelerinin ise S.aureus'a (21 mm) kars1 en yiiksek antimikrobiyal aktivite
gosterdigini, gévde ekstrelerinin ise B.subtilis (etil asetat, biitanol ve sulu ekst. 19 mm),
P.aeruginosa (etil asetat ekst. 18 mm) ve C.albicans'a (etil asetat ekst. 20 mm) kars1
yine yiiksek oranda antimikrobiyal aktivite sergiledigini, ayrica antioksidan aktivite
bakimindan da P.lentiscus yapragmin %95 oraninda en yiiksek DPPH siiplirme
aktivitesine sahip oldugunu belirtmislerdir.

Tilkat ve ark. (2018), sakiz agacina ait tohumlari basarili bir sekilde
cimlendirmis ve elde ettikleri aksenik stok materyallerden, yaklasik 1 cm uzunlugunda
aldiklar siirgiinleri, biyotik ve abiyotik olmak iizere 25 farkl elisitdr uygulamasina tabi
tutmuglardir. Test ettikleri elisitasyon c¢aligmalarinda, uygulamalarin ¢ogunda genellikle
sekonder metabolit olusumunu hem miktar hem de cesit bakimindan tetikledigini,
ozellikle 4 mg/l AgNO; uygulamasinin Ursolik Asit (2.915 ppm) gibi triterpenoitlerin
miktarlarinda belirgin derecede artis sagladigini ve 1 mg/l MeJA uygulamasinin ise
kontrol grubunda tespit edilemeyen farkli triterpenoitlerin olusumuna (Oleonolik Asit
ve Mastikadienolik Asit) yol agtigini rapor etmislerdir.

Salhi ve ark. (2019), farkl: P.lentiscus yapraklart ekstraktlarinin toplam fenolik
(TPC), toplam flavonoid (TF) ve flavonol (FV) igeriklerinin yani sira antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitelerini arastirdiklar1 calismalarinda, antimikrobiyal aktivite
sonuglarini, gram pozitif bakterilere (Micrococcus luteus, Bacillus subtilis ve Listeria
innocua), gram negatif bakterilere (Escherichia coli) ve mantarlara (Candida
pelliculosa ve Fusarium oxysporum albidinis) karsi degerlendirmislerdir. Genel olarak,
etanol ekstrelerini en yiiksek TPC, TF, FV icerigine sahip olup en yiiksek radikal
stiptiriicii etki gosterdigini, metanol ekstresinin ise en yiiksek ferrik azaltic1 aktivite
(FRAP) gosterdigini belirtmislerdir. Ayrica ekstraktlarin antioksidan aktivitelerinin TP,

TF ve flavonoller ile giiclii pozitif korelasyon sergiledigini ve elde edilen ekstraktlarin,
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test edilen bakteri ve mantar tiirlerinin ¢oguna karsi iyi bir inhibitdr etki gdstererek
P.lentiscus’un tibbi veya tarimsal sanayi sektorlerinde antimikrobiyal ajanlar olarak
kullanilabilecegini rapor etmislerdir.

Barbouchi ve ark. (2020), Fas'm iki farkli bolgesi; Moulay Idriss Zerhoun
(MIZ) ve Melloussa (MLS) bolgelerinde yetisen P.lentiscus’un farkli kisimlarini
(meyveler, dallar ve yapraklar) kullanarak hazirladiklar1 30 ekstrenin fitokimyasal
bilesenleri, toplam fenolik igerigindeki varyasyonlari ve antioksidan kapasitelerini
arastirmislardir. Tarama testleri sonucunda ekstrelerin tanenler, flavonoidler,
saponinler, steroller, triterpenler, ozlar, holosidler, indirgeyici sekerler ve miisilajlar
barindirdigi, kantitatif analiz sonucunda ise, tim bitkinin yiiksek miktarda toplam
fenolik icerdigini, ayrica kullanilan ekstraksiyon ¢oziiciilerinin polaritesine bagli olarak
bu igerigin arttigin1 ve dolayisiyla neredeyse bitkinin tiim kisimlarinin, dogal olarak
olusan antioksidanlarin biiyiik bir kaynag olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Bakli ve ark. (2020), P.lentiscus L. yapraklarindan hazirladiklar1 ekstreleri
oncelikle fenolik igerigi acisindan analiz etmisler, akabinde ise flavonoidlerini 14
bakteri, 2 mantar ve 1 mayaya kars1 difiizyon yontemiyle antimikrobiyal kapasiteleri
acisindan test etmislerdir. Sonug olarak eksterelerin ¢esitli diger fenolik gruplar
icerdigini, antibakteriyel testlerin suslara bagli olarak farkli aktiviteler sergiledigini,
MIC ve MBC sonuglarina gore, flavonoid oziitiinin Candida albicans ve Vibrio
cholerae'ye karst en yiiksek aktiviteyi gosterdigini belirterek bu bitkinin terapotik

amaclar icin kullanilabilecegini belirtmislerdir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel materyal

Bu calismada, materyal kaynag olarak Izmir’in Cesme ilgesinde bulunan
Ciftlikkoy beldesi civarinda dogal olarak yetisen P.lentiscus L. agaglarindan toplanan
tohumlar kullanild1 (Sekil 3.1). Tohumlar, kiiltiire alinana kadar +4°C’de buzdolabinda

muhafaza edildi.

3.2.Yontem
3.2.1. In vitro ¢calismalar

On hazirhklar

In vitro ¢alismalar, mikroorganizmalardan (bakteri, mantar, viriis) ve diger bitki
zararlilarindan arindirilmis ortamlarda yapilir ve besin maddeleri ve hormon faktorleri
gibi ¢evre faktorleri ile optimize edilir. Bu baglamda basarili bir kiiltiir baslatilmas i¢in,
calisma Oncesinde kiiltiir odas1 basta olmak {izere, kullanilan tiim alet, ekipman ve cam
malzemelerin fiziksel 6zelliklerine gore steril edilmeleri sagland.

Calisma oncesinde steril kabinin i¢ ve dis ylizeyi % 96’lik alkol ile, kabin
disindaki yerler ise seyreltilmis NaOCI ile temizlendikten sonra zaman ayarl
ultraviyole lambasi agilarak odanin genel sterilizasyonu yapildi. Cam malzemeler
(erlenmayer, cam sise, meziir, balon joje, pipet vb.) sicak su ile yikandiktan sonra ii¢
defa saf sudan gegirilerek 180°C’de etiivde 3 saat bekletildi. Pens ve bisturiler, % 96’lik

etil alkol (EtOH) ile temizlendikten sonra boncuklu sterilizatorde (Steri 350 swiss
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made) 10 dk siire ile 250 °C’de, Magenta GA-7 kiiltiir kaplari, 121°C’de, 1 atm. basing
altinda, 25 dakika siire ile otoklavda ve son olarak distile sular ise, 121°C’de 15 psi
basing altinda 3 saat boyunca etiivde bekletilerek sterilize edildi.

Yaptigimiz literatiir taramalar1 1s18inda tez calismamiz siiresince kullanilacak
bitki biiylime diizenleyicileri (BBD) belirlendi. Bitki biiylime diizenleyicilerine (BA,
GA;, IBA) ait stok ¢ozeltiler (mg/ml), uygun ¢oziiciiler ve bir magnet kullanilarak
hazirlandi. Hazirlanan stok soliisyonlar buzdolabinda 4 °C’de saklandi. Ttm In vitro
calismalarda modifiye MS (Murashige ve Skoog, 1962) besi yeri kullanildi. MS besi
ortaminin hazirlanmasinda kullanilan soliisyonlar ve miktarlari, standart bir MS besi

ortam igerigi (g/l) ve konsantrasyonlari sirasiyla Cizelge 3.1., ve 3.2.’de sunuldu.

Cizelge 3.1. MS besi ortaminin hazirlanmasinda kullanilan soliisyonlar ve miktarlari

MS (Makro Elementler) Ana Soliisyonu

NH4NO3 16.5¢
KNO, 19.0¢g
CaCl,.2H,0 444
MgS0,.7H,0 379
KH,PO, 1.7¢g
Distile Su 1000 ml’ye tamamlanir.

MS (Mikro Elementler-1) Ana Soliisyonu

H;BO, 620 mg
MnS0O,.4H,0 1695 mg
ZnSQ0,.7H,0 860 mg

Kl 83 mg
Na,Mo00,2H,0 35 mg

Distile Su 1000 ml’ye tamamlanir.

MS (Mikro Elementler-2) Ana Soliisyonu

CuSO, .5H,0 25 mg
CoCl,.6 H,0 25 mg
Distile Su 200 ml’ye tamamlanir.

Komplex Kelator Ana Soliisyonu

FeS0O,.7H20 3,725¢g
Na,EDTA 2,785 g
Distile su 1000 ml’ye tamamlanir.

Vitamin Karistmi Ana Soliisyonu

Nikotinik asit 50 mg
Glisin 200 mg
Pridoksin HCI 50 mg

Distile su 100 ml’ye tamamlanir.
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B, Vitamini Ana Soliisyonu (10
Tiamin HCI 10 mg
Distile Su 100 ml’ye tamamlanir.

Myo-inositol (10°%)

myo-inositol 100 mg
Distile Su 1000 ml’ye tamamlanur.

Cizelge 3.2. Standart MS besi ortam icerigi* (g/1)

MS ana soliisyonu (Makro elementler) 100 ml
MS mikroelementler-1 10 ml
MS mikroelementler-2 1ml
Komplex kelator 10 ml
Vitamin karigimi 1ml
B; vitamini ana soliisyonu 1ml
Sakkaroz 309
Agar 6.29
Distile su 1000 cc.’ye tamamlanur.

* Tez caligmasinda Sigma Ltd. kimyasallart kullanilmistir.

Tohumlarin In vitro sartlarda yetistirilmesi

Olgun tohumlar sert kabuklarindan bir kirict yardimiyla ayrilarak, % 20’lik
Sodyum hipoklorit (NaOCI-ACE) igerisinde 20 dk calkalandi. Akabinde 3 defa 5 er
dakika steril distile ile gamasir suyu bulasigindan arndirildi.

Yiizey sterilizasyonu tamamlanan tohumlar oncelikle 1 mg/l IBA destekli MS
besi ortaminda ¢imlendirilerek elde edilen aksenik govdelerin ¢ogaltimi, 2 mg/l BA, 0.5
mg/l GA;z ile destekli MS besi ortaminda gergeklestirildi. Elde edilen jiivenil
slirglinlerin proliferasyonu igin ise, 1 mg/l BA, 50 mg/l valin, 30 g seker ve 5.4 gr agar
iceren MS besi ortami temel proliferasyon ortami olarak kullanilarak stok kiiltiirler
tiretildi (Yildirim, 2012; Onay ve ark., 2014; Kiling ve ark., 2015). Tiim kiiltiirler 25+2
°C ve 16/8 saat 1s1k/karanlik fotoperiyodu uygulanan kontrollii bitki biiyiime odasinda
ortalama 28 giin boyunca kiiltiire alind1.

AgNP’lerin hazirlanmasi ve Kiiltiir ortamina ilave edilmesi

AgNP konsantrasyonu 1, 2 ve 4 mg/l olacak sekilde steril distile suda ¢oziilerek,
0.20 um’lik filtreden gegirilerek steril edildi. Filtreden gegirilen AgNP ¢6zeltisi 2 mg/l
BA ve 0.5 mg/l destekli MS besi ortamina otoklav sonrasinda 1,2 ve 4 ml olacak sekilde

eklenerek besi ortamlar1 olusturuldu.
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Farkli konsantrasyonlarda AgNP ilave edilen besi ortamlarinda inkiibe edilen
stirgiinlerin proliferasyon ¢alismalarinda, veriler kiiltliriin 28. giiniinde toplam 30
eksplantin ortalamasindan elde edilmistir. Yapilan gozlemler ve alinan Olgiimler su
sekildedir: Eksplant bagina olusan govde sayisi, ortalama gévde uzunluklar1 ve govde
olusturma kapasitesi (GOK) hesaplanmistir. GOK, Lambardi ve ark. (1993)’nin rapor
ettikleri formiile gére hesaplanmaistir:

G.0.K indeksi= Rejenere olan eksplant basina olusan ortalama gévde sayis1 x rejenere

olan eksplant yiizdesi / 100

3.2.2. Biyolojik aktivite ¢alismalar:
3.2.2.1. Antioksidan aktivite tayini

Ekstrelerin antioksidan aktivitelerini belirlemek i¢in DPPH serbest radikali
giderim aktivitesi yontemi, ABTS yontemi (katyon radikali giderim aktivitesi) ve
CUPRAC yontemi (bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi) olmak iizere {i¢
farkli yontem calisildu.

Ekstraksiyon
Farkli AgNP konsantrasyonlarinda in vitro olarak iretilen siirgiinler ve AgNP
uygulanmamis kontrol grubuna ait siirgiinler ayri1 ayri olacak sekilde yas ve kuru
agirliklart alindi. Akabinde her bir grup ayr ayri kurutulup 6giitildiikten sonra 10 ml
etanolde 24 saat x 3 kez masere edildi. Evaporator kullanilarak etanoliin
uzaklastirilmasi ile ham ekstreler elde edildi. Elde edilen ekstre miktarlar1 ve % verim
oranlar1 Cizelge 3.3.te sunuldu. Cam siselere alinip etiketlenen ekstreler +4 °C’de

muhafaza edildi.

Cizelge 3.3. Ekstre miktarlar1 ve % verim oranlari

Ekstreler Ekstre Miktar1 (ul) % Verim2
Kontrol 5680 17,27

1 mg/l AgNP 2690 14,90

2 mg/l AgNP 2700 15,53

4 mg/l AgNP 2320 16,67

2: 9% verim = (Ekstre miktar/Kuru agirlik) x 100
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Sekil 3.2. Ekstraksiyon iglemi

Ekstrelerin Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini

Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak gallik
asit esdeger olarak belirlendi (Slinkard ve Singleton 1977). 100 uL. FCR’ye 1000 ppm
konsantrasyondaki ekstrelerden 100 uL ve son hacmi su ile 5 mL’ye tamamlanarak 3
dakika inkiibasyona birakildi. Ardindan 300 pL %2’lik Na,COj3; eklenerek oda
sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi. Farkli konsantrasyonlardaki gallik asit
cozeltileri i¢in de ayni islem uygulanarak inkiibasyon sonrasinda 760 nm’de
spektrofotometrik 6l¢iim alindi. Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri standart gallik asit
grafiginden elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi (Sekil 3.3) . Her bir
ornekten ti¢ paralel 6l¢iim yapildu.

Gallik asite esdeger fenolik igerik (y=0.0343x-0.0061 R*=0.9967).
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Sekil 3.3. Gallik asit 6l¢u grafigi

Ekstrelerin Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Ekstrelerin toplam flavonoit miktarlar1 kersetin esdeger olarak aliiminyum nitrat
yontemi ile belirlendi (Moreno ve ark. 2000). 100 ul 1 M potasyum asetat ¢ozeltisine
1000 ppm konsantrasyondaki ekstrelerden 100 pl eklendi ve son hacmi etanol ile 4.8
ml’ye tamamlanarak 1 dakika inkiibasyona birakildi. Ardindan 100 pl %10’ luk
AI(NOs3)s eklenerek oda sicakliginda 40 dakika inkiibasyona birakildi. Farkli
konsantrasyonlardaki kersetin g¢ozeltileri igin de ayni islem uygulanarak inkiibasyon
sonrasinda 415 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢iim alindi. Ekstrelerin toplam
flavonoit miktarlar1 standart Kkersetin grafiginden e¢lde edilen asagidaki esitlik

kullanilarak belirlendi (Sekil 3.4). Her bir 6rnekten ii¢ paralel 6lgiim yapildi.
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Kersetine esdeger flavonoit igerik (y=0.0769x-0.008 R?=0.994)
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Sekil 3.4. Kersetin 6l¢ii grafigi

DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi
Ekstrelerin  serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlendi (Blois 1958). 4 ml 0.1 mM DPPH
cozeltisine farkli konsantrasyonlardaki bitki ekstrelerinden 1 ml eklenerek karanlikta
oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Ardindan 517 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim
alindi. Ayni islem pozitif kontrol olarak kullanilan BHT, BHA, ve Askorbik Asit i¢in
de uygulandi. Elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiilde yerine yerlestirilerek
inhibisyon yiizdesi (%]) hesaplandi.
%l = (Akontrol — Asmek! Akontrot) X100
Aiontrol kontrol tiiplinlin (test bilesikleri disinda tiim ayiraclar1 igeren tiip)
absorbans degerini, Agmex 1S€ her bir konsantrasyon i¢in hazirlanan tlipiin absorbans
degerini ifade etmektedir. Her test farkli zamanlarda 3 tekrar halinde gergeklestirildi.
ABTS (Katyon Radikali Giderim Aktivitesi) Yontemi
Ekstrelerin  ABTS katyon radikal giderim aktiviteleri 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) kullanilarak belirlendi (Re ve ark. 1999). ABTS,
K;S;0s, MnO,, H,0, gibi giiclii yiikseltgenler ile tepkimeye sokulup ABTS™
olusturulur. 7 mM 5 ml ABTS ¢ozeltisi iizerine 3.3 mg K,S;0g eklendi ve oda
sicakliginda karanlikta 16 saat bekletildi. Ardindan 734 nm dalga boyunda absorbansi
0.7 olacak sekilde etanol ile seyreltildi. 4 ml ABTS® reaktifine 1 ml farkh
konsantrasyonlardaki orneklerden eklenerek karanlikta bekletildi. 6, 15 ve 30.

dakikalarda 734 nm dalga boyunda 6l¢iim alindi. Orneklerin absorbans degerleri
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kontrole kars1 degerlendirildi. ABTS katyon radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon)
asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.
% inhibisyon = (Axontrol — Aémek) I Axontrol X 100

Her bir ornekten ii¢ paralel calisma yapildi. Standart olarak BHT, BHA ve
askorbik asit kullanildi.

CUPRAC Yéntemi (Bakir (IT) Iyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi)

CUPRAC yonteminde, orneklerdeki antioksidan bilesikler varliginda Cu(ID)-
Neokuproin (Nc) kompleksi, renkli Cu(l)-Nc kelatina indirgenir ve bu kelatin 450 nm
dalga boyunda absorbansi Olgiiliir (Apak ve ark. 2004). 1 ml 6rnek iizerine 1 ml
CuCl,.2H,0, neokuprin ve amonyum asetat tamponu eklendi ve 1 saat sonra 450 nm
dalga boyunda absorbans &lgiildii. Orneklerin absorbans degerleri kontrole kars

degerlendirildi.

3.2.2.2. Antimikrobiyal aktivite tayini

Ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri, Gram negatif (Escherichia coli ATCC
25922,), Gram pozitif (Bacillus cereus DSSM 4312) bakteri ve mantar (Candida
albicans ATCC 10231) iizerinde ¢aligilarak belirlendi. Antimikrobiyal aktiviteyi tespit
etmek i¢in disk difiizyon yontemi uygulandi (NCCLS 1997) (Sekil 3.5). Her
mikroorganizmadan 6ze ile asilama yontemiyle ekim yapilan Nutrient broth (NB) sivi
besiyeri 12-16 saat 37 ©°C’de inkiibasyona birakildi. Gecelik kiiltiirii hazirlanan test
mikroorganizmalarindan 100 pl alinarak nutrient agar kati besi yeri lizerine yayma ekim
yapildi. Ardindan tiim ekstrelerin hazirlanmis farkli konsantrasyonlarindan 10 pl
alimarak yayma ekim yapilan petrilere yerlestirilmis steril kagit disklere emdirildi.
Bakteriler i¢cin 37 ©C’de 24 saatlik inkiibasyon, mantar i¢in 30 °C’de 48 saatlik
inkiibasyondan sonra inhibisyon zon c¢aplar1 6lgiildii. Ayni islem pozitif (bakteri i¢in
imipenem, mantar i¢in fluconazole) ve negatif kontrol (etanol ve su) icin de tekrarlandi.

Her test farkli zamanlarda 3 tekrar halinde gerceklestirildi.




Sekil 3.5. Antimikrobiyal aktivite tayin ¢aligmasi
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. In vitro Cahismalara Ait Sonuclar ve Tartisma

P.lentiscus L.’un tohumlarinin materyal kaynagi olarak kullanildigi bu tez
kapsaminda, uygulanan yontem bakimindan basarili bir doku kiiltlirii ¢alismasi
gerceklestirilmistir. Bu baglamda, yiizey sterilizasyonu tamamlanmis tohumlar 1 mg/|
IBA destekli MS besi ortaminda inkiibasyona birakilmis (Sekil 4.1.A) ve tohumlarin
cimlenmesi sonucu olusan aksenik siirgiinler, 28 giinliik bir kiiltiir siiresi sonunda
slirgiin ¢ogaltimi1 ve stok kiiltiirlerin eldesi i¢in eksplant kaynagi olarak kullanildi (Sekil
4.1.B) Siirglinlerin proliferasyonu c¢aligmalarinda ortalama 0.5 — 1 cm boyundaki
stirgtinler 2 mg/l BA, 0.5 mg/l GAg ile destekli MS besi ortaminda ¢ogaltilmistir (Sekil
4.1.C). Prolifere edilen juvenil siirgiinler 1 mg/l BA, 50 mg/l valin, 30 g seker ve 5,4 g/
agar iceren MS besi ortamina aktarilmis ve kontrol grubu igin yeterli sayida stok
kiiltirler elde edilmistir (Sekil 4.1.D).

Sekil 4.1. (A) 1 mg/l IBA destekli MS besi ortaminda ¢imlenmeye birakilan tohumlar, (B) 28
guinlik kiiltiir siiresi sonunda elde edilen fideler, (C) 2 mg/l BA, 0.5 mg/l GA; ile destekli MS besi
ortaminda ¢ogaltilan siirgiinler, (D) 1 mg/l1 BA igeren MS besi ortaminda gelisen stok kiiltiirler Bar:1,2cm
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1, 2 ve 4 mg/l konsantrasyonlarinda hazirlanan AgNP’lerin ilave edildigi MS
besi ortamindan elde edilen siirgiinler (Sekil 4.2. A, B, C) bir kontrol grubuyla birlikte

kurutulmus ve biyolojik aktivite ¢calismalarinda kullanilmistir.

Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan AgNP destekli besi yerinde gelisen siirgiinler
(A) 1 mg/l (B) 2 mg/l ve (C) 4 mg/l AgNP ekli MS Besi ortami, Bar: 1 cm

Cizelge 4.1. Farkli AgNP konsantrasyonlarimin (1, 2, 4 mg/l) siirgiinlerin morfolojik geligsimleri iizerine

etkisi.
AgNP Rejenerasyon Govde/Eksplant GOVdeL
Konsantrasyonu (%) (Ort+SH) Uzunlugu G.OK.
(Ort+SH cm)
Kontrol 100 1.7040.20c 1.754+0.20a 1.70
1 mgl/l 100 2.36+0.19b 1.34+0.11b 2.36
2 mg/l 100 2.59+0.17ab 0.95£0.06¢ 2.59
4 mg/l 100 2.67+0.21a 1.26+0.09b 2.67

Veriler kiiltiir baglatilmasindan 4 hafta sonra toplanmstir. Her bir deneme 30 eksplant kullanilarak yapilmistir.
Her siitunda yer alan birbirinden farkl harfler, Post Hoc ¢oklu karsilastiriimalt teste gore belirgin bir fark (P<0.05)
olusturmaktadir. Ort: Ortalama, SH: standart hata. G.O.K: Govde Olusturma Kapasitesi (Rejenere olan eksplant
bagina olusan ortalama govde sayist x rejenere olan eksplant yiizdesi / 100)

Cizelge 4.1. irdelendiginde, 2 mg/l BA ve 0.5 GA; destekli MS besi ortamina
eklenen AgNP uygulamalarindan elde edilen siirglinlerin kontrol grubuna oranla
eksplant basia diisen govde sayisinda artis tespit edilmistir. En yiiksek govde/eksplant
orant 4 mg/l AgNP ilave edilen 2 mg/l BA ve 0.5 GA; destekli MS besi ortaminda
hesaplanirken (2.67+0.21), en diisiik govde/eksplant orani ise kontrol grubundan (2 mg/I
BA ve 0.5 GA; destekli MS besi ortaminda) elde edilmistir (1.70+0.20). Istatistiksel
olarak degerlendirildiginde, 4 mg/l AgNP uygulanan siirgiin kiiltiirlerinin hesaplanan
Govde/Eksplant oran1 ile 2 mg/l AgNP uygulanan siirgiin kiltiirleri arasinda
Govde/Eksplant orani bakimindan istatistiksel olarak fark tespit edilmezken, kontrol ve
1 mg/l AgNP uygulanan kiiltiirler arasinda Go6vde/Eksplant oranit bakimindan
istatistiksel bir fark tespit edildi (P<0.05). G6évde uzunlugu bakimindan en yiiksek
ortalama govde uzunlugu kontrol grubunda hesaplanirken (1.75+£0.20), en diisiik

ortalama govde uzunlugu ise 1 mg/l AgNP ilave edilmis MS besi ortaminda hesaplandi
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(1.34+0.11). Govde olusturma kapasitesi ise (GOK) kontrol, 1 mg/l, 2 mg/l, 4 mg/l’de
sirasiyla 1.70, 2.36, 2.59, 2.67 tespit edildi. Morfolojik olarak degerlendirildiginde artan
AgNP konsantrasyonunda govde olusumu gozlenirken, yine artan AgNP
konsantrasyonlarinda gévdelerde sararma ve kizarma gézlemlenmistir. Ayrica yine
artan AgNP konsantrasyonlarinda yaprak sekillerinde ve yaprak dizilislerinde

varyasyonlar tespit edilmistir (Sekil 4.3).

— ﬂm:"v'wm

Sekil 4.3. 4 mg/l AgNP uygulanan siirgiin kiiltiirlerinin yaprak dizilislerinde gériilen
varyasyonlar.

AgNPlerin farkli konsantrasyonlarinin (0, 0.5, 1,5, 10, 25, 40 ppm) feslegen
(Ocimum basilicum L.)’nin morfolojik ve fizyolojik parametreleri tizerindeki etkilerinin
incelendigi bir calismada konsantrasyon artisinin kok ve stirglinlerin kuru agirlik ve boy
uzunluklar1 tizerinde olumsuz bir etki gosterdigi bildirilmistir (Yosefzaei ve ark., 2016).

Lemna mindér bitkisinin biiylime ve gelismesi tizerine TiO,NP uygulamalarinin
etkisinin arastirildigi Song ve ark., (2012) tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada ise,
TiO,NP’lerinin, diisiik konsantrasyonlarda bitki biiyiimesini uyardigi, ancak yiiksek
konsantrasyonlarda bitki biiylimesini engelledigi rapor edilmistir. Mohammadi ve ark.,
(2016)’nin farkli konsantrasyonlarda TiO,NP’leri (0, 10 ve 40 ppm) ve kurakligin
Dracocephalum moldavica L. lizerindeki etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda normal
sulanan bitkilere yapraktan 10 ppm TiO,NP uygulamasinin, bitki siirgiin kuru agirlig:
ve ugucu yag icerigini arttirdigim1 belirtmislerdir. Bitkilerin NP uygulamalarina
yanitlarinin, bitkinin genotipine, NP ¢esidine, uygulama siiresine ve uygulanan doku
veya organin yapisina bagli olarak degistigi bilindiginden, in vitro yetistirilen ve ilk kez
P.lentiscus siirglinlerine uygulanan AgNP’lerinin siirgiin gelisimi {izerindeki etkilerini
arastirdigimiz bu tez kapsaminda, bulgularimizin yukarida verilen literatiir sonuglarina

benzer sekilde artan AgNP konsantrasyonlarinda siirgiin sayisinin kademeli olarak
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arttig1l, bunun yani sira siirgin boyu ve yaprak morfolojisinin ise olumsuz ydnde
etkilendigi tespit edilmistir.
4.2. Antioksidan Aktivitelere Ait Sonuclar ve Tartisma
4.2.1. Toplam fenolik ve flavonoit iceriklerine ait sonuclar

Tiim ekstrelerin toplam fenolik miktar1 gallik asite, toplam flavonoit igerigi ise
kersetine (quercetin) esdeger olarak belirlenmistir. Kontrol grubu ile birlikte, elisitor
olarak besi ortamina ilave edilen 1, 2 ve 4 mg/l AgNP uygulamalarinin, toplam fenolik
ve flavonoit igerigine etkisinin sunuldugu Cizelge 4.1. irdelendiginde, besi ortamina
ilave edilen farkli konsantrasyonlardaki AgNP uygulamalarmin genel anlamda hem
fenolik hem de flavonoit madde miktarinda kontrol grubuna oranla artisa yol actigi
tespit edilmistir. Calisilan ekstreler arasinda en yiiksek toplam fenolik igerik
67.63+£0.014 pg/mg ile 1 mg/l AgNP uygulamasindan elde edilirken, bunu sirasiyla 2
mg/l (63.99+0.000) ve 4 mg/l AgNP (59.62+0.029) uygulamalarinin takip ettigi
gozlenmistir. En yiiksek toplam flavonoit igerik ise, 18.53+0.006 pg/mg ile 2 mg/l
AgNP uygulamasindan elde edilmistir. Yine 1 mg/l (17.23+0.071) ve 4 mg/l AgNP
(11.70+0.013) uygulamalarinin toplam flavonoit igerik bakimindan bu siralamay1 takip

ettigi belirlenmisgtir.

Cizelge 4.1. Toplam fenolik ve flavonoit icerikleri®

Ekstreler Fenolik icerik Flavonoit icerik

(ugGAs/mg ekstre)b (pg QEs/mg ekstre)°
Kontrol 42.12+0.029d 5.52+0.019d
1 mg/l AgNP 67.63+0.014a 17.23+0.071b
2 mg/l AgNP 63.99+0.000b 18.53+0.006a
4 mg/l AgNP 59.62+0.029¢ 11.70+0.013c

aDegerler 3 paralel dl¢iimiin ortalamasi ve standart sapmas seklinde verilmistir. ° Gallik asite esdeger
fenolik igerik miktar1. © Kersetine esdeger flavonoit igerik miktar

4.2.2. DPPH radikal giderme aktivitesine ait sonuclar

Calismada kullanilan ekstrelerin DPPH serbest radikal giderme aktivitesi %
inhibisyon olarak degerlendirilmis ve standart olarak kullanilan AA ve BHA nin serbest
radikal giderme aktivitesi ile karsilastirilmistir. Ekstre ve standartlarin DPPH serbest
radikali giderim aktivitesi farkli konsantrasyon (10, 25, 50, 100, 150, 200 ve 250 pg/ml)
ortamlarinda degerlendirmeye alinmigtir. Kontrol grubu ile birlikte besi ortamina ilave
edilen 1, 2 ve 4 mg/l AgNP uygulamalarmin, DPPH serbest radikal giderme aktivitesi

tizerine etkisinin sunuldugu Cizelge 4.2. irdelendiginde, besi ortamina ilave edilen farkl
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konsantrasyonlardaki AgNP uygulamalarinin genel anlamda kontrol gruplarina oranla
cok daha yiiksek degerlere sahip oldugu, 250pg/ml konsantrasyon ortaminda
94.38+0.26 ile en yiiksek degere ulastigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. DPPH serbest radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon)? sonuglari

Ekstreler 10 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml 250 pg/ml

Kontrol 5.56+0.21 10.00£2.62 27.86+1.55 45.56+0.32 63.04+1.12 82.35+£1.06 89.89+0.36

1 mg/l AgNP 10.53+0.58 18.93+5.02 43.74+£0.96 71.60+0.26 84.27+1.06 93.95+0.16 94.38+0.26

2 mg/l AgNP 9.89+£0.05  17.75€2.45 37.96+0.21 60.96+4.17 73.5844.49 84.65£0.26 91.81+0.16

4 mg/l AgNP 9.57£0.37  16.68+1.59 39.354+2.13 59.14+£2.67 68.71£1.55 79.83+0.69 87.37+0.53

Pozitif Kontroller

AA

1 pg/ml 2 pg/ml 4 pg/ml 6 pg/ml 8 pg/ml 10 pg/ml 12 pg/ml

10.16£1.17  22.99+0.85 38.44+1.12 62.51£0.48 79.35+£0.21 93.95+0.26 94.75+0.21

BHA

2 pg/ml 5 pg/ml 10 pg/ml 20 pg/ml 30 pg/ml 40 pg/ml 50 pg/ml

24.2240.69 45.77£0.64 64.75£0.48 83.42+0.42 87.54+0.48 94.97+0.21 96.68+0.21

8 Degerler 3 paralel 6lgiimiin ortalamasi ve standart sapmasi seklinde verilmistir.
BHA: Biitillenmis hidroksianisol, AA: Askorbik asit.

4.2.3. ABTS radikal giderme aktivitesine ait sonuclar

ABTS radikal giderme aktivitesi yontemine gore elde edilen degerler Cizelge
4.3’te sunulmugstur. Ekstre ve standartlarin ABTS yOntemiyle antioksidan aktivitesi
farkli konsantrasyon ortamlarinda (2, 4, 8, 12, 16 ve 20 ug/ml) belirlenmistir. Bir
kontrol grubu ile birlikte besi ortamima ilave edilen 1, 2 ve 4 mg/l AgNP
uygulamalarinin, ABTS radikal giderme aktivitesi iizerine etkisinin sunuldugu Cizelge
4.3. irdelendiginde, DPPH serbest radikal giderme aktivitesi sonucglarina benzer
degerlerin goriildiigii gozlenmistir.

AgNP elisitasyonuna birakilan ekstrelerin kontrol grubuna oranla daha yiiksek
degerler tasidigi, ancak NP uygulanan ekstreleri kendi i¢lerinde degerlendirdigimizde
konsantrasyon artigina bagli olarak ABTS radikal yakalama aktivitesinde diisiisler
gozlendigi tespit edilmistir. Bu baglamda NP uygulamalar1 arasinda, 6zellikle 1 mg/I
AgNP uygulanmig ekstrelerin 20 pg/ml konsantrasyon ortaminda 99.31+0.09 ile
maksimum degeri verdigi dolayisiyla test edilen diger parametrelere oranla daha yiiksek

bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu sonucuna varilmistir.
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Cizelge 4.3. ABTS ydntemiyle antioksidan aktivite sonuglar1 (% inhibisyon)®

Ekstreler 2 pg/ml 4 pg/ml 8 pg/ml 12 pg/ml 16 pg/ml 20 pg/ml

Kontrol 9.60+0.19 30.78+1.56 36.27+1.17 57.84+0.78 65.68+3.72 82.25+0.88

1 mg/l AgNP  28.92+1.07  39.31+0.29 56.47+0.39 83.03+1.86 97.02+2.32 99.31+0.09

2 mg/l AgNP  16.07+0.98 31.07+2.45 55.19+0.88 78.13+£0.29 91.17+0.00 95.98+0.49

4 mg/l AQNP  15.68+3.92 30.58+2.35 48.82+2.35 77.05+0.78 90.98+0.19 93.33+0.19

Pozitif Kontroller

AA 0.5 pg/ml 1 pg/ml 2 pg/ml 3 pg/ml 4 pg/ml 5 pg/mi
19.90+1.27  35.98+1.07  61.07+0.68 83.72+0.78  94.90+0.39  99.21+0.19
BHA 10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml 60 pg/ml 80 pg/ml 100 pg/ml

11.27+0.68 26.37£1.07  46.07+0.78 72.45+0.88 84.11+1.17 95.58+0.49

®Degerler 3 paralel l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi seklinde verilmistir.
BHA: Biitillenmis hidroksianisol, AA: Askorbik asit.

4.2.4. CUPRAC radikal giderme aktivitesine ait sonuglar

Bir kontrol grubu ile besi ortamina ilave edilen 1, 2 ve 4 mg/l AgNP
uygulamalarindan elde edilen, P.lentiscus L. ekstreleri igin CUPRAC degerleri Cizelge
4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4 irdelendiginde, yukarida deginilen DPPH ve ABTS yontemlerinden
elde edilen sonuglara yakin bulgularin gézlemlendigi, yine maksimum degerlerin 1 mg/I
AgNP elisitasyonuna ait ekstrelerden alindigi, bu degerlerin 0.27+0.03 ile 2.94+0.19
arasinda degistigi ve artan konsantrasyon ortamlarina paralel sekilde arttig
goriilmiistiir. En yliksek CUPRAC degerinin 200 pg/ml konsantrasyon ortaminda
2.9440.19 ile alindig1 tespit edilmistir. Minimum degerlerin ise, 4 mg/l AgNP
elisitasyonuna ait ekstrelere ait oldugu tespit edilmistir.

Elisitasyon  ekstrelerinin CUPRAC  sonuglarmin  ayni  konsantrasyon
ortamlarinda birbirine yakin derecede yiiksek Sonuclar vermesi AgNP uygulamasinin

antioksidan aktiviteyi pozitif yonde etkiledigi sonucuna vardirmustir.
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a

Cizelge 4.4. CUPRAC ydntemiyle antioksidan aktivite sonuglari (Absorbans)

Ekstreler 10 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 75 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml 200 pg/ml

Kontrol 0.22+0.02  0.38+0.05  0.68+0.10  1.09+0.07 1.36+0.01 1.79+0.19  2.11+0.18

1 mg/l AgNP  0.27+0.03  0.55+0.09 1.04+0.17 1.57+0.06 1.73+£0.22 2.46+0.28  2.94+0.19

2mg/l AgNP  0.25+0.03  0.52+0.08  0.94+0.05 1.48+0.02 1.64+0.19 2.15+0.12  2.81+0.21

4 mg/l AQNP  0.25+0.04  0.48+0.09 0.87+0.06  1.39+0.03  1.55+0.19 1.86+0.04 2.41+0.06

Pozitif Kontroller

AA

2 pg/ml 5 pg/ml 10 pg/ml 20 pg/ml 30 pg/ml 40 pg/ml 50 pg/ml

0.21+£0.01  0.35£0.01  0.54+0.03  0.80+0.02  1.10+0.01  2.01+£0.06  3.17+0.02

BHA

5 pg/ml 10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml 60 pg/ml 80 pg/ml 100 pg/ml

0.14+0.02  0.24+0.04  0.49+0.05 0.94+0.02 1.45+0.05 1.95+0.01  2.39+0.02

®Degerler 3 paralel l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi seklinde verilmistir.
BHA: Biitillenmis hidroksianisol, AA: Askorbik asit.

Tez ¢alismamizda in vitro sartlarda ¢imlendirilen P.lentiscus L. tohumlarmna 1, 2
ve 4 mg/l konsantrasyonlarinda AgNP elisitasyonu yapilmistir. Elisitor; canli bir
sisteme diisiik miktarlarda uygulandiginda, bitkilerin stresli kosullara adaptasyonunda
onemli bir role sahip olan spesifik bilesik/bilesiklerin biyosentezini indiikleyen veya
gelistiren bir madde olarak tanimlanmaktadir (Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015).
Uygulanan elisitoriin etkisinin, kiiltiiriin ¢esidine, uygulanan elisitdriin zamanlamasina,
konsantrasyonuna ve uygulama siiresine bagli olarak metabolit iiretimini etkiledigi
bilindiginden (Erkoyuncu ve Yorgancilar, 2015) bu tez kapsaminda 3 farkh
konsantrasyonda AgNP uygulamasi denenmis ve elisitasyon uygulamasi yapilan in vitro
stirgiinler bir kontrol grubu ile birlikte kiltire alinmistir. Yaptigimiz literatiir
taramalarinda, Pistacia tiirlerinin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri tizerine gok
sayida arastirma tespit edilmistir. Ancak NP elisitasyonu ile ilgili cins bazinda herhangi
bir ¢calismaya rastlanmadigindan tartisma boliimiinde, farkl bitkiler iizerinde denenmis
NP uygulamalarina yonelik ¢calismalara deginilmistir.

AgNP’ler, arzu edilen fiziko-kimyasal oOzellikleri nedeniyle tipta,
biyoteknolojide ve tarimda yaygin olarak kullanilmaktadir (Kruszka ve ark., 2020).
Farkli NP’ler arasinda, AgNP’lerin, in vitro kiiltiirlerde yeni bir flavonoid elisitorii
olarak genis ¢apta kullanildigi rapor edilmektedir. Act kabak olarak bilinen Momordica
charantia'nin hiicre siispansiyon kiiltiirleri iizerine yapilan bir ¢alismada, Bacillus
licheniformis ile birlikte 5 mg/l AgNP (50 nm) elisitasyonu sonucunda quercetin,
kaempferol, catechin, myricetin, rutin, naringenin ve biochanin A dahil olmak iizere

farkli flavonoidlerin miktarlarinda artis gozlenmistir (Chung ve ark., 2018a). Baska bir
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calismada ise, Cucumis anguria'nin sagak kok kiiltiirlerinde AgNP uygulamasi
sonucunda, fenolik bilesiklerin yani sira flavonoid bilesiklerin birikiminde de artis
gorildiigi, AgNP kullanilan kiiltiirlerde, kullanilmayan kontrol guruplarina kiyasla
daha yiiksek miktarda flavonol (3136.20 ug/g) tretildigi tespit edilmistir (Chung ve
ark., 2018b). Benzer sekilde, 50, 100 ve 150 mg/l konsantrasyonlarinda AgNP
uygulamalarinin, Brassica rapamin sagak kok kiiltiirlerinde sekonder metabolitlerin
miktarlarinda artisa yol agtigi, 100 mg/l AgNP soliisyonu uygulanan sacak koklerde,
toplam fenolik (TPC) ve toplam flavonoid igerigi (TFC) konsantrasyonunda kademeli
bir artig gozlenirken, 150 mg/l uygulamarinda ise TPC ve TFC'nin azaldigi tespit
edilmistir. Ayrica, dokuz farkli flavonoid bilesigin (myricetin, naringenin, katesin,
quercetin, rutin, kaempferol, biochanin A, formononetin ve hesperidin) AgNP
uygulanan kiiltiirlerde daha yiiksek miktarda biriktigi goriilmistir (Chung ve ark.,
2018c).

Calisma bulgularimizda ise yukarida atifta bulundugumuz g¢aligmalara benzer
olarak, farkli konsantrasyonlarda AgNP uyguladigimiz siirgiin kiiltiirlerinde de 6zellikle
Img/l AgNP elisitasyonunun, kontrol gruplarina ve test edilen diger parametrelere
oranla antioksidan aktiviteyi Onemli Olciide arttirdigi tespit edilmistir. AgNP
uygulamasinin Toplam fenolik (TPC), toplam flavonoid igerigi(TFC)’ni de arttirdigi,
yapilan ABTS, CUPRAC ve DPPH aktivite testleri sonucunda belirlenmistir. Chung ve
ark., (2018a)’nin yaptig1 caligmaya paralel olarak tez ¢alismamizda da belirli bir
konsantrasyonun (1 mg/l) tizerinde uygulanan AgNP uygulamalarinin, genel anlamda
antioksidan aktiviteyi diisiirdiigii, ancak kontrol gruplarina kiyasla bu degerlerin yine
daha yiiksek oranlara sahip oldugu tespit edilmistir.

Literatiir taramalarimiz 151ginda AgNP disinda diger metal NP uygulamalarinin
da antioksidan aktiviteyi arttirdigi calismalara rastlanmistir. Ornegin, Lopez-Vargas ve
ark., (2018)’min yaptigi bir c¢alismada, domates fidelerinin yapraklarina farkli
konsantrasyonlarda (50, 125, 250, 500 mg/l) CuNP soliisyonlarimin dogrudan
piskiirtiilmesinin, domates meyvelerinin flavonoid igeriginde artisa yol actigi rapor
edilmistir. Yapilan caligmada domates meyvelerinde 50 mg/l CuNP uygulamasinin
kontrol gruplara oranla flavonoid igerigini %36.14 oraninda arttirdigi bildirilmistir.
Stevia rebaudiana ve Lilium ledebourii'nin siirgiin kiiltiirlerinin kullanildig1 bir diger
calismada ise, ZnONP elisitasyonu sonrasinda toplam fenolik icerigin arttig1
gozlenmistir (Chamani ve ark., 2015; Javed ve ark., 2017). Dracocephalum kotschyi

sacak koklerinin silisyum dioksit NP’leri (SiO,NP’ler) ile elisitasyonu, cirsimaritin,
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ksantomikrol ve izokaempferid gibi antikanser flavonoidleri de dahil olmak {izere
onemli farmasotik bilesiklerin indiiksiyonunda ve iiretiminde 6nemli bir artiga yol actigi
bildirilmistir (Nourozi ve ark., 2019). Tian ve ark., (2018) tarafindan yapilan baska bir
calismada ise, manganez oksit NP’lerinin (Mn,O3NP’ler) diisiik konsantrasyonlarda
Atropa belladonna in vitro bitki kiiltiirlerinde biiylimeyi tesvik ettigi ve spesifik
antioksidan enzimlerin aktivasyonu ile farmakolojik olarak aktif metabolitlerin
diizenlenmesinin biyosentezini gii¢lendirdigi, yiiksek konsantrasyonlarda (50-200 mg/l)

ise, oliimciil oksidatif stres ve toksisite sergiledigi de belirtilmistir.

4.3. Antimikrobiyal Aktivitelere Ait Sonuclar ve Tartisma

Kontrol grubu ile birlikte, elisitor olarak besi ortamina ilave edilen 1, 2 ve 4 mg/I
AgNP uygulamalarindan elde edilen ekstrelerin antimikrobiyal aktivite sonuglari
Cizelge 4.5°te verilmistir. Ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri, E.coli (ATCC 25922),
B.cereus (DSSM 4312) bakterileri ile C.albicans (ATCC 10231) mantari {izerinde
denenmistir. Sonuglar, diskin etrafinda olusan zon c¢aplarini mm cinsinden ifade
etmektedir. Cizelge 4.5 irdelendiginde, calisilan 100, 250, 750 ve 1000 pg\disk ekstre
miktarlarindan 100 ve 250 pg\disk tim mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal
aktivite gostermedigi, ancak 750 ve 1000 pg/disk ekstre miktarlariin ise, farkli
diizeylerde aktivite sergiledigi tespit edilmistir.

Ekstrelerin E.coli iizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri diisiik diizeyde olup zon
caplart 7-10 mm (zon capi< 12 mm) arasinda degisiklik gdstermistir. Ayrica negatif
kontroliin E.coli {izerindeki etkisi goz Oniinde bulundugunda, elde edilen zon
degerlerinin negatif kontrol kaynakli1 olabilecegini de akla getirmektedir.

Ekstrelerin B.cereus iizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri incelendiginde ise,
yine diisiik aktivite diizeyi goriilmiistiir. Zon ¢aplarinin 6-14 mm arasinda degisiklik
gosterdigi ve ayrica 4 mg/l AgNP uygulamasindan elde edilen ekstrenin 1000 ug/disk
miktarinda 14 mm’ lik zon ¢apiyla B.cereus’a karsi orta diizeyde aktivite sergiledigi
belirlenmistir.

Ekstreler en yiiksek aktiviteyi C.albicans’a kars1 sergilemislerdir. Zon caplari 8
18 mm arasinda degisiklik gostermektedir. En yiiksek aktivite 1 mg/l AgNP
uygulamalarindan elde edilen ekstrenin 1000 pg/disk miktarinda 18,33 mm zon ¢api ile
ve 2 mg/l AgNP ekstresinin 1000 pg/disk miktarinda 16 mm zon ¢apr ile orta diizeyde

aktivite elde edilmistir. Diisiik doz AgNP uygulamalarinin C.albicans suslar1 {izerinde
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antimikrobiyal aktiviteyi arttirdigi, AgNP miktar1 arttikca sdzkonusu aktivitenin

azaldig1 belirlenmistir.

Cizelge 4.5. Antimikrobiyal aktivite sonuglari

Ekstreler E.coli B.cereus C.albicans
100 pg/disk A.D. A.D. A.D.
250 pg/disk A.D. A.D. A.D.
Kontrol
750 pg/disk 8.33+0.57 6.66+0.57 8.33+0.57
1000 pg/disk 10.66+0.57 10.33+£0.57  9.00+0
100 pg/disk A.D. A.D. A.D.
250 pg/disk A.D. A.D. A.D.
1 mg/l AgNP
750 pg/disk 7.00+0 7.00+0 12.66+1.15
1000 pg/disk 11.66+0.57  12.33+0.57 18.33+1.15
100 pg/disk A.D. A.D. A.D.
250 pg/disk A.D. A.D. A.D.
2 mg/l AgNP
750 pg/disk 8.33+0.57  7.00+0 10.66+0.57
1000 pg/disk 9.33+0.57 11.66+0.57 16.00+3.00
100 pg/disk A.D. A.D. A.D.
250 pg/disk A.D. A.D. A.D.
4 mg/l AgNP
750 pg/disk 7.00+0 7.33+0.57 12.33+0.57
1000 pg/disk 9.66+0.57 14.00+0 13.00=+0
Pozitif kontrol 24.00+0 25.00+0 30.00+0.30
Negatif kontrol 11.66+0.57  7.00+0 A.D.

Sonuglar ortalama (mm) +standart sapma olarak verilmistir. Pozitif kontrol bakteri igin Imipenem
(10pg/disk), mantar igin fluconazole (10ug/disk) kullanilmistir. Negatif kontrol olarak etanol kullanilmistir. A.D:
Aktif degil.

Fenolikler ve polifenoller, antimikrobiyal aktivite sergileyen en biiyiik sekonder
metabolit gruplarindan biridir. Fenol grubu iizerindeki hidroksil gruplarinin yer(ler)i ve
sayisinin mikroorganizmalara yonelik toksisiteleriyle iliskili oldugu diisiiniiliir ve artan
hidroksilasyonun artan toksisite ile sonuclandigina dair kanitlar vardir.

Eren ve Baran (2019), P.vera L. bitki ekstrakti kullanarak, yesil sentez yontemi
ile AgNP sentezlemislerdir. Sentezlenen AgNP’lerin antimikrobiyal etkisini S.aureus
(ATCC 29213) E.coli (ATCC 25922) bakterileri ile C.albicans mantar suslar tizerinde
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda Sonug olarak, sentezlenen giimiis nanopartikiillerin
antimikrobiyal etki gosterdigini bildirmislerdir. Yine, Carica papaya yapraklarindan
sentezlenen AgNP’lerin, Luria Bertani broth kiiltiirlerinde hem Gram pozitif hem de

Gram negatif bakterilere karst MIC ve MBC >25 pug/mL oldugu ve antibakteriyal
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aktiviteye sahip oldugunu rapor etmislerdir (Banala ve ark., 2015). Bryaskova ve ark.
(2011) polivinil pirolidon (PVP) ile stabilize edilmis AgNP’lerin C.albicans, C.krusei,
C.tropikalis, C.glabrata ve A.brasiliensis gibi farkli maya ve kiiflere karst mantar
Oldiirticii  aktivitelerinin olup olmadigimi test ettikleri baska bir c¢alismada ise,
AgNP’lerin test edilen bakteri ve mantar suslarina karsi giiclii bir antimikrobiyal etki
gosterdigi ve bu nedenle biyoteknolojik ve biyomedikal alanlar i¢in bir potansiyele
sahip olduklarin1 rapor etmislerdir. Keza calismamizda yukarida deginilen literatiir
calismalarina benzer sekilde AgNP uygulanmis ekstrelerin E.coli iizerinde orta,
B.cereus bakterileri tizerinde ise diisiik diizeyde antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit
edilmistir.

Yine test edilen parametreler arasinda maksimum antimikrobiyal aktivitenin bir
mantar olan C.albicans’a karst 1 mg/l AgNP uygulamasindan elde edildigi ve orta
diizeyde antimikrobiyal aktivite gdsterdigi belirlenmistir. AgNP uygulamasinin diigiik
konsantrasyonlarda C.albicans iizerinde antimikrobiyal aktiviteyi arttirdigini, artan

konsantrasyonlarda ise aktiviteyi diisiirdiigii goriilmiistiir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Tibbi ve ekonomik 6neme sahip Pistacia cinsinin 6énemli bir tiirii olan Pistacia
lentiscus L., icermis oldugu degerli sekonder metabolitleri dolayisiyla geleneksel tipta
yiizyillar boyunca hammadde olarak kullanilmistir. Bu molekiillerin dogal kaynaklardan
ticari olarak tiretilmesi ¢ok verimli degildir. Biyoaktif maddeler genellikle kuru bitki
agirliginin %1°nden azdir. Bu yiizden bitki hiicre ve doku kiiltiirii teknolojisi yiiksek
degerli bu molekiillerin iiretiminde alternatif iiretim sistemi olarak goriilmektedir.
Gliniimiize kadar, bitki doku kiiltiirti teknikleri kullanilarak ta bir¢ok bitkinin farmasotik
ozellikleri ortaya konmus ayn1 zamanda bitkilerin biiylime ortamlarina elisitdr ve onciil
bilesikler ilavesi yoluyla sahip olduklar1 farmasdtik bilesiklerin miktar ve ¢esitleri
arttirtlmaya calisilmistir. Bu baglamda, bu tez kapsaminda antikanser 6zellik igeren
bilesikler basta olmak iizere daha pekcok farmasotik bilesigi biinyesinde barindiran
P.lentiscus L. bitkisinin, in vitro ortamda baglatilan siirgiin kiiltiirlerine son yillarda
kullanim1 yayginlasan NP uygulamalar1 yoluyla fenolik ve flavonoid igeriklerinin
yanisira, antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri iizerine etkileri de arastirilmistir.

Yapilan calismalardan elde edilen sonuclar kisaca asagida maddeler halinde
sunulmustur.

- Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar 1 mg/l IBA destekli MS besi ortaminda
cimlendirilmis ve aksenik siirgiin kiiltiirleri baglatilmistir. Siirgiinlerin proliferasyonu ise
2 mg/l BA, 0.5 mg/l GAg ile destekli MS besi ortaminda ise gergeklestirilmistir.

- Besi ortamma ilave edilen 1, 2 ve 4 mg/l AgNP uygulamalari ile NP
konsantrasyonunun artigina paralel olarak, gdvde/eksplant oranmnin arttigi, siirglin
uzunlugunun ise azaldig1 tespit edilmistir.

- Govde/eksplant oran1 bakimindan 4 mg/l AgNP uygulanan siirgiin kiiltiirleri ile
2 mg/l AgNP uygulanan siirgiin kiiltiirleri arasinda istatistiksel bir fark gdzlenmemistir
ancak, kontrol grubu ile 1 mg/l AgNP uygulanan kiiltiirler arasinda istatistiksel bir fark
tespit edilmistir (P<0.05).

- Morfolojik olarak degerlendirildiginde ise artan AgNP konsantrasyonlarinda
govdelerde sararma, kizarma, yaprak sekillerinde ve yaprak dizilislerinde varyasyonlar
tespit edilmistir.

-Tim ekstrelerde AgNP uygulamalar1 toplam fenolik ve flavonoid igerigini

kontrol grubuna oranla arttirmistir. En yiiksek total fenolik igerigi 1 mg/l AgNP
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uygulamalarindan elde edilirken, en yiiksek flavonoid igerigi ise 2 mg/l AgNP
uygulamalarindan elde edilmistir.

- Antioksidan aktivitenin belirlenmesi kapsaminda kullanilan tiim testlerde
(ABTS, DPPH, CUPRAC) serbest radikal giderme aktivitesi bakimmdan AgNP
uygulamalarinin genel anlamda kontrol gruplarina oranla daha yiiksek degerlere sahip
oldugu, dolayisiyla elisitor olarak besi yerine ilave edilen AgNP uygulamalarinin
stirgiinlerde antioksidan kapasiteyi arttirdig1 tespit edilmistir. Genel anlamda 1 mg/l
AgNP uygulamalarinin, 2 ve 4 mg/l AgNP uygulamalarina kiyasla antioksidan aktivite
bakimindan daha iyi sonuglara sahip oldugu belirlenmistir.

- Tim ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri E.coli (ATCC 25922), B.cereus
(DSSM 4312) bakterileri ile C.albicans (ATCC 10231) mantar1 {izerinde denenmistir.
Sonu¢ olarak farkli AgNP konsantrasyonlari ilave edilen siirglin kiiltiirlerine ait
ekstrelerin, 100 ve 250 pg\disk tiim suglara kars1 antimikrobiyal aktivite gostermedigi,
ancak 750 ve 1000 pg/disk ekstre miktarlarinin ise, farkli diizeylerde aktivite sergiledigi
tespit edilmistir.

- Test edilen tiim ekstrelerin E.coli tizerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin diisiik
diizeyde; B.cereus fizerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin ise, 4 mg/l AgNP
uygulamasindan elde edilen ekstrenin 1000 pg/disk miktarinda orta diizeyde; ve
C.albicans’a kars1 1 mg/l ve 2 mg/l AgNP ekstrelerinin ise orta diizeyde antimikrobiyal

aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

5.2 Oneriler

Tez kapsaminda farkli konsantrasyonlar AgNP uygulamalar1 yapilmis olan
P.lentiscus L.’nin siirgiin kiiltiirlerinden elde edilen ekstrelerin, genel anlamda
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteyi pozitif yonde arttirdigi tespit edildiginden,
diger NP uygulamalarina temel teskil edecek bilgiler elde edilmistir. Yapilan bu
caligmanin, gerek tiir gerekse de cins diizeyinde yapilacak olan NP elisitasyonu

calismalarina ornek teskil edecegi kanaatindeyiz.
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