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TRACHYSTEMON ORIENTALIS EKSTRAKTLARININ
ANTIMUTAJENIK, ANTIMIKROBIYAL VE ANTiOKSIDAN
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu calismada Trachystemon orientalis yaprak ve gévde ektraktlarinin antimikrobiyal,
antioksidan ve antimutajenik etkinlikleri arastinimgtir. Antimikrobiyal etki disk
difizyon yontemi ile antimutajenik etki ise Ames/Salmonella/mikrozom testi
kullamilarak arastnlmastir.  Trachystemon orientalis ekstraktlaninin  antioksidan
ozelligi ise toplam fenolik ve flavonoid iceriginin tespiti ve DPPH giderme etkisi
arastirilarak belirlenmigtir. Tim ekstraktlarin test edilen mikrooganizmalara karsi
farkli derecelerde antimikrobiyal etkinlik sergiledigi belirlenmistir. En yiiksek
antimikrobiyal etkinlik E. coli’ye karst 21 mm inhibisyon zonu ile yaprak ekstrakti
kullamlarak elde edilmistir. Yaprak ve gdvde ekstraktlarinda total flavonoid miktan
sirasiyla 58.25 mgQE/g ve 45.75 25 mgQE/g olarak tayin edilmistir. Yaprak ve
givde ekstraktlarinda total fenolik igerik ise sirasiyla 67.01 mg GAE/g ve 54.04
mgQE/g olarak belirlenmistir. Yaprak ve gévde ekstraktlarninin en yiiksek DPPH
giderme aktivitesi 250 ug/mL dozunda sirasiyla %65 ve %359 olarak belirlenmistir.
Antimutajenite testinde en yilksek etki gdvde ekstraktinda S9 kansimi yoklugunda
%64, yaprak ekstraktinda ise %78.2 olarak belirlenmistir.  Sonug olarak
Trachystemon orientalis yaprak ve gbvde dokularimin potansiyel dogal bir
antimikrobiyal ve antimutajenik kaynak oldugu, antioksidan etkinlik sergiledigi

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Ames/Salmonella/mikrozom testi, Antioksidan aktivite, Disk

difiizyon testi, Trachystemon orientalis
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INVESTIGATION OF THE ANTIMUTAGENIC,
ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF
TRACHYSTEMON ORIENTALIS

SUMMARY

In this study antimicrobial, antioxidant and antimutagenic activities of Trachystemon
orientalis leaf and stem extracts were investigated. The antimicrobial effect was
investigated by disk diffusion method and the antimutagenic effect was investigated
by Ames / Salmonella / microsomal test. Antioxidant properties of Traclystemon
orientalis extracts were determined by investigating the effect of total phenolic and
flavonoid contents and DPPH removal. It has been determined that all extracts
exhibit antimicrobial activity at different ratios against the tested microorganisms.
The highest antimicrobial activity was obtained using a leaf extract with a 21 mm
inhibition zone against E. coli. The total flavonoid content in leaf and stem extracts
was determined as 58.25 mg QE/g and 45.75 25 mg QE/g, respectively. The total
phenolic contents of leaf and stem extracts were determined as 67.01 mg GAE/g and
54.04 mg QE/g, respectively. The highest DPPH removal activity of leaf and stem
extracts was determined to be 65% and 59%, respectively, at a dose of 250 pg/mL.
In the antimutagenicity test, the highest effect of leaf and stem extract was
determined as 78.2% and 64.0% in the absence of S9 mixture, respectively. In
conclusion, Trachystemon orientalis leaf and stem tissues have antioxidant activity

which is a potential natural antimicrobial and antimutagenic

Keywords: Ames / Salmonella / microsomal test, Antioxidant activity, Disc diffusion

test, Trachystemon orientalis
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BOLUM 1. GIRIS

Son yillarda artan Kanser vakalan, karaciger ve bébrek hastaliklan ve pek gok
rahatsizliklara karst dogal ve bitkisel {iriinlerle ¢dziim arayisi, dogal {iriinlere olan
ilgiyi de arttirmugtir. Endiistrilesmenin hizlanmasi ile birlikte kimyasala maruziyetin
artmasi, buna bagh hastaliklarin gelismesi ve hastaliklarin olumsuz etkileri
antioksidan, antimikrobiyal, antiviral ve antienflamatuar etkili dogal iiriinlerle
azaltlabilmektedir. llag, yapay vitamin ve yapay antioksidan takviyeleri bu
problemlerin ¢6ziimiinii saglamakla birlikte, viicuda ekstra bir kimyasal yiikii
getirmektedir. Bu nedenle dogal iiriinlerin antioksidan, antimikrobiyal, antiviral,
antienflamatuar igerikleri arastirilmali ve sentetik {iriinler yerine tercih edilmelidir.
Giinliik yasamda antimutajen ve antikarsinojen etkili bilesiklerin diizenli
kullaniminin  kanser ve genetik hastaliklan ©6nlemede etkili olabilece@i One

siiriilmektedir.

Epidemiyolojik calismalar, dogal bilesiklerin tiiketiminin insanlan pek ¢ok hastahifa
kars1 korudugunu gostermektedir. insanlar, giinliik yasamiarinda ¢ok sayida kimyasal
kanserojenlere ve mutajenlere maruz Kkalabilmektedirler. Bunlar arasinda
antineoplastik ilaclar, aromatik yapida aminler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar,
metaller ve nitrozaminler yer almaktadir [1,2]. Organizmalarda bu tip kimyasal
maddelere artan maruziyet nedeniyle, mutajenik ve/veya karsinojenik 6zelliklerini
baskilayabilecek nitelikte dogal bilesiklerin belirlenmesi ve takviye olarak
kullamlmas: ihtiyag haline gelmigtir. Dogal takviyeler daha gok bitkisel kokenli
olup, Tiirkiye’de bitki tiirii cesitlilifinin fazla olmasi bu konuda arastinlacak pek ¢ok

materyali ortaya ¢ikarmaktadir (3,4].

Trachystemon orientalis (L.) G. Don, diinyada Bati Kafkasya ve Dogu

Bulgaristan’da Tiirkiye'de ise Karadeniz Bolgesinde yaygin olarak bulunmaktadir.



Boraginaceae familyasina ait 7. orientalis rizomlu kdk yapida olan ve 30-40 cm boy
alabilen ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Tliylii ve genig yapraklidir ve mavi-kirmizimst
gicek yapisina sahiptir. 7. orientalis, iilkemizde halk arasinda Ispit, Hodan, Kaldirik,
ve Balik otu gibi degisik isimlerle adlandirnlmaktadir. Bitkinin yapraklan,
tomurcuklu govdesi ve gicek dokular besin olarak yaygin bir sekilde tiiketilmektedir.
Ayrica kék ve petiollerinin salamuras: yapilarak her mevsim kullanilabilmektedir.
Tiirkiye florasimn kayitlarina goére, yaygin olarak 7. orientalis 50-1000 m
yiiksekliklerde, nemli, gblgeli alanlarda, ormanhk ve dere kenarlarinda yogun

olarak yetismektedir [5-7].

Bu calismada 7. orientalis yaprak ve govde ekstraktlanmin antimikrobiyal,
antioksidan ve antimutajenik aktiviteleri aragtirilmistir. Antimikrobiyal aktivite disk
difiizyon yontemi ile antimutajenik aktivite Ames/Salmonella testi ile antioksidan
aktivite ise toplam fenolik igerik tayini, flavonoid igerik tayini, 1,1-difenil-2-pikril

hidrazil (DPPH) giderme aktivite testleri ile belirlenmistir,



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Trachystemon orientalis (L.) G. Don

Alem : Plantae

Béliim : Tracheophyta

Siif : Magnoliopsida

Takim : Boraginales

Familya : Boraginaceae

Cins : Trachystemon

Tiir : Trachystemon orientalis

T. orientalis rizomlu, her mevsim yesil kalabilen, sert ve tiiylii yapraklara sahip
ve ¢icekleri mavi-kirmizi renkli ¢ok yillik otsu, hermafrodit bir bitkidir.
Tiirkiye’de Kuzey Anadolu ve Karadeniz bolgesinde, Bati Kafkasya ve Dogu
Bulgaristan’da yayilis gostermektedir. Cicek yiiksekligi 15 ile 30 cm arasinda
degisebilen bitkinin tag yapraklannin ¢ap1 yaklagik | cm’yi bulabilmektedir. Yetigsme
bélgelerinin diisiik 151k siddetinde olmas: tohum olusturma 6zelligini azaltmakta ve
buna bagh olarak rizomlu kok yapilarinin geligimi ortaya ¢ikmaktadir [7,8]. Korolla
loblarimin spiral seklinde kivnk, filamentlerinin uzun tiiyli olmasi ayirt edici

Ozelliklerindendir.

T. orientalis’e ait yapraklar isobilateral ve amfistomatiktir. Stomalar her iki yiizeyde
dagihim gosterirken, alt yiizeyde daha yogun sekilde bulunmaktadir. Her iki yiizeyde
de yer alan tek hiicreli ve kalin duvarl tiiyler 6zellikle damarlanma bdlgelerinde
yogunlasmaktadir. Polenleri stefenokolporat, sfreroid, tektat ve granulat-skabrittir. 7.

orientalis k6k dokusunda dista tek tabakali epidermis ve onun altinda genis ve



diizenli tek sirah hiicrelerden olusan hipodermis tabakas: bulunmaktadir. Korteks
tabakast 5-6 sirali kolenkima ve genis hiicreli parenkima dokularindan
olusmaktadir. Bu tabakalarda kristal ya da kloroplast bulunmamaktadir. Korteks
tabakasinin altinda yer alan tek tabakali endodermis nisasta graniilleri

icermektedir [8-10].

Sekil 2.1. T. orientalis yaprak, gigek ve gévde dokulari [11]

T. orientalis dokulan rezin, nitrat tuzlar, saponin, tanen, miisilaj ve ugucu yag
icermektedir [7,8]. Ayrica katesik tanen, kolin ve [-sitosterol varlifn da benzer
calismalarla ortaya konmustur [12]. T. orientalis’de saptanan bu bilegenler, alternatif
tipta cesitli tedavilerde kullamlmaktadir. Ozellikle yaprakli gévdeleri sebze olarak
tiiketilmekte ve ates diisiiriicii, kan temizleyici ve idrar arttiricr etkileri bilinmektedir.
Ayrica bazi doku ekstraktlarinin antiviral ve antioksidan aktivite sergiledigi de rapor
edilmektedir {8,13].



Bu calismada T, orientalis bitkisinin 6zellikle gida olarak tiiketilen yaprak ve gévde
dokularinin ekstraksiyonu yapilmug ve ekstraktlarin antimikrobiyal, antioksidan ve

antimutajenik aktiviteleri aragtirnnlmgtir.

2.2. Antimutajenik Aktivite

Mutajenik etki genomda kendiliginden meydana gelen ya da viicuda digardan alinan
kimyasal maddelerin etkisi ile olusan baz degisimleridir. Kimyasal maddelerin etkisi
sonucu olugan bu tiir mutasyonlanin kanser ile iliskili oldugu pek ¢ok ¢aligma ile
ortaya konmustur. Viicuda alindiktan sonra pek cok bilesik, aktif hale doéniiserek
kansere neden olmaktadir. Bu bilesiklerin ¢ofunun aymi zamanda mutajenik de
oldugu belirlenmistir. Kansere neden olan her madde mutajenik olmayabilir, ya da
mutajenik her madde kansere neden olmayabilir. Fakat mutajenite ve kanser olusumu
arasindaki paralellik, antimutajenik bilesiklerin arastirmalanini 6nciil galismalar

haline getirmektedir [14].

2.2.1. Bitkilerde Antimutajenik Aktif Bilesenler

Antimutajenik aktivite, mutajen Szellige sahip kimyasallarin etkisini azaltma ya da
yok etme ozelligidir. Antimutajenler etki mekanizmalarina gére desmutajenler ve
biyoantimutajenler olarak iki grupta siniflandirilmaktadir [15,16]. Antimutajenler
etkilerini enzimatik inaktivasyon, radikal tiirlerin olusumunu Gnleme ya da radikal
slipiirme seklinde gostermektedir {17]. Son on yilda besin olarak tiiketilen ve tibbi
amagh kullamian bitkiler ile deniz organizmalanmin antimutajenik etkilerinin
saptanmasi ve karakterizasyonu hakkinda pek ¢ok calisma gergeklesmistir. Bu
caligmalarda, her tiire ait farkh diizeyde antimutajenik aktivite ve bu aktiviteden
sorumlu  farkhh  etken maddeler tespit edilmistir. Flavonoidler, fenolikler,
karotenoidler, kumarinler, antrakinonlar, taninler, terpenoidler, saponinler ve pek gok

ikincil bitki metabolitleri antimutajenik aktiviteden sorumlu bilegikler olarak



degerlendirilmigtir. En az 25 kimyasal simifa ait 500'den fazla dogal bilesigin
antimutajenik ve koruyucu etkilere sahip oldugu kabul edilmektedir [18]. Bitkilerde
yaygin olarak bulunan vitaminler yiiksek antimutajenik etki potansiyeli nedeniyle
yogun sekilde incelenen bilegik grubudur ve literatiirde bu konuda pek ¢ok caligma
bulmak miimkiindiir. Vitamin C ve E'nin doksorubisin kaynakli kromozomal
hasarlara karsi antimutajenik etki sergiledigi rapor edilmektedir [19]. Vitamin A, C
ve E'nin, Salmonella typhimurium TA100 susunda Metil Azoksi Metanol tarafindan
indiiklenen mutageneze kars1 antimutajenik oldugu bildirilmistir [20]. C vitamininin,
insektisit maruziyeti ile olusan mutasyonlann sikliginda belirgin azalmaya neden
oldugu da ifade edilmektedir [21]. Fitokimyasal bilesik olan flavonoidlerin
antimutajenik etkisi de yaygin olarak arastirtlmug ve 56 flavonoid, 32 kumarin, 5
naftokinon ve 12 antrakinonun tiiriiniin §. Typhimurium TA98'de farkli mutajenik
bilesiklere karsi koruyucu rolleri saptanmustir [22]. Flavonoid glikozitler ve
izoflavonlar da dahil olmak {izere flavonoidlerin Gnemli antimutajenik etkinlik
sergiledigi, turunggil suyunda bulunan flavonoidlerin ise antikanserojenik ve
antimutajenik Gzelliklere sahip oldugu bildirilmigtir [23]. Heo ve ark. [24] farelerin
polikromatik eritrositlerinde benzo-pirene karsi flavon ve flavonol tilirevlerinin
antimutajenik aktiviteye sahip oldugunu rapor etmislerdir. Aynica Glycyrrhiza glabra
L.’dan izole edilen glaberen, kuersetin, myricetin, kaemferol, hesperidin ve Ocimum
tiirlerinden izole edilen flavonoidlerin yiiksek antimutajenik aktivite sergiledikleri de
belirlenmigstir  [25]. Bitkisel kaynakh ekstraktlann antimutajenik aktivitelerinde
fenolik bilesiklerin de 6nemli bir rolii bulunmaktadir. Ozellikle yesil ¢ay ve siyah
cayda bulunan epikatesin, epikatesin gallat, epigallokatesin, epigallokatesin gallat
gibi bilesikler antimutajenik aktiviteden sorumludur [26,27]. Kurkumin ve &jenol
gibi fenolik bilesiklerin ise S§. rvphimurium TA100 ve TA1535’da olusan

mutasyonlara karst koruyucu dzelligi belirlenmigtir [28].

2.2.2. Antimutajenik Aktivite Tayin Yontemi

Bir maddenin antimutajenik aktivitesinin belirlenmesinde Ames testi yaygin olarak

kullanilmaktadir. 1975 yilinda Prof. Dr. Ames ve Dr. Maron tarafindan gelistirilen ve



daha sonra modifiye edilerek yaygin bir gekilde kullanilan Ames mutajenite testi
giivenilir ve diisiik maliyetli, hizli sonu¢ veren ve uygulanabilirligi basit bir testtir.
Ames mutajenite testi, organizmalarda tlimdr olusumu, genlerde meydana gelen
nokta mutasyonlarin tayini, mutajenik kimyasallarin ve antimutajenik ajanlarin
tespitinde de kullanilmaktadir [29-31]. Ames testinde, mutant Salmonella
typhimurium suslan kullanilmaktadir. Bu nedenle test Ames/Salmonella testi olarak
da adlandinlmaktadir. Bu testin temeli, histidin sentezleme geninde mutasyon iceren
ve histidin sentezleme dzelligini kaybeden Salmonella typhimurivm suglaninin hedef
kimyasal ajan ile etkilestirildikten sonra ikinci bir mutasyona ugrayarak histidini
sentezleme o©zelligini yeniden kazanmasi (revertant koloni) ve histidin igermeyen
ortamlarda da gogalabilmesi prensibine dayanmaktadir. Revertant kolonilerin sayilan
ile elde edilen istatikse! veriler, mutajenite degerlendirilmesinde kullanilmaktadir
[30,31]. Normal kogullarda da mutajen maddelere maruz kalmadan spontan olarak
geri doniigebilen suslar olugmaktadir. Spontan revertant sayisindan daha fazla sayida
revertant koloni gdzlenmesi durumunda test edilen maddenin mutajenik oldugu kabul
edilmektedir [31,32]. Bu test ile birgok mutajenik madde teshis edilebilmektedir.
Testte kullanilan Saimonella mutant suslar, histidin operonunun gesitli genlerinde
farkli mutasyonlar igermektedir. Bu mutasyonlar, her biri gesitli mekanizmalar
iizerinden etki eden mutajenlere duyarli olacak sekilde tasarlanmustir. Bu suslar
Salmonella typhimurinm TA1535, TA1537, TA1538, TA97, TA98, TAI00, TA102,
TA104 susiandir [29].

Aynica Ames/Salmonella testi memeli karaciger siipernatanti (§89) varhinda veya
yoklugunda olmak izere iki sekilde uygulanmaktadir. Kimyasal bilesenler
organizmalarda detoksifikasyon isleminden sonra degisime uframakta ve mutajen
olmayan bir bilesik mutajen hale déniisebilmekte ya da mutajen dzellige sahip bilesik
mutajen Ozelligini kaybedebilmektedir. Bu olay biyotransformasyon olarak
adlandinlmaktadir ve Ames testinde kimyasallar S9 olarak bilinen mikrozom
ekstraktlant  ile  muamele  edilerek  mutajeniteleri  arastinlmakta  ve
biyotransformasyonun etkisi aydinlatilabilmektedir. Bu sekilde uygulanan Ames testi

ise Ames/Salmonella/Mikrozom testi olarak adlandinlmaktadir [33].



Antimutajenite testi, Ames/Salmonella/Mikrozom testinden tiiretilmektedir ve
mutajen Ozellikte oldugu bilinen standart bir maddenin mutajenik aktivitesinin
inhibisyonunun 8lgiilmesi prensibine dayanmaktadir. Mutajen oldugu kanitlanms
standart maddelerin olusturdugu revertant koloni sayist ile test edilen antimutajenik
madde beraberinde olusan revertant koloniler kiyaslanarak bir inhibisyon yiizdesi
belirlenmektedir. 9%0-25 aralifinda elde edilen inhibisyon oram zayf
antimutajenite, %26-40 inhibisyon orani orta dereceli antimutajenite, %40 ve iizeri

inhibisyon orani ise giiclii antimutajeniteye isaret etmektedir [34].

2.3. Antimikrobiyal Aktivite

Sentetik antimikrobiyallarin ve antibiyotiklerin gilivenirlilikleri ve yan etkileri
hakkinda artan endiselerden dolay, cgesitli dogal kaynaklanin antimikrobiyal takviye
olarak tiiketilmesi yayginlagmaktadir. Bu nedenle bitkilerin gesitli dokularninin
antimikrobiyal aktivitesi arastiilmali ve bilimsel olarak agifa cikanlmalidir. Bu
sekilde antimikrobiyal aktivitesi kanitlanmus bitkisel yapilar tibbi amagh antifungal,

antibakteriyal, antihelmintik olarak pek ¢ok sektérde kullanilabilmektedir.

2.3.1. Bitkilerde Antimikrobiyal Aktif Bilesenler

Bitkilerde bulunan ve antimikrobiyal 6zellik sergileyen aktif bilesenler Tablo 2.1'de
Ozetlenmistir [35]. Bitkiler yiiksek oranda fenoller veya oksijen tiirevli fenoller gibi
aromatik yapili bilesikleri sentezleme yetenegine sahiptirler. Bu bilesiklerin bilyiik
bir cogunlugu sekonder metabolitlerdir ve bitkiler bu bilesikleri genellikle savunma
amach kullanmaktadir. Bu bilesikler 6zellikle mikroorganizmalar ve boceklere karsi
savunmada gorev almaktadir. Terpen, fenolik asit, flavonoid gibi yapilarda olan bu
bilesikler mikroorganizmalarin Oliimiine ya da mikroorganizmalarda {iremenin

durmasina neden olmaktadir. Antimikrobiyal 6zellik gtsteren bu bilesikler cesitli



yollarla etki géstermektedir. Bu yollardan bazilar: hiicre zari/duvan deformasyonu,

enzim inhibisyonu ve DNA yapisinda bozulmalardir [35].

Table 2.1, Bitkilerde bulunan antimikrobiyal bilesikler ve etki mekanizmalar

[ Bilesik Ornek molekiil Etki mekanizmas:
| Lektin Fabatin Disiilfit bag inhibisyonu
Alkaloid Piperin, Berberin DNA ve hiicre zan yapisinda bozulma
| Kumarin Warfarin Antiviral aktivite
i Kinon ' Hiperisin Adhesine baglanma |

Enzim inhibisyonu

Flavonoid Khyrisin Adhesine baglanma

Hiicre zarina baglanma

Fenolik asit Sinnamik asit Hiicre zarina bagilanma

Enzim inhibisyonu

Terpenoid Kapsaisin Membran biitiinligiini bozma
| Flavon Abissinon HIV revers transkriptaz inhibisyonu
Tannin Ellagitannin Metal iyon kompleksi olugturma

Hiicre zan deformasyonu

Flavonlar, flavonoidler ve flavonoller mikrobiyal enfeksiyona tepki olarak bitkiler
tarafindan  sentezlenmektedir., Bu nedenle cesitli  mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal etki gostermeleri de sentezlenme amaglarini dogrulamaktadir [36,37].
Bitkilerden izole edilen ©nemli bir antimikrobiyal ajan da alkoloidlerdir ve bu
bilesikler cicekli bitkilerde dogal olarak olusan aktif azotlu yapilardir. Alkoloidler,
aminoasitlerden seniezlenmekte ve azot igeren heterosiklik yapiya sahiptir
Heterosiklik yapilannda ise piridin, pirol, indol, pirolidon, izokuinolin ve piperidin
bulunmaktadir [37). Cryptolepis sanguinolenta (Lindl.) Schlechter’dan izole edilen
ve bir alkaloid tiirii olan kriptolepinin papaverin viriislere, mayalara ve tzellikle

gram negatif bakterilere karsi inhibitdr etki sergiledi@i tespit edilmistir [38]. Bir



alkaloid olan kinin de sitma parazitine karsi yilksek antiamoebal aktivite
sergilemektedir [39]. Terpenler de antimikrobiyal aktivite sergileyen bitkisel ikincil
metabolitlerinden biridir. Monoterpenler, diterpenler ve sesquiterpenler ugucu yag
grubundadirlar ve ugucu yaglar antibakteriyel, antiviral, antifungal ve antiinflamatvar
etkiler de dahil olmak iizere pek cok biyolojik faaliyete sahiptir. Cinnamomum
osmopholoewm’dan elde edilen ugucu yaglarinin Escherichia coli, Enterococcus
Sfaecalis, Staphylococcus aureus ve Vibrio parahaemolyticus'a kars: inhibitor etkisi
oldugu gosterilmistir. Bazi ugucu yaglar ise nematodlar, helmintler ve bocekler gibi
baz: yiiksek organizmalara kars: etkilidir. Triterpenler ve streoller, bitkilerde biiylik
miktarlarda glikosit konjiigatlar1 olarak birikmektedirler. Bu konjugatlardan

saponinlerin protozoa inhibitdrii olarak aktivite sergiledifi de belirlenmistir [40].

2.3.2. Antimikrobiyal Aktivite Tayin Yontemleri

Bitki ekstraktlarimin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinde Disk difiizyon
yontemi yaygin olarak kullamlmaktadir [41,42]. Disk difiizyonu, antimikrobiyal
etkinin varlifin: test etmede oldukga uygundur, ancak aktivitenin nicelendiriimesinde
pek kullamgh degildir [43,44]). Bu yontem bakteriosidal ve bakteriostatik etkilerin
ayriminda, Minimum Inhibitor Konsantrasyon (MIK) ve Minimum Letal
Konsantrasyon (MLK) tayininde vyetersiz kalmaktadir [45]. Disk difiizyon
yonteminde test edilen madde steril disklere emdirilmekte ve mikroorganizma
ekilmis besiyerine difiize olmasi saglanmaktadir. Difiizyonla besiyerine gegen aktif
madde bulundugu boélgede mikroorganizma biiylimesini inhibe etmekte ve bir
inhibisyon zonu olusumunu saglamaktadir. Diskin etrafinda olugan inhibisyon zonu
antimikrobiyal etkinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Mikroorganizma aktif
maddeye duyarli ise inhibisyon zon capi1 genig, direncli ise zon ¢apr da kiigiik
olacaktir. Standart antibiyotik diskleri ile de aym mikroorganizmaya karsi zon gapi

elde edilerek test edilen maddenin aktifligi kiyaslanabilmektedir [46].

Bir maddenin MIK ve MLK degerlerinin belirlenmesinde Mikrodiliisyon yéntemi

kullamilmaktadir. Diger yontemlerden farkli olarak diisiik konsantrasyonda yiiksek
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hassasiyet, bakteriyostatik ve bakterisidal etkilerin ayirt edilmesi, MiK ve MLK
degerlerinin niceliksel belirlenmesi gibi avantajlar sunmaktadir. Bu ydntem ¢ok
cesitli mikroorganizmalar igin uygulanabilir, tekrarlanabilir ve diisiik maliyetlidir. Bu
yontemde etken maddenin gittikce azalan konsantrasyonlarda diliisyon ¢ozeltileri
hazirlanarak ve mikroorganizma kiiltiirleri diliisyonlara eklenmekte, inkiibasyon
sonunda iiremenin olmadifi son dilusyon MIK degeri olarak kabul edilir.
Mikrotitrasyon ve agar icinde dilusyon yontemleri antimikrobiyal aktivite tayininde

kullamlan diger yontemlerdir [42, 47].

2.4. Antioksidan Aktivite

Antioksidanlar viicutta olusan oksidatif strese ve pek ¢ok kimyasal maddenin toksik
etkisine karsi Ozellikle gida sektoriinde yaygin olarak kullamlmaktadir.
Kardiyovaskiiler hastahklar, kanser, diyabet, alzheimer, katarakt olusumu gibi pek
cok hastalifin kdkeninde oksidatif stres yer almaktadir. Oksidatif stres, viicutta
olusan serbest radikallerin detoksifikasyonunun yetersiz kalmasi ya da viicutta olusan
hasarin  giderilememesi durumunda ortaya c¢ikmaktadir. Oksidatif stresin
baslamasinda viicutta dogal olarak olugan ya da kontaminasyon yolu ile viicuda giren
serbest radikallerin rolii biiyiiktiir. Serbest radikaller, paylagilmams elektron igeren
diger molekiillerle kimyasal reaksiyon vererek hasara neden olan yapilardir.
Biyolojik sistemlerde serbest radikaller oksijen, azot ve siilfiir molekiillerinden
koken almaktadir. Kéken aldifn molekiile gore serbest radikaller Reaktif Oksijen
Tiirleri (ROS), Reaktif Azot Tiirleri (RNS) ve Reaktif Silfiir Tiirleri (RSS) olarak
gruplandinlabilmektedir. Siiperoksit iyonu (O2¢), peroksi radikali (HO:*), hidroksil
radikali (*OH), nitrik oksit, hidrojen peroksit (H20:), peroksi nitrit (ONOO)
radikalleri ROS olarak simflandinlmaktadir. RNS tiirleri ise daha ¢ok nitrik oksidin
O2¢ ile reaksiyonu sonucunda ortaya ¢ikmaktadir [48-51]. RSS grubu radikaller ise
tiyollerin ROS radikalleri ile etkilesimi sonrasinda ortaya cikmaktadir. Canly
organizmalarda serbest radikaller, baz:i hiicresel metabolik islemlerde, apoptozis ve

savunma sistemi gibi pek ¢ok nemli yollarda gorev almaktadir (Sekil 2.2) [51-54].
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Sekil 2.2. Serbest radikallerin olusumu ve fonksiyonlar

Serbest radikaller niikleik asitlerdeki bazlara, proteinlerdeki aminoasitlere ve
dzellikle doymamus lipitlere saldirarak hasara neden olmaktadir. Bu hasarlara karsi
canli organizmalarda antioksidan savunma sistemi koruyucu bir rol iistlenmektedir.
Viicut tarafindan liretilen antioksidan molekiiller metal selatlama, serbest radikalleri
inaktive etme, etkisizlestirme ve ndtralizasyon gibi yollarla serbest radikallerin
olumsuz etkilerini azaltmaktadir. Bununla birlikte diyetle alinan antioksidan gidalar
da serbest radikallerin notralizasyonunda 6nemli bir role sahiptir [50,54]. Gidalara
katk: maddesi olarak ilave edilen tert butiihidroksitoluen, tert butilhidroksianisol, tert
butil hidroksikinon gibi sentetik antioksidanlar gidalan lipid peroksidasyonuna kars
korumaktadir. Fakat toksik etkilerinin olabilecegi diisiiniildiigiinde bu tiir sentetik
antioksidanlanin gida takviyesi olarak kullamm oldukga risklidir. Bu nedenle
antioksidan takviyesi olarak bitkisel kaynakli dokulann ya da bitki ekstraktlarinin
kullanim dikkat cekmekte ve her gegen giin bu konudaki arastirmalar artarak devam
etmektedir [55].
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2.4.1. Bitkilerde Antioksidan Bilesenler

Bitkilerin yaprak, kok, meyve ve cicek gibi pek ¢ok dokulan antioksidan kaynagi
bilinmektedir. Ginseng, ginkgo, biberiye, yesil ¢ay, lizlim, zencefil ve sarimsak
antioksidan takviye olarak sikga tiiketilen bitkisel kaynaklardir. Bu bitkiler fenoller
basta olmak iizere flavonoidler, karotenler, steroidler ve tiyol bilesikleri gibi pek ¢ok
antioksidan etkili bilesik igermektedirler [56-58]. Bitkilerde metabolik yollarda
primer metabolitlerin yaminda sekonder metabolitler de iiretilmektedir. Sekonder
metabolitler bitkilerde Ozellikle zararlilara karsi savunma sisteminde gorev
yapmaktadir. Bu tiir sekonder metabolitlerin basinda fenolik bilesikler
bulunmaktadir. Fenolik bilesikler, bitkilerde yogunlukta bitkilerin meyve, gicek,
yaprak dokularinda olmak lizere hemen hemen her dokuda bulunmaktadir [59-61].
Aynica kok, rizom ve govdelerinde de fenolik bilesiklere rastlamak miimkiindiir.
Fenolik bilesikler, kimyasal yapilarina gore fenolik asitler ve flavonoidler olarak

sintflandinimaktadir.

Flavonoidler, polifenolik antioksidanlardir ve meyve/sebzelerin dogal yapilarinda
bulunmaktadir.  Fenolik bilesikler ise meyve ve sebzelerde tat olusumundan
sorumludur ve oOzellikle acilik ve burukluk gibi tat unsurlarinin olusmasinda
etkilidirler [48-50]. Fenole bagh karboksilik asit grubu icerdikleri icin "Fenolik asit"
olarak adlandiriimakta ve pek ¢ok polifenoliin Oncii bilesigi olarak kullanilmaktadir.
Dogal fenolik asitler, bitkisel dokularda daha c¢ok hidroksisinamik asit ve
hidroksibenzoik asit yapisindadir [62]. Bitkilerde fenolik bilesikler ¢ziiniir ya da
goziinmeyen formda bulunabilirler. Coziinmeyen formlar daha ¢ok hiicre
duvarlarinda yer alirken, ¢oziiniir yapida olanlar vakuollerde lokalize olmaktadir. Bu
bilesikler agirlikly olarak iltihaplanma ve kanser gibi cesitli dejeneratif hastaliklara
yol acan oksidatif hasara karsi koruyucu role sahiptir [63,64]). Son yillarda, fenolik
bilesiklerin antioksidan aktivitelerinin ©nemi ve islenmis gidalardaki dogal
antioksidan bilesikleri olarak potansiyel kullanimlan yeni bir kullanim sahasi
olusturmustur. Fenolik asitler bitkilerdeki en 6nemli biyoaktif bilesilerdendir ve

antililser, antiinflamatuar, antidiyabetik, antiviral, antioksidan ve antitimor olmak
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lizere pek ¢ok aktiviteye sahiptir. Beslenme fizyolojisinde dnemli bir yere sahip
olmasi nedeni ile biyoflavonoid olarak adlandinlan fenolik bilesikler kilcal dolasim
sisteminde gegirgenligi diizenleyici ve kan basinc: diisiiriicii etkilere de sahiptir. Bu

ozellikleri nedeniyle P vitamini olarak da adlandinilmaktadir [65].

Flavonoidler ise bir heterosiklik piran halkasi aracilifiyla birbirine bagh iki aromatik
halkadan olusan yapilardir. Biitiin flavonoidler, iki aromatik C6 halkasindan ve bir
heterosiklik halkadan olusan temel C6-C3-C6 yapisal iskeletine sahiptir.
Flavonoidler bitkilerin ¢igeklerinde yogunlasmakta ve dikkat cekici ozellik
saglayarak tozlagmay: arttirmaktadir. Bununla birlikte fungal patojenlere ve UV
radyasyona Kkargt koruyucu rol iistlenerek bitkinin hayatta kalma sansim
arttirmaktadir. Ayrica fotosensitizasyon, bitki biiyiime hormonlarinin diizenlenmesi,
solunum ve fotosentezin kontrolli, morfogenez gibi metabolik yollarda da gorev
almaktadirlar [66]. Flavonoidlerden flavonlar ve Katesinler viicudu reaktif oksijen
tiirlerine karst korurken kuersetin, kaempferol, morin ve myisetin ise anti-
inflamatuar, antialerjik, antiviral ve anti-kanser etki géistermektedirler. Flavonoid
bilesiklerinin radikal temizleme aktivitesi, molekiiler yapidaki serbest hidroksil
gruplarninin sayisina baghdir [67-69]. Bitkilerdeki fizyolojik rollerinin yam sira,
flavonoidler, insan beslenmesinde dnemli bir yere sahiptir ve yaygin bir sekilde besin
olarak tiiketilmektedir. Giiniimtizde hem geligmekte olan hem de geligmis iilkelerde
kardiyovaskiiler hastahiklar, ateroskleroz, koroner kalp hastalifi, arteriyel
hipertansiyon ve kalp yetmezligi sik¢a rastlanan hastaliklardandir. Genel olarak bu
hastaliklarda asil faktoriin oksidatif stres oldufu diisiiniilmektedir. Epidemiyolojik
caligmalarda flavonoidlerin bu gibi hastaliklara kars1 koruyucu bir rol oynadigi rapor
edilmekte ve bu bulgular her gegen giin antioksidan dogal kaynaklara olan meraki da

arttirmaktaday [70].
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2.4.2. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde cok cgesitli yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemler genellikle hidrojen ya da elektron transferine dayali y&ntemlerdir.
Elektron transferine dayali yontemlerde; renkli oksidan bir reaktif ile test edilen
maddenin redoks reaksiyonu gerceklesmektedir. Reaktif madde, antioksidan
aktivitesi arastirilan bilesikten elektron almakta ve renk defistirmektedir. Renk
olusumu ve renkteki degisimler spektrofotometrik olarak tayin edilme ve antioksidan

kapasite degerlendirilmektedir [71] .

DPPH radikali siipiirme kapasitesi yontemi de bilesiklerin antioksidan aktivitesinin
belirlenmesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu metot, antioksidan madde
tarafindan DPPH radikalinin etkisizlestirilmesi prensibine dayanmaktadir. Bu amacla
belirli bir derisimde hazirlanan DPPH radikali test edilen madde ile reaksiyona
girerek indirgenmekte ve ¢ozeltinin menekse rengi sart renge doniigmekte ve bu

degisim spektrofotometrik olarak 515-517 nm dalga boyunda izlenmektedir [72].

Folin-Ciocalteu yontemi fenolik bilesiklerin tayininde kullanilan Singleton ve
arkadaglann tarafindan gelistirilen bir yontemdir [73]. Bu yontemle bitki
ekstraktlarindaki toplam fenol igerigi tayin edilebilmektedir. Fenolik bilesikler ile
reaksiyona giren Folin-Ciocalteu reaktifi arasinda elektron transferi gerceklesmekte
ve olusan mavi renkli kompleks 750-765 nm’de spektrofotometrik olarak tayin
edilmektedir [74]. Standart olarak gallik asit kullanilmakta ve sonuglar gallik asit
esdefieri olarak hesaplanmaktadir. Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenol tayini

giivenilir, basit ve tekrarlanabilir niteliktedir [48].
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Ornek Hazirlama ve Ekstraksiyon Calismalar

T. orientalis yaprak ve govde dokular laboratuvar ortaminda steril kogullar altinda
kurutulmusg, Srnekler 6giitiildiikten sonra 0.2 g Ogiitilmiis 6rnek 10 ml metanol
icerisinde calkalamali inkiibatérde 24 saat siire ile oda sicakhfinda ekstrakte
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, kati partikiillerin uzaklagtirilmasi amaciyla
ekstrakt, filtre edilmis ve elde edilen filtrat 10 dakika siire ile 10000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Santrifiijleme sonrasinda, sivi faz evaporatér yardimi ile ugurulmus ve
elde edilen ekstraktlar antimikrobiyal, antioksidan ve antimutajenite testi igin -

18°C’de saklanmsgtir.

3.2. Antimutajenite Testi

Antimutajenite tayini igin mutant Salmonella typhimurium TAI1535 susu
kullanilmistir. Antimutajenik aktivite, mutajenitesi tespit edilen/bilinen etken bir
maddenin, ekstrakt tarafindan mutajenik etkiyi inhibe etme oram arastinlarak
belirlenmistir. Ekstraktlarin antimutajenik etkisi Maron ve Ames [29] ile Uysal ve
ark. [75] tarafindan Onerilen yontem kullanilarak belirlenmigtir. Bu amagla; 100 pl
ekstrakt, 100 pl bakteri kiiltiirii (10° bakteri/ml), 100 pl pozitif mutajen ¢dzeltisi ve
500 pl fosfat tamponu, 2.5 m] iist agar igerisine ilave edilmistir. Kansim homojen
olana kadar kanstinnimis ve minimal glukoz agar yiizeyine dokiilmiigtiir. 37°C’de 48-
72 saat inkiibasyon sonrasinda revertant koloniler sayilmigtir. Ekstrakt icermeyen
sadece bakteri ile mutajenik madde ilave edilen plaklarda mutajenite orant %100
(yani %0 antimutajenite) olarak kabul edilmistir. Ekstraktlarin antimutajenite oranlar

Tablo 3.1 ve 3.2°deki esitlikler kullanilarak degerlendirilmistir [34].
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Tablo 3.1. Antimutajenite hesaplama egitligi —

An‘timuinjeniie'{%).;[G\I-JB-)I(A-C;]X 100

Bakteri ve mutajen igeren plakiaki revertant koloni sayis:

Bakleri, mutajen ve ekstrakt iceren plaktaki revertant koloni sayis_i -

Ol=>‘

Bakieri igeren plaktaki koloni sayis1 (Kendiliinden geri dinen revertant koloni

say1s1)

Elde edilen yiizdeler antimutajenite degerlendirilmesinde  kullanilmigtir.
Antimutajenite degerlendirilmesinde %0-25, %26-40, %40 ve iizeri olmak lizer iig
gruplandiriima yapilmis ve her bir yiizde aralifinin anlami Tablo 3.2.’de verilmistir

[34].

" Tablo 3.2. Antimutajenite degerlendirme

Aﬁtiintitajenité (%) I Dcééri:en.di.rmc '
% 0-25 i Zayif amimﬁzﬁé—nitc bl
%26-40 Orta dereceli antimutajenite -

%40 ve iizeri Giiqlii‘:;i.l.i_ﬁ;l.;l-:_l.j;nile S

Ekstraktlarin antimutajenik analizlerine paralel olarak standart mutajenik etkisi
oldugu bilinen ajanlar pozitif kontrol olarak ayn: prosediire tabii tutulmustur. Pozitif
kontrol olarak sodyum azid kullanilmigtir. Su ve dimetil siilfoksit ¢ozeltileri ise

negatif kontrol amaciyla test edilmistir.

3.3. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

T. orientalis yaprak ve govde -ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesi igin disk difiizyon yontemi kullanilmigtir. Ekstraktlann antimikrobiyal
etkinlifi Candida krusei, Candida albicans, Klebsiella pneumoniae, Escherichia

coli, Enterobacter aerogenes, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus ve
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Pseudomonas aeruginosa mikroorganizma suslann ile disk difiizyon metodu
kullanilarak belirlenmistir. Bakteri (107-
10® adet/mL) kiiltiirleri Mueller Hinton Agara homojen bir sekilde astlanmus,
ekstraktlar (20 mg/mL) bos steril disklere 20 pl/disk olacak sekilde aktanlmistir.
Ekstrakt emdirilmis diskler mikroorganizma inokiile edilmis petrilere yerlestirilmigtir.
Disk igeren petri kutular1 4°C’ de 1 saat bekletildikten sonra 37°C’de 18-24 saat siire
ile inkiibe edilmistir [76,77). inkiibasyon sonunda besiyeri iizerinde olugan inhibisyon

zonlari mm olarak degerlendirilmistir.

3.4. Antioksidan Aktivite Tayini
3.4.1. Toplam Fenolik icerik ve Flavonoid Tayini

T. orientalis yaprak ve govde ekstraktlarimn fenolik igerik tayini Folin-Ciocaltaeu
metoduna ile belirlenmistir. Gallik asit standart madde olarak kullanilmistir. 200
mg/L konsantrasyonunda ekstrakt ve kalibrasyon igin gallik asidin 5 farkh
konsantrasyonu metanol icerisinde hazirlanmstr, Fenolik icerik tayini igin 0.5 mL
ekstrakt, %10’luk 2.5 m} Folin-Ciocalteu reaktifi ve %20’1lik, 7.5 ml Na;CO; deney
tiiplinde kangtirilmistir. Bu kartsim oda sicaklifinda karanhkta 2 saat siire ile
bekletilmis ve 750 nm’de spektrofotometrik olarak tayin edilmistir [78]. Toplam
fenolik icerik esdeger gallik asit olarak degerlendirilmigtir (mg GAE/100 mL).

Flavonoid tayini icin ekstraktlar ve standart madde olarak kullamlan kuersetinin
metanol igerisinde 50-200 mg/L derisimlerinde ¢ozeltileri hazirlanmigtir, 10 mL
ornek, 1 mL sodyum nitrit (%35) ile kanstiniarak 6 dk bekletilmis, siire sonunda | mL
aliiminyum nitrat (%10) ilave edilmistir. Bu kansim 6 dk bekletilmis ve 10 mL
NaOH (%4.3) eklenerek toplam hacim dH20 ile 25 mL’'ye tamamlanmistir. Oda
sicakhfinda 15 dk’hik bir inkiilbasyon sonrasinda c¢dzelti absorbansi 510 nm’de
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir [79]. Flavonoid miktarlart mg QE/100 ml
olarak ifade edilmistir.
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3.4.2. DPPH Radikal Giderme Aktivite Tayini

T. orientalis yaprak ve govde ekstraktlarinin radikal giderme etkisini belirlemek igin
DPPH yéntemi kullanilmistir. 50-200 mg/L araliinda hazirlanmig 6rneklerden 80 pl
alinmus ve 1185 pl DPPH (6x107° M) ile kangtinlmstir. Kangim 60 dakika siireyle
karanhkta bekletilmis ve siire sonunda ¢Ozeltinin absorbansi 517 nm’de
spektrofotometrik  olarak tayin edilmistir. Standart madde olarak aym
konsantrasyonlarda BHA ve BHT kullaniimigtir. DPPH radikal giderme aktivitesi %
Engelleme olarak, agagidaki esitlikten hesaplanmastir [80].

% Engelleme = Abs kon- Abs &rnek/Abs kontrol x100

3.5. Sonuclarin Degerlendirilmesi
Istatistiksel farkliliklanin degerlendirilmesinde One-way ANOVA ve Duncan testleri

kullanilmgtir. Veriler ortalama = Standart sapma (SD) degerleri olarak verilmig ve p

degerleri 0.05"den kiiciik oldugunda istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu ¢alismada, Trachystemon orientalis’in Ozellikle Karadeniz bolgesinde besin
olarak tiiketilen yaprak ve gtvde dokularimin antimutajenik, antioksidan ve
antimikrobiyal etkinligi arastinlmigtir.  Antimutajenik  aktivite Ames testi;
antimikrobiyal aktivite disk difiizyon testi; antioksidan aktivite ise DPPH giderme
orani, fenolik ve flavonoid icerik olgiilerek belirlenmistir. Her bir dokunun farkh
etkinlipe sahip oldugu gozlenirken, test edilen &zellikler bakimindan yaprak

ekstraktlarninin daha yiiksek etkinlige sahip oldugu gézlenmistir.
4.1. Antimutajenik Aktivite

T. orientalis govde ve yaprak ekstraktinin antimutajenik etkisi 5-100 mg/plak
araliginda degerlendirilmis ve test sonuglan Sekil 4.1°de verilmistir. Gévde ekstrakn
denemelerinde en yiiksek antimutajenik etki 100 mg/plak dozunda S9 karisim
yoklugunda %64 olarak belirlenmistir. Doz artisi ile birlikte inhibisyon ylizdesinin de
arttifl da gozlenmistir. Govde ekstraktinin 5 mg/plak dozunda zayif antimutajenik
etki gosterdigi, 10 mg/plak ve 25 mg/plak dozlannda orta diizeyde, 50-100 mg/plak
dozlannda ise giiglii antimutajenik etki sergiledigi belirlenmistir. Inkiibasyon
ortamina 89 kansimunin ilave edilmesi antimutajenik aktivite de azalmaya neden
olmugtur. 100 mg/plak govde ekstraktinin S9 kangimu yoklugunda 1.05 kat daba

fazla antimutajenik etki sergiledigi belirlenmistir.

Yaprak ekstrakti ile yapilan antimutajenik ¢aligmalarda ise en yiiksek antimutajenik
etki 100 mg/plak dozunda S9 kansimi yoklugunda % 78.2 olarak belirlenmigtir. Doz
artig1 ile birlikte antimutajenik etkinin de arttigi da gézlenmistir. Yaprak ekstraktinin
S9 varliginda ya da yoklugunda 5 mg/plak dozunda orta diizeyde antimutajenik etki
gosterirken test edilen diger tiim dozlarda giiclii antimutajenik etki sergiledigi tespit

edilmistir. Benzer sekilde yaprak ekstraktinda da inkilbasyon ortamina S9

20



kansiminin ilavesi antimutajenik aktivite de azalmaya neden olmustur. 100 mg/plak
yaprak ekstraktimin S9 kansimi yoklugunda 1.12 kat daha fazla antimutajenik etki

sergiledigi belirlenmistir.

T. orientalis govde ve yaprak ekstraktinin antimutajenik aktivite tayininde godze
carpan dnemli bir nokta, yaprak eksraktlannin govde ekstraktina gére daha fazla
etkinlige sahip olmasidir. En yiiksek antimutajenik etkinin olustugu 100 mg/plak
dozlan baz alindifinda, yaprak ekstraktinin gévde ekstraktina gore 1.22 kat daha
fazla etki gosterdifi belirlenmistir. Ayrica denenen tiim dozlarda S9 karigiminin

antimutajenik aktivite de azalmaya neden oldugu da gézlenmistir.

15 mg/plak 10 mg/plak 1125 mg/plak
1150 mg/plak & 75 mg/plak 100 mg/plak

% inhibisyon

|
B4
|

i

59 (-) 9 (+} 59 (-}

Yaprak

Sekil 4.1, T. orientalis gévde ve yaprak ekstrakumn antimutajenik etkisi

4.2, Antimikrobiyal Etkinlik

T. orientalis yaprak ve govde ekstraktlarinda antimikrobiyal aktivite disk difiizyon
test yontemi kullamlarak farkli mikroorganizmalara kars: aragtinimistir ve sonuglar

Tablo 4.1°de verilmistir, Tiim ekstraktlarin test edilen mikrooganizmalara kars farkh
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derecelerde antimikrobiyal etkinlik sergiledigi belirlenmistir. En  yiiksek
antimikrobiyal etkinlik E. coli’ye karsi 21 mm inhibisyon zonu ile yaprak ekstraku
kullamlarak elde edilmistir. Yaprak ekstraktinin E. coli’ye karsi gévde ekstraktina
kiyasla 1.3 kat daha yiiksek etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Yaprak ve gdvde
ekstraktlan kiyaslandifinda mantarlara karg1 gdvde ekstraktinin, bakterilere kars: ise
yaprak ekstraktinin daha giiclii antimikrobiyal etki gosterdigi soylenebilir. Yaprak ve
govde ekstraktlarinin dzellikle Gram negatif bakterilerde daha etkili oldugu da tespit

edilen 6nemli bir noktadir.

" Tablo 4.1. T orientalis yaprak ve givvde ckstraktlanmn inhibisyon zonlart (mm)
F } 4 L e 3 L o i =y ! =

b e R

F Ry P g K R,

e iy b e = L ¢ 5

' Yaprakd - Givde Amikasin Nistatine

| ckstraku ckstrakt 30 g 30 pg/ml |

| Candida krusei 12 16 ND 18 Jf

| Candidia albicans tl 14 ND T

| Klebsiella pneumania 19 18 19 ND
Escherichia coli 21 16 18 ND

| Pseudomonas aeruginosa 18 16 19 ND i
Bacillus subtilis 18 15 17 ND :

| Enterobacter aerogenes 13 16 18 ND ]
Staphylococcus aureus 15 13 23 ND :

Nistatine (30 pg), Amikasin 30 ug/ml), ND denenmedi

4.3. Antioksidan Aktivite

T. orientalis yaprak ve gtvde ekstraktlarinda total flavonoid ve fenolik madde
miktart Sekil 4.2’de verilmistir. Yaprak ve govde ekstraktlarinda total flavonoid
miktarn sirasiyla 58.25 mg QE/g ve 45.75 25 mg QE/g olarak tayin edilmistir. Yaprak
ekstraktinda tespit edilen flavonoid miktaninin gdvde ekstraktina kiyasla 1.27 kat
daha fazla oldugu tespit edilmistir. Yaprak ve govde ekstraktlarinda total fenolik
icerik ise sirasiyla 67.01 mg GAE/g ve 54.04 mg QE/g olarak belirlenmigtir. Yaprak

ekstraktinda tespit edilen fenolik icerigin gdvde ekstraktina kiyasla 1.24 kat daha
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fazla oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglardan hareketle, yaprak dokusunun fenolik ve

flavonoid igeriginin gévde dokusuna kiyasla daha yiiksek oldugu gézlenmisgtir.

! [ETotal Flavonoid {mg QE/g) ‘
’ 80 | @ Total fenolik bilesik (mg GAE/g) |
: 1 ] '
4 i 7 1
; 60 | f1 r
i
r- 40 4 I ]
Z " i
| |
. 20 - & ,
@4
: 0 -
1 Yaprak Ekstraktt Govde Ekstrakt F

Sekil 4.2, T. orientalis yaprak ve govde ekstraktlaninda toplam flavonoid ve fenolik madde mikian
(QE: Keuersetine esdeger; GAE: Gallik aside esdeger)

DPPH radikal giderme aktivite tayini, bilesiklerin antioksidan etkinliginin
degerlendiriimesinde kullanilan ySntemlerden biridir. DPPH azot yapida kararh bir
radikaldir ve antioksidanlarla etkilesimi sonrasinda yapisal degisime ugramakta ve
bu degisim spektrofotometrik olarak takip edilebilmektedir. Bu galismada arastirilan
T. orientalis yaprak ve govde ekstraktlarinda DPPH giderme aktivitesi Sekil 4.3°de
verilmistir. Standart ve ekstraktlar 25-250 pg/mL konsantrasyonlarinda test edilmis
ve her drnek icin derisimin artmasiyla birlikte radikal giderme etkinliginin de arttig
belirlenmistir. Yaprak ve govde ekstraktlannin en yiiksek DPPH giderme aktivitesi
250 pg/mL dozunda elde edilmistir. BHA, BHT, yaprak ve govde ekstrakti icin en
yiiksek radikal giderme aktivitesi sirasiyla %85, %79, %65 ve %59 olarak
belirlenmigstir. Fenolik icerik ve flavonoid bakimundan daha yiiksek icerige sahip
yaprak ekstraktimin 250 pg/mL dozunda DPPH giderme aktivitesi aynm derisimdeki
atvde ekstrakui DPPH giderme etkisine kiyasia 1.10 kat daha yiiksek bulunmustur.
Ayrica ekstrakt dozunun artmasi ile radikal giderme aktivitesinin arttify goz 6niinde
bulunduruldugunda, daha yiiksek dozlarda ekstrakt kullammi ile BHA ve BHT

standartlarina yakin degerde radikal giderme oranlannin elde edilebilecegdi agiktir.
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Sekil 4.3. T. orientalis yaprak ve govde ekstraktlarinda DPPH Radikal giderme aktivitesi
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Niifus artisina bagli olarak sanayilesmenin ve endiistrilesmenin artmasi mutajenik,
kanserojenik ve kontaminant kimyasal bilesiklerin de artmasina yol agmaktadir. Bu
tir kimyasallarla gesitli yollarla temas halinde olan canli organizmalarda toksik
etkiler olugmakta, zellikte mutajenik etkilerin nesiller boyunca aktarilma potansiyeli
de bulunmaktadir. Bu tiir olumsuz etkileri azaltabilme ya da notralleyebilme
Ozellifine sahip antimikrobiyal, antioksidan ve antimutajenik dogal bilesiklerin
onemi giin gegtikce artmaktadir. Dogada bulunan ve dzellikle gida olarak tiiketilen
bitkilerin antimikrobiyal, antiviral ve antioksidan etkileri lizerine pek cok calisma
mevcuttur, Fakat hastalik sayisi, hastahk tiirii ve kanser vakalarnin giin gectikce
artmasi, aynca bitkisel tiir cesitlilifinin fazla olmasi bu caligmalan yetersiz
kiimaktadir. Cok cesitli ve farkli bitki tiirleri ile antimikrobiyal, antioksidan,
antiviral, antienflamatuar ve antimutajenik calismalar olmasina ragmen heniiz

aragtirllmamus potansiyel pek ¢ok bitki tiirii bulunmaktadir.

Bu calismada, 6zellikle Karadeniz bolgesinde farkh dokulan gida olarak tiiketilen T.
orientalis yaprak ve govde ekstraktlarimin antimikrobiyal, antioksidan ve
antimutajenik etkileri arastinlmustr. Literatiirde T. orientalis ile benzer cahismalar
yiirtitiilmistiir. Bu galismalarda bitkiye ait toprak iistii, toprak alt, yaprak gibi farkh
dokularin antioksidan, antimikrobiyal, antifungal, herbisidal ve allelopatik
etkinlikleri arasurilmustir [13,81]. Bu galismada ise T. orientalis’in ozellikle gida
olarak tiiketilen dokulanna odaklanilmis ve yaprak ile govde dokusunun
karsilastirmal aktiviteleri arastinlmistir.  Antimikrobiyal aktivite disk difiizyon
yonterni, antimutajenik aktivite Ames/Salmonella testi ile antioksidan aktivite ise

toplam fenolik icerik tayini, flavonoid igerik tayini, DPPH testi ile belirlenmistir.

Bir bitkinin antioksidan 6zelligi coguniukla fenolik ve flavonoid madde igerigine
baghdir. Ozellikle fenolik bilesikler onemli antioksidan maddelerdir. 7.

orientalis yaprak ve govde ekstraktlarinda total flavonoid miktari sirasiyla 58.25 mg
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QE/g ve 45.75 25 mg QE/g olarak; total fenolik igerik ise sirasiyla 67.01 mg GAE/g
ve 54.04 mg QE/g olarak belirlenmistir. Total fenolik ve flavonoid madde igeriginin
yaprak ekstraktinda gdvde ekstraktina kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. 7.
orientalis ekstraktlarinin antioksidan 6zelligini degerlendirmek i¢in DPPH radikal
giderme aktivite tayini de gerceklestirilmistir. 7. orientalis yaprak ve govde
ekstrakti, standart olarak kullanilan BHA ve BHT igin en yiiksek radikal giderme
aktiviteleri sirasiyla %65 ve %39, %85, %79 olarak bulunmustur. Ayrica ekstrakt
dozunun artmasi ile radikal giderme aktivitesinin arttigi da tespit edilmigtir. 7.
orientalis yaprak ve gbvde ekstraktlannmin DPPH giderme aktivitesi, bu galismada
tespit edilen yaprak ve govde dokulardaki fenolik ve flavonoid icerik ile
aciklanabilir. Ayrica literatiirde de T. orientalis’de tespit edilen saponin, katesin,
kolin, [B-sitosterol varh@ antioksidan aktiviteye katki saglamaktadir [82-84].
Katesinler ve fenolik bilesenler reaktif oksijen tiirlerini nétralize etmektedir.
Transkripsiyon faktorleri ve enzimler iizerindeki koruyucu etkileri ile de antioksidan
ozellik sergilemektedirler. Ozellikle katesinlerin yiiksek antioksidan 6zelligi hizl
metabolize olmasi ile iliskilendirilmektedir [85]. Katesinler flavonoid grubuna aittir
ve flavonoidlerin radikal olusumunu ve metal iyonlanimi baglayarak lipid
oksidasyonunu azalttigy da bilinmektedir [86] Pek g¢ok calismada flavonoidlerin
antimutajenik ve antikanserojenik etkilerinin oldufu gosterilmektedir [87,88]. T.
orientalis dokulannda varhifi bilinen saponinler ise yiiksek antioksidan aktivitesi
sayesinde antimutajenik ve antikarsinojenik etki sergilemektedirler [89]. Fareler
lizerine gerceklestirilen bir calismada saponin uygulamasinin preneoplastik kolon
lezyonlarinda gerilemeye neden oldugu rapor edilmektedir. Bagka bir calismada ise
ginsenoside-Rb2 ve ginsenoside-Rg3 saponinlerinin tiimodr metastazim inhibe edici
bir 6zellik sergiledifi belirtilmistir [89,90]. Bu koruyucu etkiler antioksidan aktivite
ile iliskilendirilebilir. Bu noktalardan hareketle 7. orientalis yaprak ve govde
ekstraktlarninda saptanan fenolik maddeler ve flavonoidler gibi aktif bilegenler
antioksidan rol istlenerek pek c¢ok hastahin ©Onlenmesinde Koruyucu rol

oynamaktadir.

Literatiirde dogal iiriinlerin antimutajenitesi lizerine gahsmalar olduk¢a fazladir. T.
orientalis gbvde ve yaprak ekstraktimn antimutajenik etkisi 5-100 mg/plak

araliginda degerlendirilmistir. Govde ekstraktinin antimutajenik etkisi 100 mg/plak
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dozunda 89 kansimi yoklugunda %64 olarak belirlenmistir. Doz artisi ile birlikte
antimutajenik etkinliginin de arttfn gdzlenmistir. inkiibasyon oratamina S9
kangiminin ilave edilmesi antimutajenik aktivite de azalmaya neden olmustur. 100
mg/plak govde ekstraktimin S9 kansimi  yoklugunda 1.05 kat daha fazla
antimutajenik etki sergiledigi tespit edilmistir. Yaprak ekstraktinin 100 mg/plak
dozunda antimutajenik aktivitesi S9 karisimi  yoklugunda %78.2 olarak
belirlenmistir. Yaprak ekstrakuimin S9 varlifinda ya da yoklugunda 5 mg/plak
dozunda orta diizeyde antimutajenik etki gosterirken test edilen diger tiim dozlarda
ise giiclii antimutajenik etki sergiledifi gozlenmistir. Benzer sekilde yaprak
ekstraktinda da inkiibasyon ortamina S9 karisiminin ilavesi antimutajenik aktivite de
azaimaya neden olmustur. 7. orientalis govde ve yaprak dokularinin antioksidan
calismalarda farkli oranlarda fenolik bilesik ve flavonoid igerife sahip oldugu
belirlenmistir. 7. orientalis dokularinin  sergiledii antimutajenik aktivite,
ektraktlarda belirlenen flavonid ve fenolik igerik ile, ayrica literatiirde 7. orientalis
dokularinda varhg tespit edilen katesin, saponin bilesikleri ile agiklanabilir. Bitkisel
dokularda yogunlukla bulunan fenolik bilesikler ve flavonoidler antiviral,
antibakteriyal, antioksidan ve antikanserojenik gibi pek gok Snemli etkinlige sahiptir.
Literatiir cahsmalarninda 7. orientalis dokularninda saptanan  katesin  ve
suponininlerinde de antimutajenik, antikanserojenik ve anti-tiimdr etkileri rapor
edilmistir  [91, 92]. Taniguchi ve arkadaslan kateginlerin cegitli mutajenler
tarafindan olusturulan tiimorlere karst koruyucu etkisi oldugunu rapor etmislerdir
{93]. Yen ve arkadaslar [94] cesitli cay tirlerinin Ames testi ile belirlenen
antimutajenik etkisini katesin ile iligskilendirmiglerdir. Yiiksek konsantrasyonlarda
saponinlerin hiicre zarinda hasara yol agtif1, apoptozisi uyardigi bilinmekle birlikte
[95,96], antiviral, kolesterol diisiiriicii, antioksidan ve tiimoér baskilayici rolleri de
bilinmektedir [97,100]. Saponinler reaktif bilesikleri nétralize ederek koruyucu etki
gostermektedirler [56]. Literatiirde de saponinlerin antimutajenik ve tlimdr
baskilayici 6zellikleri tespit edilmistir. Elias ve arkadaslan [101] Hedera helix L. ve
Calendula arvensis L.’den izole edilen bazi saponinlerin S. tvphimirium TA98’de
benzopiren tarafindan olugturulan mutajeniteye kars) Koruyucu oldugu belirlenmistir.
Konoskima ve arkadaslari [102] Wisteria brachybotrys’den izole ettikleri saponin I

bilesiginin anti-tdmiir aktivitesini rapor etmislerdir.
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Literatiirde 7. orientalis’e ait farkli dokularinin antimikrobiyal etkisinin arastirildig:
¢ok az caligma bulunmaktadir. Bu galismada gida olarak tiiketilen gévde ve yaprak
ekstraktlarmin farklh mikroorganizmalara karst antimikrobiyal etkinligi arastirilmis
ve 11 mm-21mm inhibisyon zon aralidinda farkli diizeylerde aktivite elde edilmistir.
En belirgin antimikrobiyal etkinlik yaprak ekstraktinda E. coli’ye karsi 21 mm
inhibisyon zonu ile elde edilmigstir. Bakterilere karsi yaprak ekstraktlarinin gdvde
ekstraktlarina kiyasla daha yiiksek etkinlige sahip oldugu gozlenmistir. Mantarlara
karsi ise govde ekstraktinin daha giiglii antimikrobiyal etki gosterdidi séylenebilir.
Yaprak ve govde ekstraktlarimin Ozellikle Gram negatif bakterilerde daha etkili
oldugu da tespit edilmigtir. Yaprak ve govde ekstraktlannin mikroorganizmalara
karg: test antibiyotiklerine yakin degerlerde zon olusturdugu, énemli antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Bu etki ise ekstraktlarda bulunan aktif bilesenlerle
agiklanabilir. T. orientalis dokularinda varhig: bilinen fenolik bilesikler, flavonoidler,
saponinler ve Ozellikle flavonoidlerden C3 dinitesinin en indirgenmis sekli olan
katesin antimikrobiyal etkinin olusumuna katki saglamaktadir. Fenolik maddelerin
gida sanayii yaminda farmakolojide de kullamm alam olduk¢a genistir. ilag
sanayiinde fenolik maddelerin 6zellikle antimikrobiyal &zelliklerinden yararlanildig
da bilinmektedir. Katesinin Streptococcus mutans {103] ve Shigella [104] iizerine
yiitksek inhibisyonu rapor edilmistir ve bu inhibisyon glikoziltransferaz enziminin
katesin tarafindan inhibisyonu ile agiklanmustir. Saponinler ise bitki biiyiimesinde
herhangi bir role sahip degildir fakat bitkinin zararlilara karsi savunmasinda 6nemli
bir rol iistelenmektedir. Saponinler 6zellikle bdcekler iizerinde toksik etki gdstererek
bulundugu bitkisel dokuyu boceklere karsi korumaktadir. Ayrica sahip olduklan
kuvvetli antimikrobiyal aktiviteleri ile bitkiyi otgul bécekler ve mikroplann
saldirilara karsi koruyarak bitkinin hayatta kalma sansini artirmaktadir. Saponinlerin
hiicre zan iizerine etki ederek antimikrobiyal etki gosterdigi diisiiniilmektedir [105-
106].

Bitkisel dokular, uzun yillardir gesitli hastaliklarin tedavisinde kullamilmaktadir.
Endiistriyel kirliligin artmasi, kontaminantlarin besin zinciri yoluyla insanlara

ulagsmas! pek cok hastalifin ozellikle de kanserin goriilme riskini arttirmistir. Bu
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artisa paralel olarak sentetik ila¢ maddelerinin kullamm da artmus, ilaglann yan
etkileri ve mikroorganizmalann gesitli direng mekanizmalart olusturmasi, dogal aktif
bilesenlerin tedavi amach kullaniminm giindeme getirmigtir. Bitkisel dokular pek ¢ok
hastaligin tedavisinde alternatif up olarak kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada da, T.
orientalis Dbitkisinin ozellikle besin olarak tiiketilen yaprak ve gévde doku
ekstraktlarimin  antimikrobiyal, antioksidan ve antimutajenik  aktiviteleri
arastinlmstir. Onemli oranda fenolik ve flavonoid igerige sahip oldugu belirlenen 7.
orientalis dokularnimn %59-%65 oraninda radikal giderme etkisi de tespit edilmistir.
Bu yolla T. orientalis yaprak ve gévde dokularinin, viicutta endojen ya da eksojen
kaynakl: radikalleri notralleyerek pek ¢ok hastaliga karsi koruyucu oldugu da ortaya
konmustur. Candida tiirii mantarlara, Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere kars
farkli diizeylerde antimikrobiyal etkinligi de tespit edilen T. orientalis yaprak ve
govde dokulanmin bu Ozelligi ile mikrobiyal enfeksiyonlara karsi koruyucu ve
savunma sistemini de gii¢lendirici etkiye sahip oldugu agiktir. Endiistrilesme ile
birlikte giin gectikge artan mutajen maruziyetine karsi, bu calisma ile ortaya konan 7.
orientalis yaprak dokusunun giiclii antimutajenik etkisi oldukga dikkat gekicidir.
Teknolojinin ve endiistrilesmenin artmasi ile birlikte artan hastaliklar ve bu
hastaliklara karsi tedavi amagh gelistirilen her bir kimyasal formiilasyon, beraberinde
yan etkileri ve yeni hastahklan ortaya ¢ikarmaktadir. Bu durum dogal, yan etkisi
olmayan ve koruyucu bilesenlere karsi yonelimi artirmaktadir. Bu amagla dogal ve
bitkisel dokularin antioksidatif, antimikrobiyal, antimutajenik, antiviral ve
antikanserojenik gibi etkileri daha g¢ok araginlmali ve bu c¢ahsmalar dogal

kaynaklara yénelime kars: rehber olmalidar.
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