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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
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Biyoloji Anabilim Dah

Danisman: Prof. Dr. Merih KIVANC
2002, 93 Sayfa

Bu tezde Umbelliferae Familyasma ait cesitli bitki tiirlerinin u¢ucu
yaglarmm farkh yontemler kullamilarak, secilen mikroorganizmalara karsi
olan antimikrobiyal etkileri aragtirllmistir. Mikrodiliisyon Broth yontemi ile
kullanilan ucucu yaglarin bakterilere karsi olan minimum inhibe edici
konsantrasyonlar1 (MIK) belirlenirken, biyootografi metodu kullanilarak
aktiviteden sorumlu olan ug¢ucu yag bilesenleri ortaya c¢karilmistir.
Kullanilan ugucu yaglar genel olarak insan patojenlerine karsi orta derecede
antimikrobiyal etki gosterirken, bitki patojenlerine karsi oldukg¢a giiclii
antimikrobiyal etki gostermislerdir. Ayrica kuvvetli antimikrobiyal etkiye
sahip 2 ugucu yagin mutajenik etkileri Ames Salmonella/Mutajenite testi ile

arastirimistir.
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In this thesis, some plants specimens’s volatile oils from Umbelliferae
Family have been investigated against certain microorganisms using various
antimicrobial screening methods. Using Microdilution Broth method, MIC
values were determined, whereas the essential oils compounds which are
responsible for the bioactivity were determined by bioautography technique.
The volatile oils showed moderate antimicrobial activity against human
pathogenic bacteria, on the other hand, they showed strong activity against
plant pathogenic bacteria. None of the essential oil showed antifungal activity
against filamentous fungi. Furthermore, the mutagenic effects of two
essential oils with strongest antimicrobial activity have been investigated by

the Ames Salmonella/Mutagenicity assay.
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1. GIRIS

Diinya tizerinde 750 bin-1milyon arasinda bitki tiiriiniin bulundugu tahmin
edilmektedir. Gida elde etmek igin yetistirilen tiirler 3 bin civarindadir. Antik
c¢aglardan 19.yy baglarina kadar gegen siirede artig gostererek, bugiin diinya
tizerinde tibbi amaglarla kullanilan bitki sayis1 20 bine ulagmustir. Tiirkiye’de bu
saymun 500 civarinda oldugu bildirilmistir [1].

Tibbi bitkiler, iclerindeki biyolojik olarak aktif bilesiklerin varligi
bilinmeden, antik ¢aglardan beri insanlar tarafindan ¢esitli amaglar icin
kullanilmiglardir. Son yillarda tbbi bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif
maddeler iizerindeki ¢aligmalar ve bunlara kars1 olan ilgi ¢ok artmustir. Ciinkii,
bitkilerden yararlanarak kolay ve ucuz bir tedavi olanag miimkiin olmaktadir.
Ayrica tedavi alanina sokulan yeni sentetik maddelerin bazilarinda goriilen
tehlikeli yan etkiler ancak kullanima girdikten sonra tam olarak anlasiimakta ve
onarilmasi miimkiin olﬁlayan zararlara sebep olmaktadir. Buna karsilik bitkiler
¢ok uzun zamandan beri kullamldiklar igin yan etkileri ¢ok iyi bilinmektedir
[1,2].

Tirk halki, cogunlugunun kirsal bolgede yasamasi nedeniyle, yabani
bitkiler ile yakindan ilgilidir. Halk yabani bitkilerin bir béliimiinden gida, baharat,
boyar madde veya ilag olarak yararlanmaktadir. Bir kisim bitki ise zehirli
bilesikler tagimasi nedeniyle halk ve hayvan sagligi nedeniyle 6nem tagimaktadir.
Anadolu’da yabani bitkilerin gida ve baharat olarak kullanilis1 oldukg¢a yaygindir.
Birgok yabani bitkinin toprak {isti kismi veya kokleri sebze olarak
tiiketilmektedir. Gida olarak kullanilan yabani bitkilerin baginda halk arasindaki
isimleriyle Kenger, Evelik, Madimak, Ebeglimeci, Cirig, Cortik sayilabilir.
Bunlarin disinda Allium, Origanum, Mentha, Thymus gibi cinslerde yemeklere
koku ve tat vermek amactyla kullanilmaktadir [1].

Bir ¢ok aromatik bitki de halk arasinda ilag¢ olarak kullanilmaktadir. Bu
bitkilerden ¢ogunlukla tedavi maksatli kokulu ¢aylar hazirlanmaktadir. Aromatik
bitkilerden hazirlanan droglarin bir ¢ogu sindirim sistemi {izerinde etkilidir.
- Bunlar, gaz soktliriicii, midevi, hazm1 kolaylagtirici, safra salgisim arttirica olarak
" kullanilirlar. Bir kisim bitkiler ise, idrar soktiiriicii ve bobrek taslarini diisiirticti

etki gostermektedir. Diger bir kism1 solunum yollar tizerinde etkilidir. Antiseptik



Ozellikleri yaninda solunumu uyarirlar. Baz1 aromatik bitkiler de sinir sistemi
tizerinde etki gostererek yatistiric1 olarak kullamilirlar. Bunlarin disinda, kurt
diisilirticli, spazm giderici, enflamasyon dagitici, adet ve romatizma agrilarim
giderici ve mikrop oldiiriicli gibi ¢esitli etkilere sahip olan ¢ok sayida aromatik
bitki vardir [1, 3].

Aromatik bitkilerin en 6nemli 6zellikleri sahip olduklari hos koku ve
tatlaridir. Bu oOzelliklerini tagidiklar1 ugucu yaglara borgludurlar. Aromatik
droglarin  ve onlardan elde edilen ugucu yaglarin gida maddelerinin
hazirlanmasinda, parfiimeri ve kozmetoloji sanayiinde, tip ve eczacilik alanlarinda
genis bir kullanilim vardr [1-4].

Bu calismada Umbelliferae familyasina ait 14 adet bitki tlirtinin ugucu
yaglarinin antimikrobiyal oOzellikleri ¢esitli bakteri ve funguslara kars:
denenmigtir. Test bitkileri halk arasinda ila¢ ya da gida olarak kullanilan
bitkilerden se¢ilmistir. En kuvvetli antimikrobiyal aktiviteye sahip olan ugucu
yaglarin kompozisyonu aydinlatilmis ve aktiviteden sorumlu olan ana bilesenleri
ortaya ¢ikarilmigtir. Bu ana bilesenlere sahip ugucu yaglar veya bunlarin elde
edildigi bitkiler halk arasinda gida olarak kullandiklar1 i¢in bunlarin karsinojenik

etkileri Mikrozom/Ames testi ile ortaya gikarilmaya ¢aligilmistir.

1.1. Ugucu Yaglar

Ugucu yaglar, aromatik bitkilerden veya bitkisel droglardan genellikle su
veya buhar distilasyonu yontemleri ile elde edilen, kendilerine has koku, tat, renk
ve goriiniise sahip karigimlardir. Ugucu yaglar oda sicakhiginda sivi halde
bulunurlar ve agikta birakildiklarinda kolaylikla buharlagma 6zelligine sahiptirler.

Ugucu yaglarin ¢ogu sudan hafiftir ve suyla karigmadiklarindan suyun
iizerinde toplanirlar. Ancak bilesimindeki oksijenli bilesiklerin bir kismi suda
¢Oziiniir. Bu dzelliklerine dayanarak aromatik sular hazirlanabilmektedir.

Ugucu yaglar, bitkilerin basta ¢igek ve yapraklar olmak iizere herhangi bir
organinda (herba, kabuk, kék, odun, meyve, tohum) bulunabilirler. Bazen bitkinin
biitiin dokularinda, bazen de sadece 6zel organ ve dokularinda meydana gelirler.

Ugucu yaglar bitkinin bagh oldugu familyaya gore belirli bir oranda salg:



tiiylerinde, salgi kanallarinda, salgi hiicrelerinde ve salg1 ceplerinde bulunurlar.
Bitkide herhangi bir biyolojik olaya katilmayan bu maddelerin ne amagla olustugu
tam olarak bilinmemektedir. Ancak bitkinin arttk metabolizma iiriinlerinin
atilmasinda rol oynadiklari, yaralanmalara karsi olusan regineyi ¢dzebilme
yetenegine sahip olduklann bilinmektedir. Yaydiklann kokular sayesinde de
bocekleri cezbederek tozlasmaya yardimer oldugu ya da bunun tam tersi etki
gostererek zararli bocekleri bitkiden uzaklastirarak bitkiyi korumada yardimci
oldugu dusiiniilmektedir. Ayrica ugucu yag tasiyan bitkilerin genellikle sicak
iklimlerde yetismesi nedeniyle ugucu yagin bitkinin iizerindeki havay1 baglayarak
fazla su kaybin 6nledigi diistintilmektedir. Bu bitkileri tagiyan baslica familyalar
ise Coniferae, Rutaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Rosaceae, Labiatae, Umbelliferae,
Iridaceae, Zingiberaceae ve Graminae’dir [6].

Ugucu yaglar petrol eteri, hekzan, eter, etanol gibi organik ¢oziiciilerin
cogunda ¢oziiniirler. Ugucu yaglarin belli derecedeki etanoldeki ¢oziintirliik orani
saflik kontroliinde yardimeci olmaktadir. Ugucu yaglarin kalitesi genellikle
yogunluk, kirilma indisi, optik ¢evirme gibi fizikokimyasal 6zelliklerle belirlenir.
Optikge aktiftirler ve kirilma indisleri yiiksektir. Cogu ugucu yaglar ¢ok sayida
bilesigin karigimindan olusmuslardir. Bu yiizden kimyasal kompozisyonlari
oldukga karmagiktir. Hatta aromatik bitkilerin cografik bélgelerindeki mevsimsel,
iklimsel ve ontojenik degisiklikler bile bitkinin ugucu yagimi olusturan
bilesenlerde dikkate deger derecede farkliliklar ortaya ¢ikarmaktadir. Kimyasal
bilesimleri, Gaz Kromotografisi / Kiitle Spektrometresi (GC/MS) sistemi ile
belirlenebilmektedir [5, 6].

Ugucu yaglar genellikle hidrokarbonlar ve oksijenli tiirevlerinden meydana
gelmislerdir. Bu hidrokarbonlarin ¢ogu terpenoit kokenlidir. Cok az bir kisminda
aromatik benzen tiirevleri terpenlerle karigim halindedir. Terpenler (CsHs), genel
formiiliine uyan hidrokarbonlardir ve 2 izopren molekiiliiniin kondensasyonu ile
meydana gelirler [5].

Iki izopren molekiilinden olusan 10 karbonlu terpenler “Monoterpen”
(C10H1e), 3 izopren molekiilinden olusan 15 karbonlu terpenler “Seskiterpen”

(C1sHa4), 4 izopren molekiiliinden olugan 20 karbonlu terpenler “Diterpen”



(CyoHsy) olarak adlandirilirlar. 25 karbonlular “Sesterterpen” (CasHao) adin alir ve
ucucu yaglarin bilesiminde bu ana yapilara rastlanir.

Terpenlerin oksitlenmesiyle olusan oksijenli tiirevler yaga ozgii tat ve
koku veren bilesiklerdir. Bu oksijenli tiirevler alkol, keton, ester, aldehit, oksit,

eter ve bunlara benzer yapilarda bulunabilirler [5, 6].

1.2. Ucucu Yaglarin Elde Edilme Yontemleri

Ucucu yag eldesinde 4 temel yontem kullamilir, bunlar; distilasyon,
sogukta sikma, ¢Oziicii ekstraksiyonu ve sivilagtirilmig gazlarla ekstraksiyon

yontemleridir [7].

1.2.1. Distilasyon

Biitiin t1bbi ugucu yaglar, Limon esans1 ve Ardi¢ katrani harig, distilasyon
yoluyla elde edilirler. Distilasyon ile ugucu yag eldesinde farkli uygulamalar
miimkiindiir [8].

1.2.1.1. Su distilasyonu (Hidrodistilasyon)

Ugucu yag eldesinde bilinen en eski yontemdir. Yas ya da kuru
materyalden ugucu yag suyla distilasyon yoluyla elde edilir. Drog su ile birlikte
kaynatilinca olugsan buhar ile siiriiklenen ugucu yag sogutucuda yogunlasip
Florentin Kab1 ad1 verilen toplama kabinda yogunluguna gore suyun iistiinde veya
altinda birikir. Laboratuar olgekli ugucu yag miktar tayini i¢in de bu yodntem

kullamlir. Endiistride ki uygulamalara giil yag: tiretimi 6rnek verilebilir [8].
1.2.1.2. Buhar distilasyonu
Bu yontemde bitki materyali kaynar suyla degil, su buharn ile temasta

birakilir. Modern ugucu yag distilasyon sistemlerinde drog delikli tava veya

sepetlere yerlestirilir. Bir buhar kazaninda tiretilen ve drog tizerine gonderilen su



buhart yag1 siiriikleyerek sogutucuya (kondenser) goétiriir. Sivilasan su-yag
karisim toplama kabinda yogunluk farkindan dolay: iki tabakaya ayrilir ve ugucu
yag bu sekilde elde edilir. Bu yonteme buhar distilasyonu denir. Suyun,
distilasyon kazaninin alt kismindaki ayri bir bolmede kaynatilmasi ve olusan
buharlarin delikli 1zgaranin istiindeki drog tabakasina gonderilmesi halinde
yonteme "Su-Buhar Distilasyonu" adi verilir. Bu yontem az gelismis iilkelerde ve
kirsal kesimde yapilan distilasyonlarda kullanilir, buhar distilasyonu kadar verimli
degildir. Florentin kab:i yagin sudan ayrilmasmi saglayan toplama kabidir. Sudan
hafif olan yaglar kabm ust kisminda toplamir ve {iist kisminda bulunan bir
musluktan yag alinir. Sudan agir olanlar ise dipte toplandiklarindan dipte bulunan
bir musluktan tahliye edilir. Ugucu yagla doymus haldeki su sisteme yeniden
gonderilebilir veya tekrar distile edilebilir. Bu durumda 2. yag ilk yag ile

karigtirilir ve yagindan arindirilmis su "aromatik su" olarak degerlendirilir [8].

1.2.2. Sogukta Sikma

Narenciye esanslar1 gibi bazi ugucu yaglar distilasyon yoéntemi ile
bozulurlar. Bu yaglarin elde edilmesi i¢in narenciye kabuklarinin yag iceren
hiicreleri patlatilir ve agi3a ¢ikan yag suyla yikayarak kabuktan alimir. Ayrilan
Yag-su emiilsiyonunun santrifiij edilmesiyle narenciye esans: elde edilir. Eskiden
kabuklar siinger icinde sikilir ve siingere gecen yag sikilmak suretiyle elde
edilirdi. Narenciye usare ve ugucu yaglarimin iiretimi i¢in giiniimiizde 2 tip
ekstraktor kullanilmaktadir. FMC In Line adi verilen ekstraktr de meyvenin alt
ve iist kisimlan kesilir. Uzerinde delikleri olan bir boru meyvenin igine usareyi
almak {izere yerlesirken {iistten disa dogru inen bigaklar kabuklar dilimleyerek
ayrir. Bu esnada salgi ceplerinin pargalanmasiyla agiga ¢gikan ugucu yag etraftan
piiskiirtiilen su ile emiilsiyon yaparak dis kanaldan siiriiklenir. I¢ borudan alinan
usare i¢ kanaldan ilerler. Béylece usarede kabuktan gelebilecek istenmeyen aci
lezzet 6nlenmis olur. Polisitrus ekstraktérde ise meyveler helezon seklinde ve
rendelerle kapli ekstraktériin i¢inde ilerlerken perikarptaki salg1 cepleri patlar ve
ugucu yag su ile siiriikklenerek toplanir. Her iki sekilde de elde edilen ugucu yag-su

emiilsiyonu santrifijjler yardimiyla ayrilir. Sadece Misket limonunda sikma



isleminden sonra buhar distilasyonu da uygulamir. Sikma yoluyla elde edilen
Narenciye esanslar1 sogutulduklarindan kumarin tiirevi maddelerden ibaret bir

cokelti vermektedirler [8].
1.2.3. Coziicii Ekstraksiyonu

Drog uygun bir organik ¢oziicii ile (benzen, hekzan, heptan gibi) ekstre
edilir. Organik ¢oziicliye gegen ugucu yag, sabit yag, renk maddeleri ve mumlar
¢oziicliniin algak basingta ugurulmasi sonucu elde edilirler. Bu bakiyeye konkret
ad1 verilir. Konkret etanol ile tiiketilirse kokulu maddeler alkole geger. Alkollii
ekstreden mum, yag gibi maddelerin dondurarak ayrilmasi sonucu kalan ve absolii
ad1 verilen siv1 kisim parfiimeride kullanilir. Ugucu yag eldesinde kullanilan en
pahali yontem enfleurage (anfloraj) usuliidiir. Bunun i¢in taze drog (6zellikle
nadide ¢igeklerin petalleri) ince bir kokusuz sabit yag tabakasi iizerine serilir. Bir
miiddet temasta birakilir. Mekanik yolla veya elle toplanan petallerin yerine
tazeleri konur ve petallerdeki ugucu yaglarin sabit yaga gegmesiyle bir siire sonra
doyan sabit yag kazinarak alinir ve etanolle ekstre edilir. Etanoliin al¢cak basingta
yogunlagtirnlmas: ile absolii elde edilir. Bu usul halen, nadir de uygulansa,

Fransa'da nadide parfiimlerin hazirlanmasinda kullanilan bir yontemdir [8].
1.2.4. Svilastirilmis Gazlarla Ekstraksiyon

Aslinda genel bir ekstraksiyon yontemidir. CO, gibi sivilastirilmig gazlar
kullamlarak gerceklestirilir. Saf CO,'in s1v1 ve gaz fazda aym1 anda bulunabilecegi
en yiiksek sicaklik ve basing kritik sicaklik ve basingtir. Bu nokta diginda gaz
sikistirilarak sivilastirilamaz. CO, 'in kritik noktas: 73 kg/ cm? basingta ve 31°C
de dir. CO, inert oldugu ve toksik olmadig igin tercih edilir. Islem sivilagtiriimig
gazin kritik noktasinin civarinda yiiksek basingli ekstraksiyon kabinda
sirkiilasyonu ile gergeklestirilir. C6ziicii gaz ekstreden basincin degistirilmesi ile
buharlagtirilarak tamamen uzaklastirilir. Geri kazamlan gaz sikistirilarak tekrar
kullamlabilir. Elde edilen iiriin diger metotlarla elde edilenlere oranla ¢oziicii

artig1 tagimadigindan tercih edilmektedir. Ayn1 zamanda segici bir yontemdir [8].



1.3. Umbelliferae Familyasmm Taksonomik Ozellikleri

Tek veya ¢ok yillik nadiren ¢alimsi bitkilerden olugmustur. Yapraklar
genellikle alternat bazen karsilikli veya halka seklinde dizilmis, pennat veya ternat
cok pargall, nadiren basit ve tabanda okrea mevcuttur. Cigek durumu genellikle
birlesik umbella nadiren basit umbella, kapitulum veya indirgenmis simoz durumu
sekillerindedir. Brakte ve brakteoller ¢icek durumunun tabaminda bir halka
seklindedir. Her ikiside bulundugu gibi veya ikisi de eksik olabilir. Cigekler alt
durumlu (epigin), hermafrodit veya tek eseylidir (bazen bitki dioik olabilir).
Sepaller kiiciik veya eksiktir. Petaller 5 adet genellikle tepede geriye kivrilmustir,
esit boyda veya distakiler, ictekilerden daha uzundur; beyaz, sari, sarimsi yesil,
acik mavi veya pembe renklerde olabilir. Stamenler 5 tane, ovaryum 2 nadiren tek
karpelli her gozde birer ovullii, stilus 2 tane genellikle tabaninda stilopodyum
denilen siskin bir béliim bulunur. Meyve sizokarp, 2 nadiren tek karpelli, karpeller
silindirik veya yandan ya da sirttan basik, karpeller genellikle birlesik veya
yandan ya da sirttan basik, karpeller genellikle birlesik veya karpafor denilen bir
sapla ayrilmigtir. Olgunlukta merikarplar ayrilir. Her merikarp genellikle 5 birincil
(kosta), bazen aralarda 4 adet ikincil ¢ikint1 goriiliir. Cikintilar bazen kanath veya
dalgal1 olabilir. Cikintilar arasinda girintiler (valekulum) bulunur. Salg: kanallari
genellikle mevcuttur.

Umbelliferae familyasinda ayirt edici olarak kullanmilan taksonomik
karakterler sunlardir; G6vdenin alt kisminda kalan fibrilli kalintilar, yaprak
boyutlar1, yaprak tabaninda bulunan okrea, yapraklarn pargalanmis sekilleri,
umbellerin sayisi ve uzunlugu, brakte ve brakteollerin gekli ve bulunup
bulunmadiklar, ¢icek rengi, meyve sekli, iizerindeki ¢ikint1 (kosta) ve girintiler

(valekulum) ve salg1 kanallaridir [9].



1.4. Umbelliferae Familyasmn Biyoloji ve Kimyasi

Umbelliferae (Apiacea), ¢ok sayida bitki tiiriine ve genis yayilis alanina
sahip bir familyadir. Karakteristik ¢igek durumu ve meyveleri sayesinde
muhtemelen tarihi bakimdan ilk siniflandirilmasi yapilan bitki gruplarindandir. Bu
familya tlizerinde diinyanin gesitli bolgelerinde bir ¢ok laboratuvarda arastirmalar
artan bir bicimde devam etmekte, elektron mikroskoplarinda morfoloji ve anatomi
caligmalarindan, sitoloji ve bitki kimyasi alanlarina kadar ¢ok genis bir yelpazede
aragtirmalar siirmektedir. Bu familya sekonder metabolitler bakimindan oldukga
zengindir. Bir ¢ok cinsinden, kumarin, flavanoit, asetilenik bilegikler,
seskiterpenik laktonlar ve ugucu yaglar elde edilmekte ve bu bilesiklerden tibbi ve
ekonomik agidan genis Sl¢iide yararlanilmaktadir. Yapilan aragtirmalar sonucunda
Umbelliferae familyasina ait ugucu yaglarda 760 adet farkli bilesen bildirilmisgtir.
Bu bilegikler; monoterpenler, seskiterpenler, terpen aldehit esterleri, fenilpropan
tirevleri, non-terpenik alifatik bilesikler, asetilenik bilesenler, fitaldehitler ve
tirevleri, stilfir iceren bilegikler, azot iceren bilesikler olmak {iizere
gruplandirilmagtir [10].

Familyanin  ¢esitli  taksonlarindaki  smiflandirma  problemleri,
taksonomistler tarafindan memnun edici diizeyde halledilmis ve floral biyolojileri
ile tireme sistemleri hakkinda da bir ¢ok bilgi edinilmistir. Bunlara ilave olarak
Umbelliferae familyasi1 kimyasal profilleri hakkinda iyi bilgi edinilmis birkag
familyadan biridir. Ekonomik ve tibbi ag¢idan bakildiginda ise bu familyanin
gercekten de ¢ok ilging 6zelliklere sahip oldugu goriilmektedir. Umbelliferae
familyas:1 altinda iki bin ile {i¢ bin arasinda bitki tiirii vardir ve diinya tizerinde
insanlarm yerlesim alanlar1 dahil tiim biiyiik bolgelerde yayilis gostermektedirler.
Bu bitkiler i¢in nem, tropik alanlar ve c¢ollerdeki bitkiler kadar o6nem
tasimamaktadir. Bu familya iyelerinin sik rastlanan ve en ¢ok bilinen
sicakliklarda ve daglik alanlarda yayilig gosterdikleri bildirilmistir [11].

Umbelliferae familyasinin bazi iiyeleri, diger iiyelerden farkli olarak
koklerinde tuber yapisinda siskinlikler icerirler. Bu tip kok yapisina sahip bitkiler
baslica gida maddelerini olustururlar. Havug (Daucus carota L.) buna &rmek

olarak verilebilir. Havug, insan ve hayvanlar tarafindan cokc¢a tiiketilen bir



bitkidir. Ayn1 zamanda diger gidalarda tatlandirici olarak kullanilirlar. Havucun
bazen de degisik yollarla ilag olarak da kullanildig1 kaydedilmistir.

Sifali ot ve baharat terimleri arasinda ¢ok fark olmasa da terminolojileri su
sekildedir. Sifal1 otlar genellikle kisilerin kendi bahgelerinde yetistirdikleri, yada
dogada kendiliginden yetigen, genellikle taze olarak gida ve i¢ceceklerde, bazen de
ila¢ ya da ilag tafland1r1c151 olarak kullanilan bitkilerdir. Baharatlar ise daha ¢ok
ticari olarak iretilen, daha egzotik ve sadece tatlandirici amaciyla kullanilan
bitkilerdir. Her iki kategoriye de Umbelliferae bitkileri dahil olmaktadlr [11].

Baz1 bitkilerin yaglar1 gida tatlandiricis: olarak kullanmilmaktadir. Bunlara
ornek olarak Anethum graveolens L.(Dereotu), Apium graveolens L.(Kereviz),
Bunium bulbocastanum L., Carum carvi L.(Frenkkimyonu), Coriandrum sativum
L.(Kisnis), Cuminum cyminum L.(Kimyon), Daucus carota L.(Havug), Eryngium
foetidum L.(Devedikeni), Heracleum persicum Desf. ex Fischer, Lagoecia
cuminoides L. ve Pimpinella anisum L.(Anason) verilebilir. Igeceklerde Angelica
archangelica L., (Melek Otu), Laserpitium sp. ve bir ¢ok baharat tatlandirici
olarak kullanilmaktadir. Buna ilave olarak Pimpinella anisum, Heracleum
sphondylium gibi birka¢ tir de alkollii ickilerde tatlandirici olarak
kullamlmaktadir.

Tibbi amaglarla kullanilan bitkilerin sayis1 hayli yliksektir ve genellikle
gida olarak kullanilanlardan farklidirlar. Umbelliferae familyasinin bir ¢ok tiirii bu
gruba dahil olmaktadir. Bu familyadaki tibbi bitkiler genellikle gastrointestinal
bolgedeki rahatsizhiklarin giderilmesinde kullanilmaktadir. Ornegin Rezene,
midevi rahatsizliklarda ve gaz soktiiriicii olarak kullanilmaktadir. Ferula tiirleri
kabizliga ve Oksliriige karsi kullamilirken, kimyon ishale karsi, anason da
iltihaplara karst kullamlmaktadir. Ozellikle Eryngium sp. gibi bazi tiirler
lirogenital sistem rahatsizliklarinda kullanilmaktadir. Bunlar i¢inde menstrual
déngiiyii diizenleyen havug 6rnek olarak verilebilir. Centella asiatica L. ise frengi
hastaliginda ve yara iyilestirmede kullanilan bir bitkidir [1,11].

Umbelliferler  aym  zamanda  Kkardio-vaskiiler  rahatsizliklarda
kuvvetlendirici ve direng arttirici olarak kullanilmaktadir. Bunun yaninda uyarnict,
sedatif, antispazmodik, afrodizyak etkilere de sahiptirler. Ayrica pek ¢ogunun

yaralar i¢in topikal uygulamalarda, haslanma, yanma, bocek sokmalari, 1siriklar
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ve deri dokiintiilerinde kullanildiklar1 bildirilmistir. ilging olmakla birlikte nadiren
kellik, higkirk ve sigillere iyi geldigi, bazen de akil hastalar1 ve alkol bagimlilari
tizerinde etkili oldugu bildirilmistir [11].

Tibbi alanlarindan farkli olarak Umbelliferea bitkilerinden elde edilen en
Onemli Uriinlerden biri de regine ve zamktir. Bu bitki eksudasyon maddeleri
ozellikle Akdeniz iilkeleri, Iran ve Hindistan tarafindan elde edilmektedir.
Ozellikle Ferula assa-foetida 1. ve bu cinsin diger iiyelerinin kok ve
govdelerinden Asafoetida denilen bu zamk-re¢ine karisimu madde elde
edilmektedir. Bu {irlin aym1 zamanda gaz giderici ve antispazmodik olarak da
kullanilmaktadr.

Bazi Umbelliferae tiirleri de parfiim endiistrisinde kullanilmaktadir. Bu
tirler arasinda Angelica archangelica, Carum carvi, Coriandrum sativum,
Cuminum cymium, Daucus carota ve Ferula sumbul sayilabilir. Umbelliferler
tipik bahge bitkileri degillerdir. Ancak baz1 iiyeleri siisleme amaciyla
kullanmilmaktadir. Bunlara 6rnek olarak Astrantia, Eryngium, Heracleum ve
Trachymene verilebilir. Umbelliferlerin diger kullanim alanlar1 arasinda boya,
miirekkep sanayii, mobilyacilik ve tiitsii imalati da vardir [11].

Ik zamanlarda, baharatlarmn ilag olarak kullanilamayacag: diistintilmiistiir.
Bu kan1 genel olarak dogrudur fakat baharat olarak iiretilen bir ¢ok bitki tiirlinden
yag veya benzeri yan irtinler elde etmek miimkiindiir ve bunlar geleneksel ticari
ila¢ sanayinde biyiik 6nem tagimaktadir. Bu amagla bitkinin meyveleri, kokleri,
yapraklan nadir olarak da ¢igekleri kullanilmaktadir. Bu familyanin iiyeleri, bat1
tilkelerinde sifali bitkiler olarak kullamilmalarinin yaminda, modern ilaglar
icerisinde de bu bitkilerin bilesenleri bulunmaktadir. Ancak bitkisel kaynakli
dogal bilesikler modern ¢agin ilaglar1 igerisinde yerini alamamistir. Bu durum
dinyada bitkisel ilag hammaddesi arastirmalarinin  yetersiz  oldugunu
gostermektedir. Umbelliferlerin kullanilmamasinin bir diger nedeni de bu familya
bitkilerinin alkoloitler bakimindan ¢ok zengin olmamasidir [1, 11].

Bu c¢alismaya da konu olan Umbelliferac familyasina ait bazi bitkilerin
halk arasinda ilag ya da diger amaclarla kullanimlar1 bildirilmistir. Ornegin;
Angelica tiirleri salatalarda sebze, gida tatlandiricisi ve katki maddeleri olarak

kullanilmaktadir. Tibbi olarak dogum kolaylastirict, bas dénmesine karsi, soguk
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alginliginda, romatizmal rahatsizliklarda, kan basincim diizenlemede, 6ksiiriikk
tedavisinde kullanilirken, antispazmodik, diiiretik, midevi, uyarict, diaforetik
ozelliklere de sahiptir. Halk arasinda iyi bilinen Kisnis’in (Coriandrum sativum)
meyve ve yaglar1 gidalarda tatlandirici olarak kullamilmakta ilag olarak ise
meyveleri midevi, diiiretik ve afrodizyak 6zelliklere sahiptir. Nadir de olsa bazi
sinir hastaliklarinin tedavisinde kullanildigi bildirilmistir. Ozellikle Ege ve
Akdeniz yorelerinde yetistirilen Rezene, (Foeniculum vulgare) gida, igki
tatlandiricis1 ve sebze olarak kullanilmaktadir. Bunun yaminda parfiimeri,
cesnicilik, likor, sabun ve ekmek sanayiinde kullamimlar1 mevcuttur. Ilag olarak;
uyaric1, midevi, Sksiiriik kesici ozelliklere sahiptir. Iran’da yemeklerde baharat,
katki maddesi ve hayvan yemi olarak kullanmilan Heracleum persicum ve
Heracleum sphondylium bitkisinin tibbi olarak da ishal ve dizanteriye karsi
kullanildigr bildirilmistir. Laser trilobum 6zellikle' veteriner hekimliginde
karminatif (gaz giderici) olarak kullamildigi, Laserpitium cinslerinin de der
hastaliklarinda kullanildig1 kaydedilmistir. Bir diger tibbi bitki olan Seseli sp.
ditiretik, midevi, karminatif, diaforetik (terletici) olarak kullamilirken, bazi1 tiirleri
de hayvan zehirlenmelerinde antidot olarak kullanilmaktadir [1, 11].

Ferulago trachycarpa baharat seklinde, tat ve koku verici, tazesi
salatalarda sebze olarak kullanilmaktadir. Tibbi bakimdan, yatistirici, hazm
kolaylastirici, gaz  soktiiriicii, kurt dugiiriici  ve afrodizyak olarak
kullanilmaktadirlar [1, 12]. Ulkemizde yaygin olarak bulunan Echinophora
teunifolia L. subsp. sibtorphiana (Guss.) halk arasinda “¢ordik, ¢ortilk, tarhana

2

otu” olarak bilinmektedir. Bazi yoérelerde bitkinin toprak ustii kisimlar
kurutulduktan sonra fungusit olarak kullamldigi bunun disinda hos bir koku

vermek iizere tursulara katildig: bildirilmistir [13].
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1.5. Ucucu Yaglarin Antimikrobiyal Ozelliklerinin Belirlenmesi ve

Kullanilan Yontemler

Bitkisel ekstreler ve ugucu yaglar ¢esitli amaglar igin uzun yillardan beri
kullanilmaktadir [1-13]. Ancak son yillarda farkli 6zelliklerinden yararlanilarak
daha genis amagh kullanimlarn ve bununla ilgili aragtirmalar biiyilk bir hizla
siirdiiriilmektedir. Uzerinde en gok durulan konu ise antimikrobiyal ozellikleridir
[14]. Bu ozelliklerinden yararlamilarak ugucu yaglar, ¢ig ve islenmis gidalarin
korunmasinda, modern ilaglarda katki maddesi ve dogal tedavilerde kullanilmaya
baslanmustir [2]. Bitki ekstreleri ve ugucu yaglarin antimikrobiyal 6zelliklerinin
aragtirilmasiyla ilgili olarak yayimlannus ¢ok fazla sayida makale bulunmaktadir.
Bu caligmalarda bir g¢esit ugucu yag bir ¢ok patojen mikroorganizmaya karsi
denenirken bazen de bir ¢ok bitki ekstresi ve yag tek bir mikroorganizma hedef
alinarak ¢alisilmastir [2, 15-17].

Bu bilgiler ¢ogu zaman kullamghdir ancak, her caligmada yontemsel
farkliliklar bulunmaktadir. Kullanilan antimikrobiyal test metotlar1 birbirlerinden
farkliliklar gostermektedir. Ayrica segilen yaglarin ya da bunlarin elde edildigi
bitkilerin gerek toplandigi yer bakimindan gerekse ekstraksiyon yoOntemleri
bakimindan farkliliklar mevcuttur. Bu faktérlerden dolay: calisma sonuglar
arasinda baz1 farkhiliklar olma ihtimali yiiksektir [2, 14].

1960’11 yillara dek mikroorganizmalarin ilag, oOzellikle antibiyotik
duyarlilik testleri i¢in bir ¢ok yontem veya bu yoOntemlerin degisik bir ¢ok
modifikasyonlar1 bildirilmistir. Her yontemin {istiinliigii ve kullanim alanlar
sinirhidir. Sonuglari en yiiksek diizeyde yorumlamak i¢in yontemin tiim dzellikleri
iyi kavranmalidir. Bakterilerin antibiyotik duyarliligint tayin etmede kullanilan
baslica iki temel y6ntem vardir. Bu yontemler, antibiyotiklerin seri halde diliie
edildikten sonra mikroorganizmalar ile etkilestirildigi “Titrasyon (Dillisyon veya
Sulandlﬁna) Yontemleri” ve besiyerine test edilecek kiiltiiriin ekilmesinden sonra
besiyeri yiizeyine test maddesi emdirilmis kagit disk yerlestirmek suretiyle
yapilan “Difiizyon Yo6ntemleri”dir [18].

Antibiyotiklerin duyarliliklarim1  belirlemede kullanilan testler, ugucu

yaglarin antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesinde de kullamlabilir. Gegen
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yiizyll boyunca ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesini belirlemede birgok
caligma gerceklestirilmigtir. Genelde ugucu yaglann antimikrobiyal aktivitelerini
test etmek ve degerlendirmek zordur. Ciinkii, ugucu olmalarn yaminda sudaki
¢coziintirliklerinin  az olmasit ve karmagsik yapida olmalarn  deneyleri
giiclestirmektedir. Yapilan deneyi ve sohug:larl etkileyen en 6nemli faktorler ise;
deneyin yapilis teknigi, kullanilan besi yeri, kullanilan mikroorganizma ile ugucu
yagin yapisal 6zellikleridir [15].

Ugucu yaglarin, uguculuk, hidrofobiklik ve solunum sisteminde aktivite
gosteren 6zel kokulara sahip olmasi gibi 6zellikleri vardir. Ugucu yaglar, organik
maddelerin kompleks bir karigim halinde bulundugu heterojen kanisimlardir. Bu
son ozellikleri, 6zellikle kokulu olanlarin biyolojik olarak aktif olabileceklerini
ortaya koymaktadir. Gergekten de, ugucu yaglarin ¢esitli farmakolojik aktiviteleri
bulunmaktadir. En ¢ok rapor edilen ozellikleri antimikrobiyal olanlaridir. Bu
Ozelliklerin ortaya c¢ikarildig testler belli bir standartizasyona bagli degildir ve
gelisiglizel her laboratuarda yapilabilmektedir. Kullamlan teknikler genel olarak
agar difiizyon ve diliisyon yontemleridir [15].

Diliisyon teknikleri bir mikroorganizmanin antibiyotiklere duyarliligim
tayin etmek icin gelistirilmistir. Ancak bitki ekstreleri veya ugucu yaglarinda
antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesinde de kullaniimaktadir. Antimikrobiyal
maddenin seri olarak diliie edilmesi ve iizerine bakteri kiiltiiriiniin inokiile
edilmesi esasina dayanmaktadir. Inkiibasyondan sonra test edilen antimikrobiyal
maddenin, kullanilan mikroorganizmaya karsi hangi konsantrasyonda etkili
oldugu iiremenin varligmna veya yokluguna gore belirlenmektedir. Uremenin
varlig1 ya da yoklugu bulaniklik tayiniyle yapilmakta ve tiremenin olmadii en
diisiik son konsantrasyon degeri, Minimal Inhibe Edici Konsantrasyon (MiK)
degeri olarak tanimlanmaktadir [16, 18-20]. Bu teknik uzun yillardan beri standart
deney tiiplerinde gerceklestirilen makro-broth diliisyon teknigidir. Son yillarda
antibiyotikler disindaki, sentetik ya da dogal antimikrobiyal maddelerin test
edilmesinde, bu yontem prensibiyle hareket eden ancak ¢ok daha az miktarlarda
besiyeri ve test maddesine ihtiya¢ duyan bir yontem kullanilmaya baslanmistir.
Kullanilan diger difiizyon tekniklerine gére de gogu zaman daha avantajli olan ve

olduk¢a dogru bir bicimde MIK degerini ortaya koyan mikro tiip diliisyon ya da
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mikrobroth diliisyon metodudur. Bu metotta, ticari olarak gelistirilmis, 80, 96
veya daha fazla kuyucuga sahip plaklar kullanilmaktadir. Bu kuyucuk serilerinde
madde diliisyonlar1 hazirlanmakta ve az miktarda kiiltiiriin ilavesiyle, madde ve
mikroorganizma etkilestirilmektedir. Inkiibasyondan sonra bulaniklik tayiniyle
tiremenin varlign veya yoklugu belirlenmektedir. Bulanikhk tayin islemi basitge
gozlem yapmak ya da ozel bulamiklik okuyuculart kullanmak suretiyle de
yapilabilmektedir. Bu yontem en cok antibiyotikler i¢in kullamlsa da bitki
ekstreleri ve ugucu yaglar i¢in de kullanilmaktadir. En 6nemli avantaji 10-25 ul
ugucu yag ile deneyin gerceklestirilmesidir. Ciinkii ugucu yaglarin bol miktarda
elde edilmesi olduk¢a zordur. Bir diger avantaji da aym anda bir ¢ok maddenin
test edilmesine imkan saglamasidir [14, 18-22].

Bu yontem kullanilarak gesitli maddelerin antimikrobiyal 6zellikleri ortaya
konmugtur [2, 21, 23]. Hammer ve ark. [2] yaptig1 bir ¢alismada 20 bitkiye ait
ucucu yag mikrodiliisyon broth yéntemini kullanarak test etmis, 16 ugucu yagin
%?2 lik (v/v) konsantrasyonunda, kullandiklan tiim test mikroorganizmalarinin
gelisimini inhibe ettigini diger 4 ugucu yagin ise MIK degerlerinin %8 (v/v)
degerinden biiyiik oldugunu ortaya koymuslardir. Bir diger ¢alismada 22 ugucu
yag, 6 adet fungusa karsi denenmis, ucucu yaglarin zayif antifungal aktiviteye
sahip oldugu ve MIK degerlerinin 5000 pg/ml den biiyilk oldugu ortaya
cikarilmigtir [23]. Mikrodiliisyon broth y6ntemi kullanilarak yapilan bir ¢alismada
da Combertum molle bitkisinin ekstresi, Staphylococcus aureus’ a karst denenmis
ve MIK degerini 0.56 mg/ml olarak bulunmustur. Ayrica bu ¢alisma da
tetrazolyum  tuzlart  kullamilarak  mikrotitrasyon  petrilerinde  sonucu
degerlendirmenin daha kolay oldugu ortaya konmustur [21].

Antimikrobiyal testlerde kullamilan bir diger metot da agar difiizyon
metodudur. Ugucu yaglarin test edilmesinde kolayligindan dolayr en ¢ok bu
teknik tercih edilmektedir. Agar difiizyon teknigi, 1940’larin basindan beri cesitli
maddelerin antimikrobiyal ~ozelliklerinin belirlenmesinde kullamilmaktadir.
Kalitatif ve yar1 kantitatif bilgiler bu metotla ortaya ¢ikarilabilmektedir. Agar
difiizyon tekniginde, iginde test edilecek olan maddenin bulundugu bir ¢ukur
sistemiyle, test organizmasinin bulundugu uygun bir besiyeri kullaniimaktadir.

Besiyerine lizerine, belirli ol¢iide agilan ¢ukurlara homojen olarak ¢oziilmiis
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ucucu yag koyulur. Cukurlar besiyeri ile temas halindedir. Bu yéntemde bazen
besiyeri lizerinde ¢ukur agmak yerine, ugucu yag emdirilmis kagit disklerde
kullanllmaktadlr. Sonu¢ olarak gerek c¢ukurlardan gerekse kagit disklerden
onceden mikroorganizma ile agilanmis besi yerine, ugucu yag difiize olmaktadir.
Kullamilan maddenin yapisal ozelligi diflize olma yiizdesini veya siiresini
etkileyebilmekte bu durum da deney sonuglarinda etkili olabilmektedir.
Inkiibasyon stiresi sonunda kullanilan madde etkili ise cukurlarin etrafinda
belirgin, iiremenin olmadig1 inhibisyon zonlar1 olusmaktadir. Bu yontemde
uygulanan yag miktar1 ve kullamilan diskin veya c¢ukurun c¢ap1 Onemli
parametrelerdir. Clinkii inkiibasyon sonunda olugan inhibisyon zonlarinin ¢aplari
bu parametrelerin kontroliindedir. Cukurun agildifi besiyerinin kalinligi da
inhibisyon zonunun ¢apmm etkilemektedir. Inhibisyon zonunun olusmasi igin
belirli bir stirenin gecmesi gerekir. Bu siireye “kritik zaman” (Tir) denilmektedir.
Bu zamandan 6nce inhibisyon zonlar1 belirginlesmeyebilir ya da bu siirenin
tizerinde inkiibasyon yapildifinda olusan zonlar kaybolmaya baslamaktadir.
Bunun yaninda kullanilan inokiilumun yogunlugunun da belirli ve sabit olmasi
gerekmektedir. Ciinkii, normalde etki gosterecek olan bir madde, yiiksek
mikroorganizma konsantrasyonundan dolay1 etkisiz goriinecek, inhibisyon zonu
olusturmayacaktir veya gercek olgiilerde olmayacaktir. Bu nedenle inoktilum
konsantrasyonu kritik seviyede tutulmalidir. Eger mikroorganizma yogunlugu
olmas: gereken degerinde ise inkiibasyon siiresinin uzunlugu o kadar da 6nemli
olmamaktadir. Olusan inhibisyon zonlarmin ¢aplari bir cetvelle olgiilerek
kaydedilir. Cukurcuklara maddenin artan ya da azalan konsantrasyonlar
koyularak olusan zonlarin ¢aplarinin da dogru orantili olarak artmasi ya da
azalmasi beklenir. Ancak agar difiizyon yontemiyle elde edilen zon caplarn
degerleri ve buna karsilik gelen madde konsantrasyonlar ile gergek MIK degerleri
arasinda kesinlikle bir pa;ralellik oldugu ancak elde edilen zon gaplarinin MIiK
degerleriyle gereken uyumu gostermedigi bildirilmistir [14, 15, 17, 18, 20].
Yapilan bir ¢alismada Peucedanum cervaira (L.) bitkisinin koklerinden
izole edilen Falcarindiol ve Juglon maddeleri, Botrytis cinerea, Cladosporium
herbarum ve Fusarium avenaceum mikrofunguslarma kars1 kagit disk difiizyon

yontemi kullamilarak denenmigtir. 9mm’lik kagit disklere 20pl maddenin
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cozeltisinden émdirilerek, iizerinde 10* cfu/ml spor soliisyonu bulunan besiyerine
yerlestirilmigtir. Disklerin ¢evresinde olusan inhibisyon zonlar 6lgiilmiis ve kagit
diskteki madde miktar1 MIK degeri olarak verilmistir. Aymt zamanda
mikrodiliisyon broth metodu da denenmis ve iki yontem sonug¢larmin hemen
hemen birbirine benzedigi rapor edilmistir [20]. Yapilan bir diger ¢calismada ¢esitli
ticari bitkisel ekstrelerin, bir grup bakteri ve fungusa kars1 disk difiizyon yéntemi
kullanilarak antimikrobiyal aktiviteleri aragtirilmigtir. Deneyin sonucunda 7 mm
den 31 mm ye kadar degisen inhibisyon zonlar1 kaydedilmis, simiiltane olarak
denenen standart antibiyotik ve antifungal maddelerden kimi zaman daha yiiksek
inhibisyon zonlarinin meydana geldigi bulunmustur. Aragtirma sonucunda genel
olarak maddelerin daha ¢ok antibakteriyel etkiye sahip olduklar1 ortaya konmustur
[24]. Segilen 35 Tiirk tibbi bitkisinden 76 ekstrenin elde edildigi bir ¢alismada, bu
ekstreler Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Branhamella catarrhalis, E.
coli, Clostridium perfringens ve Candida albicans’a karsi1 agar difiizyon
yontemiyle denenmistir. 1 ile 11 mm arasinda inhibisyon ¢aplar 6l¢iilmiis ve en
giclii aktivite Perganum harmala ve Hypericum scabrum bitkilerinin
ekstrelerinde goézlenmigtir [25]. Mehrabian ve ark. [26] tarafindan yapilan bir
calismada Rubia tinctorum, Carthamus tinctorius ve Juglans regia bitkilerinin
sulu, metanolik ve kloroformik ekstrelerinin, havayla tagmman bazi bakteri ve
funguslara karsi antimikrobiyal etkileri agar difiizyon yoluyla belirlenmeye
calistlmigtir. Saboraud Dextrose Agar plaklan {izerinde 6.4 mm c¢apinda
cukurcuklar agilarak i¢lerine 200°er pl ekstre koyulmugtur. Calisma sonucunda
ozellikle Carthamus tinctorius bitkisinin sulu ekstresinin tiim mikroorganizmalara
kars1, (Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Fusarium solani, Alternaria alternata)
etki gosterdigi ve 25-40 mm arasinda degisen inhibisyon zonlari olusturdugu
bildirilmigtir. Diger bitki ekstrelerinin de orta derecede antimikrobiyal etkiye
sahip olduklar1 kaydedilmistir.

Ucucu vyaglarin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinde son
zamanlarda sik¢a kullanilmaya baglanan diger bir yontem de biyootografidir.
Biyootografi yontemi bitki ekstrelerinin veya saf maddelerin hem bitki hem de
insan patojenlerine karsi denenmesinde oldukgca kolay ve dogru sonuglar veren bir

yontemdir. Bu yontemde ugucu yagin antibakteriyel 6zellikleri yaninda asil olarak
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ugucu yag1 olusturan organik bilegenlerden hangisinin aktiviteden sorumlu oldugu
ortaya koyulmaktadir. Bu yontem agar difiizyon tekniginin prensiplerine
dayanmaktadir. Ancak test edilecek maddenin uygulamst ve sonuglarin
degerlendirilmesi bakimindan farkliliklar géstermektedir. En biiyiik farklilik
yontemde ince tabaka kromatografisi (ITK) teknigi kullamlmakta, ugucu yag ITK
plaklarina uygulandiktan sonra test mikroorganizmalariyla etkilestirilmektedir.
ITK teknigi yardimiyla ugucu yagdaki bilesenler kabaca ayrilarak, aktiviteden
sorumlu bilesen ortaya ¢ikarilmaktadir. Yontemde test maddesi iki ITK plagina
birden uygulanmakta ve plaklardan biri referans plak olarak kabul edilmektedir.
Digeri deneyde mikroorganizmalarin uygulandigi plaktir. Referans .plak
reaktiflerle renkli hale getirilerek ya da 254 veya 366 nm UV i1s181 altinda
incelenerek  fraksiyonlar isaretlenmektedir. Deneyde kullamlan plagin
inkiibasyonundan sonra, hangi maddenin {izerinde inhibisyon zonu oldugu
belirlenerek o maddenin Ry degeri hesaplanmaktadir. Ry degeri (Retention Factor,
Tutunma Faktérii), maddenin plak Uzerinde yiirtidigi mesafenin, ¢oziciiniin
ylirtidigii mesafeye oran1 hesaplanarak bulunmaktadir. Referans olarak saklanan
ITK plagindaki maddeler ile inhibisyon zonlarmin olustufu maddelerin R,
degerleri karsilastirilarak zonu olusturan madde isaretlenmekte ve bu asamadan
sonra zonu olusturan madde ¢esitli yontemlerle referans plaktan izole edilerek
tayin yoluna gidilmektedir. Aslinda biyootografi yontemi antibiyotikler gibi
antimikrobiyal aktivitesi yiiksek olan bilesikleri ortaya ¢ikarmak i¢in uygundur.
Bitki ekstreleri veya benzeri organik bilesikler i¢inden de en aktif olan bilesenleri
ortaya ¢ikarmaktadir. Bu giine kadar ti¢ biyootografik metot bildirilmigtir. Bunlar;
mikroorganizmanin dogrudan ITK plag iizerinde gelistirildigi direk biyootografi
yontemi (a), ITK plaginda yiritilen maddenin plaktan izole edilerek
mikroorganizma ile inokiile edilmis bir besiyerine aktarilmasiyla gerceklestirilen
kontak biyootografi yontemi (b) ve son olarak da belirli bir mikroorganizma ile
inokiile edilmis besiyerinin ITK plaginin iizerine dokiilmesiyle gergeklestirilen
immersiyon biyootografi ya da “Agar-overlay biyootografi”(c) yontemleridir. Bu
son yontem direk biyootografi ile kontak biyootografinin birlestirilmesinden
olugmaktadir. Direk biyootografi daha ¢ok bakteriler ve spor tireten funguslar i¢in

kullanilmaktadir. Bu yontem oldukca duyarlidir ve deney sonunda oldukca net
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inhibisyon zonlan goézlenebilmektedir. Ancak bu ydntemin dezavantaji da ITK
plagi tizerinde mikroorganizmalarin gelisme zorlugudur. Kontak biyootografi
yonteminde bu sorun yoktur ancak ITK plagindan maddenin izolasyonu ve
transferi bazi problemler dogurmaktadir. Alinan madde miktar1 veya ITK da
birbirine ¢ok yakin gelmis maddeler birlikte alindig1 i¢in sonug¢larin duyarliligi ve
dogrulugu tartigmali hale gelmektedir. Olmasi gerekenden daha biiyiik inhibisyon
zonlar1 olugsmakta, bu da aktif bilesenler arasindaki ayrimin tam olarak
yapilamamasina neden olmaktadir. Her iki y6éntemin karigimi olan immersiyon
biyootografi tekniginin ise daha c¢ok mayalar ve bakteriler i¢in kullanildig:
bildirilmigtir. Belirli miktarda besiyerinin ITK plagimn tizerine dokiilmesiyle aktif
bilesenler yerinde test edilmekte ve yeteri kadar besi yeri kullanildigi igin
herhangi bir tireme problemi olmamaktadir. Aktif bilesenlerin farkl difiize olma
katsayilar bu teknigin problemidir. Buna ¢6ziim olarak ITK plag iizerine dokiilen
besiyerindeki agar miktar1 azaltilarak yumusak bir besi ortami elde edilmekte bu
sayede plak tzerindeki bilesenlerin inokiile edilmis agar igine difiizyonlar
kolaylagtirilmaktadir. Bu ii¢ yontemden hangisi kullamlirsa kullanilsin,
inkiibasyondan sonra olugsmasi beklenen inhibisyon zonlarinin belirlenmesi ya da
g6zle goriliir bir hal almasim saglamak igin genel olarak tetrazolyum tuzlari
kullamlmaktadir. Bu reaktif maddeler mikroorganizmalarin mor bir renk almasim
saglayarak, mor bir arka planda renksiz inhibisyon zonlarmin olusmasim
saglamaktadir [14-16, 27-32].

Rahalison ve ark. [28] Swartzia madagascariensis (Leguminosae)
bitkisinin ekstrelerini biyootografi yontemiyle Candida albicans’a Kkarsi
degerlendirmisler ve deneyin sonucunda ITK plag iizerinde Ry 0.5 ve 0.82
degerlerinde iki ayn inhibisyon zonu gézlemislerdir. Reaktif madde uygulanan
referans plakta gozlenen maddelerin, zonu olusturanlarla birebir aym konumda
olduklar1 gosterilmis ancak zonu olusturan maddelerin tayini yapilmamustir.
Aynica bu ekstrenin mikrobroth diliisyon yoluyla C. albicans’a karsi giicli
antimikrobiyal aktivite gosterdigi de bildirilmisgtir.

Biyootografi yOntemiyle yapilan bir diger ¢alismada, Combertum
erythrophyllum (Combretaceae) bitkisinin farkli ¢oziiciilerle elde edilmig

ekstreleri, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, E. coli ve Pseudomonas
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aeruginosa ‘ya karsi denenmis ve S. aureus’a karsi gii¢lii antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Biyogram plaginda 14 ayn aktif fraksiyon
oldugu, ve bu fraksiyonlarin iizerinde net gozlenebilen zonlarin olustugu
bildirilmistir. Ancak bu fraksiyonlarin hangi maddeler oldugu aydinlatilmanustir
[30].

Nostro ve ark. [31] tarafindan Staphylococcus aureus kullanarak,
Helichrysum italicum, Hieracium pilosella, Lonicera caprifolium, Nepeta cataria,
Phytolacca dodecandra ve Plantago lanceolata bitkilerinin gesitli organlarindan
hazirlanan ekstreler biyootografi teknigi ile denenmis ve N. cataria, H. italicum,
P. dodecandra ekstrelerinin ¢ok net go6zlenebilen zonlar olusturduklar
bildirilmigtir.

Ttirkiye’de yapilan bir ¢aligmada da farkl: iilkelere ait Mentha piperita L.
(nane) ugucu yaglan Candida albicans’a kars1 biyootografi yontemi kullamlarak
denenmis ve inhibisyon zonlar1 gézlenmistir. Bu zonlar1 olusturan maddeler izole
edilmis ve GC/MS analizi ile tayin edilmistir. Sonug olarak nane ugucu yagimn C.
albicans’a kars1 gostermis oldugu antimikrobiyal etkinin mentolden ileri geldigi
bildirilmistir [33].

Ucucu maddelerin 6zellikle de bitkisel ugucu yaglarin buhar fazindaki
antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesinde ¢esitli yontemler mevcuttur. En
kullamigh yontem mikro-atmosfer metodudur. Bu yontemin genellikle filamentli
funguslar i¢in daha uygun oldugu bildirilmistir. Y6ntemde, besiyeri iceren 120
mm ebath petri kaplann kullamilmaktadir. Steril distile suda hazirlanan fungal
sporlar, son konsantrasyonu 10* spor/spot olacak sekilde besiyerinin merkezine
spotlar halinde inokiile edilir. Petri kabimin ¢ap1 ebadinda filtre kagidina test
edilecek yag, saf olarak degisik miktarlarda emdirilir. Kontrol olarak kullanmak
amaciyla plaklardan birine yalmzca mikroorganizma inokiile edilir, test maddesi
uygulanmaz. Ugucu yagin farkli miktarlari denemek igin ayr1 ayri petri kaplar
kullamilmaktadir. Hazirlanan filtre kagidi petrinin kapagina yerlestirilerek, petri
kab1 kapatilir ve ters sekilde de 2 ve 12 giin siireyle inkiibe edilir. Bu 12 giinliik
siire boyunca plaklar kontrol edilerek inokiile edilen mikroorganizmanin gelisme
durumu kontrol edilmektedir. Bu yontem ile havadaki fungal ya da bakteriyel

yikiin yok edilmesi veya zararsiz hale getirilmesinde ugucu yaglarin
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kullamlabilirligi arastirilmaktadir. Bu sayede insanlara zarar vermeden kiitiiphane,
miize, hastane, sinema vb. mekanlarin atmosferini mikrobiyal floraya kars1 ugucu
yaglarla koruma sansinin olabilecegi bildirilmigtir. [23]. Bu yo6ntemin bazi
modifikasyonlart mevcuttur. Bazi aragtiricilar saf ugucu yagi filtre kagidina
emdirmek yerine, petri kabinin kapak kismina direk olarak koymak yoluyla
inhibisyonu gozlemislerdir. Ugucu yagin kaybimi engellemek igin petri kabinin
cevresi parafilm ile kaplanmakta ve yine ters bigcimde inkiibasyona
birakilmaktadir. 3 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda petri kabi1 agilarak ugucu
yagin buhan salinmakta ve bir 3 giin daha inkiibasyona birakilmaktadir. Bu ikinci
kez yapilan inkiibasyon ugucu yagin antimikrobiyal etkisinin bakterisidal 6zellikte
olup olmadiginin belirlenmesini saglamaktadir. Eger ugucu yag buhar1 yalnizca
mikroorganizmanin gelisimini inhibe etmigse bu siire sonunda plaktaki
mikroorganizmalarin gelisecegi bildirilmistir [34]. Baz1 aragtiricilar, ugucu yaglari
degisik caplarda filtre kagitlarina emdirip, farkli miktarlarda uygulayarak, ugucu
yagin degil de buhar basimcinin bir etkisi olup olmadigim aragtirmiglardir. Bu
amacla ugucu saf maddeler denenmis ve sonug¢ olarak buhar basincinin ugucu
yagin buhar faz aktivitesini desteklemedigi ortaya konmustur [15].

Mikro-atmosfer yontemi kullanilarak yapilan bir ¢alismada, 37 bitkiye ait
ugucu yag, miize ve kiitiiphane havasindan izole edilen funguslara kars1 denenmis,
Cymbopogon martinii ve C. nardus bitkilerine ait ugucu yaglarin buhar fazlarimin
Aspergillus amstelodami, A. niger, Chaetomium globosum, Paecilomyces variotii,
Stachybotrys atra ve Myrotechium verrucaria’ya Kars1 giicli fungistatik aktivite
gosterdigi bildirilmis ve bu iki bitkiye ait ugucu yaglarin kapali mekanlarin
korunmasinda kullanilabilecegi rapor edilmigtir [23].

Basim ve ark. [34] Thymbra spicata L. var. spicata bitkisinin ugucu
yagini, ekonomik bakimdan 6nemli bitki patojenleri olan Erwinia amylovora, E.
caratovora pv. caratovora, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
Pseudomonas syringae pv. syringae, Agrobacterium tumefaciens ve Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria bakterilerine kars1 denemis ve sirasiyla 59, 569, 91,
684, 98 ve 41mg/ml lik konsantrasyonlar1 minimum bakterisidal konsantrasyonlar

(MBK) olarak bildirmislerdir.
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1.6. Ames Salmonella Mutajenite Testi

Gida ve gida katki maddeleri, baharat veya folklorik olarak ¢ok genis
kullanim alami bulan bitkisel kaynakhi her tiirli madde insanlar tarafindan
kullamldiklarindan, insan sagligi tiizerinde birebir etkilidir. Bu maddelerin
cogunun artik ticari olarak iiretildigi g6z oniine alinirsa bunlarin toksikolojik ve
kanserojenik etkilerinin belirlenmesi insan sagliginin korunmasi bakimindan
kaginilmazdir [35].

Kimyasal maddelerin karsinojenik risklerini ortaya ¢ikarmak igin en dogru
yaklasim deney hayvanlarinda timér indiikasyonudur. Fakat bu testlerin
sonuglanmasi uzun siirmekte ve maliyeti yiiksek olmaktadir. Bu nedenle
arastiricilar karsinojenite taramalarina esas olabilecek, kisa zamanda sonuglanan
ve digiik maliyetli bircok mutajenite test sistemleri gelistirmiglerdir. Bu testler
kimyasal maddelerin mutajenik etkilerini belirlemeye olanak saglamaktadir.
Bunlardan en yaygin olarak kullamilanlar1 bakteriyel test sistemleridir. Bunlara
omek olarak, SCE (Sister Chromatid Exchange) yontemi, Comet testi, CA
(chromosome abberation) testi, Mikronukleus testi, UMU testi ve Ames
Salmonella/mikrozom yontemleri sayilabilir. Bakteriyel testlerin tercih edilme
nedenleri; bakterilerin basit ortamlarda hizla iireyebilmeleri, ¢abuk ve ucuz
uygulanabilmeleridir [36].

Ames tarafindan gelistirilmis olan ve Ames testi olarak da adlandirilan
Salomonella/Mikrozom test sistemi kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin
aragtinlmasinda en yaygin olarak kullanilan kisa zamanli bakteriyel test
sistemlerinden birisidir. Bu testin temeli, yapay mutasyon olusturulmus olan
Salmonella typhimurium’un histidin sentezleme yeteneklerini kaybetmis (His™ =
oksotrof) olan suglarinin test bileseni ile muamelesinden sonra tekrar bir mutasyon
gecirip His" haline doniigmesi esasina dayanir. Geri doniisen (revertanat) bakteri
kolonileri sayilarak degerlendirilir. Fakat normal olarak mutajenlere maruz
kalmadan spontan olarak geri déniigebilen bakteriler de olmaktadir. Mutajenik
etkiden soz edebilmek igin spontan revertant sayisindan daha fazla sayida
revertant koloni sayilmasi gerekmektedir. S. typhimurium TA 98 susu i¢in
kendiliginden geriye donen koloni sayist 30-50, TA 100 susu igin ise 120-200
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koloni arasinda bulunmustur. Kullanilan bu suglarin genetik bazi 6zellikleri
vardir:

Histidin Mutasyonu: Her test susu, histidin operonunun degisik bolgelerinde
cesitli mutasyonlar icermektedir. Bunlar, ya DNA’daki tek bir bazin degismesi ile
ortaya ¢ikan baz degisimleri ya da bir bazin eklenmesi veya ¢ikarilmasi ile
kendini gosteren cerceve kaymasi mutasyonlaridir. Test edilen bilesigin neden
oldugu mutasyonun esas mekanizmasi, molekiiler diizeyde bu suglarla
gosterilebilir. Baglangicta gelistirilen His” mutantlarinin ¢esitli kimyasallara karg1
duyarliligim arttirmak tizere, bu suslara baz1 mutasyonlar daha eklenmisgtir.

Rfa Mutasyonu: Bu mutasyon, bakteri hiicre duvarinin lipopolisakkarit tabakasim
kodlayan genlerde meydana gelir. Hiicre duvarinin lipopolisakkarit bariyerinin
kismen yok olmasim saglayan rfa mutasyonu sonucu normalde hiicre duvarindan
gecemeyen biiyiik molekiillerin hiicre i¢ine girisi kolaylastirlmugtir.

UvrB Mutasyonu: Bu mutasyon, DNA onarim sisteminde kesip ¢ikarma gorevini
iistlenen enzimi kodlayan uvrB genindeki delesyon sonucu olusturulmustur. UvrB
mutasyonu, bir ¢cok mutajenin ortaya ¢tkarilmasinda duyarliligin artmasina neden
olur. Ancak, teknik nedenlerden dolayi uvrB geninin kesilerek uzaklagtiriimasi
sirasinda bu delesyon, biotin (bio) genine kadar uzanmaktadir. Bu nedenle,
bakteriler iireyebilmeleri igin histidinin yani sira biotine de gereksinim duyarlar.

R Faktorii: Mutajenlerin daha iyi tayin edilebilmeleri amaciyla S. typhimurium
TA1538 ve TA1535 suslarina, ampisilin antibiyotigine karsi direnclilik geni
tasiyan pKM 101 R faktérii plazmidin eklenmesiyle S. typhimurium TA98 ve
TA100 suslar elde edilmistir [37, 38].

1.7. Mutasyon ve Mutasyon Cesitleri

Organizmalarin genetik olarak bir kalitsal durumdan digerine degisme
egilimi vardir. Genetikgiler, mutasyonun yer aldigr iki farkh durumu
belirlemislerdir. Gen mutasyonunda bir gen aleli degiserek farkli bir alel olur.
Boyle bir degisim tek bir gen iginde oldugundan ve bir kromozomal lokusta
haritalandigindan gen mutasyonuna bazen nokta mutasyonu da denir. Diger

mutasyon ¢esidi de kromozom mutasyonlar1 olup, kromozom segmentleri, biitiin
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kromozomlarin ve hatta kromozomun tim takimimn degisimi anlaminda
kullamlir. Bagka bir ifadeyle, kromozom mutasyonlari, sayisal kromozom
mutasyonlar1 ya da yapisal kromozom mutasyonlar: basliklari altinda incelenir
[39].

1.7.1. Sayisal Kromozom Mutasyonlari

Kromozom sayilar1 mayoz ve mitoz bolinmeler sirasinda kendiliginden
hiicre i¢inde degisebilir. Bu sayede organizmalarda kromozom sayilar1 farkl
hiicrelerin olugmasina neden olur. Bu olay gezegende yasam varoldugundan beri
siirmektedir. Gergekten kromozom sayisindaki degismeler, evrim siirecinde
genomun olugmasinda ara¢ olmustur. Kromozom sayilarinin anormalligi 6ploidi
(monoploit kromozom sayisinin ¢oklu katlarinin olugmasr) ve andploidi (normal
kromozom setinden bir kromozomun eksilmesi ya da ilave olmasi durumu) olmak

tizere iki tiptedir [39].
1.7.2.Yapisal Kromozom Mutasyonlar:

Genel olarak, kromozomlar kendiliginden kirilabilir, ya da iyonize edici
radyasyon, fiziksel stres ya da kimyasal bilesiklerle kirilabilir. Kromozom
mutasyonlarinda kromozom sayis1 aymt kalmakla birlikte, kromozomlarda bazi
pargalarin kaybolmasi (delesyon), fazlalagmas: (duplikasyon), kromozomal bir
segmentteki dizilisin degismesi (inversiyon) ve kromozomal segmentlerin ve
tasidiklar1 gen dizisinin pozisyon degistirmesi gibi durumlar sayesinde genetik

materyal degisime ugramaktadir [38, 39].
1.7.3. Gen Mutasyonlan

Bir genin genomdaki sayisi veya kromozom iizerindeki yeri degismeden
yapismun degismesine gen mutasyonu denir. Bu yap1 degisimleri o gene ait baz
ciftlerinin degismesi, eklenmesi veya delesyonu ile gerceklesmektedir. Bu

mutasyonlar DNA iizerindeki tek bir baz ¢iftini etkiledikleri i¢in nokta
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mutasyonlar adlnl da almaktadir. Mutasyonlar kendiliginden olabilmektedir. Fakat
laboratuvar ortamlarinda mutantlar yaratmak i¢in fiziksel veya kimyasal ajanlar
kullanilarak mutasyon oram yikseltiimektedir. Bu oran spontan mutasyon
oranindan oldukga yiiksektir. Her iki sekilde de gerceklesen mutasyonlar arasinda
kalitatif farkliliklar yoktur. Gen mutasyonlar1 mikroskopla gozlenemezler, baz
sirasinin veya AT/GC oraninin degismesi o genin tirettigi proteinin kaybolmasia
ve etkisinin azalmasina ya da yok olmasina neden olur. Gen mutasyonlar1 somatik
hiicrelerde, gametlerde veya onlar1 verecek olan ana hiicrelerde olusabilir.
Mutasyonlar sonucunda genellikle dominant genler resesif hale geger. Bazi
durumlarda ise mutasyonla meydana gelen resesif bir gen bagka bir mutasyonla
tekrar kendisini veren dominant gene dénebilmektedir. Bu olaya geri mutasyon
ad1 verilmektedir. Geri mutasyonun meydana gelme olasiligi, mutanti olusturan
ileri mutasyonun meydana gelme olasiligindan diigtiktiir. Nokta mutasyonlarin da

baz ¢esitleri vardir:
1.7.3.1. Transisyon mutasyonlari

Baz ciftinin degisimi daha spesifik olmaktadir. Yani bir piirin yerine bagka
bir piirinin, bir pirimidin yerine bagka bir pirimidinin girmesi ile meydana
gelmektedir. 4 tipi vardir. AT yerine GC, GC yerine AT, TA yerine CG veya CG
yerine TA baz giftlerinin gelmesiyle gergeklesir [39].

1.7.3.2. Transversiyon mutasyonlari
Diger bir spesifik baz degisim seklidir. Bir piirin-pirimidin baz ¢ifti yerine

pirimidin-piirin baz ¢ifti gelmektedir. 4 tipi vardir. AT yerine TA, GC yerine CG,
AT yerine CG veya GC yerine TA baz ciftlerinin gelmesiyle gerceklesir.
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1.7.3.3. Yanhs anlamh (Missense) mutasyonlar

DNA’daki bir baz ¢iftinin degismesi ile mRNA kodonunda degisiklige
neden olan ve farkli bir aminoasitin polipeptide katilmasim saglayan dolayisiyla

fenotipe yanstyan mutasyonlardir.
1.7.3.4. Anlamsiz (Nonsense) mutasyonlar

DNA’daki bir baz ¢iftinin degismesi, translasyon sirasinda olmamasi
gereken yerde aminoasit zinciri sonlandirma kodonu (UAG, UAA veya UGA)
haline doniiserek polipeptid zincirinin sentezini yanlis yerde durdurmasiyla,

tamamlanmamig protein pargalarimin olugmasina neden olan mutasyonlardir.
1.7.3.5. Dogal (Neutral) mutasyonlar

Anlams1z mutasyonlarda oldugu gibi DNA’daki bir baz ¢iftinin degismesi
ile mRNA kodonunda degisiklige neden olan ve farkli bir aminoasitin polipeptide
katilmasini saglayan ancak, olusan bu aminoasitin kimyasal bakimdan asil
olusmas1 gerekenden bir farklilik géstermedigi mutasyonlardir. Yani sonugta
olusan proteinin kimyasal ya da fonksiyonel ozelligini degistirmeyen

mutasyonlardir.
1.7.3.6. Sessiz (Slient) mutasyonlar

Ayni anlamsiz mutasyonda oldugu gibi bir baz ¢iftinin yer degistirmesiyle
meydana gelir, ancak meydana gelen aminoasit zaten kodlanmasi gereken
aminoasittir.

1.7.3.7. Cerceve kaymasi (Frameshift) mutasyonlar

Gene bir ya da daha fazla sayida baz ciftlerinin eklenmesi veya genden

eksilmesiyle gérgeklesir. Bir baz ciftinin eklenmesi veya eksilmesi ile mRNA
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kodonu okundugunda mutasyonun gergeklestigi yerden itibaren tiim bolge
degisecektir ve sonug olarak sentezlenen proteinin yapi ve fonksiyonu tiimiiyle
bozuk olacaktir.

1.8. Mutasyonun Nedenleri ve Mutajenler

Bir gen yapisindaki niikleotidlerin sirasindaki degisiklikler, DNA kendini
eslerken meydana gelen tesadiifi hatalarla olabilecegi gibi belirli etkenlerden
dolayi da ileri gelebilmektedir. Mutajen ad1 verilen fiziksel ve kimyasal 6zellikte
etkenler belirlenmisﬁr. Fiziksel mutajenlere; iyonize edici 1ginlar, UV 1gmlari, 1s1,
basing ve nem degismeleri 6rnek olarak verilebilir. Kimyasal mutajen ¢esitleri ¢ok
daha fazla sayida olup giiniimiizde stirekli gelistirilip ¢ogaltilmaktadir. Kimyasal
mutajenlerin etki mekanizmalari birkag sekilde olmaktadir. Bazlarda yapisal
degisiklikler meydana getirebilirler, mevcut bazlarin yerine baz analoglar olarak
gecebilirler. DNA replikasyonu sirasinda bir nukleotidi eksilterek veya ekleyerek
ya da bazlarin birbirleri ile yer degistirmesini saglayarak etki gosterebilirler [38,
39].



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamlan Ucucu Yaglar

bitki tiirtinden (Cizelge 2.1.) hidrodistilasyon yontemiyle elde edilmis ugucu
yaglar ve ¢alismada kullanilan 1-Oktanol, J-3-Karen ve Metil 6jenol, Anadolu
Universitesi, Tibbi ve Aromatik Bitki ve Ilag Arastirma Merkezi’nden (TBAM)

temin

Calismada kullanilmak amaciyla, Umbelliferae familyasina ait 14 farkli

edilmistir.

Cizelge 2.1. Ugucu Yaglan Elde Edilen Bitki Tiirleri ve Kaynaklar

27

Kod |Bitki Tiirii Elde Edilen Kismi Kaynak
A Echinophra teunifolia subsp.
Herba ESSE: 13039
sibtorphiana (Guss.) Tutin
B Heracleum sphondylium subsp.
Doviilmiis meyve ESSE: 12874
ternatum (Velen) Brummit
C Heracleum persicum Desf. Doviilmiig meyve K.H.C. Bager, Iran, 1996
D Heracleum argaeum Boiss.&Bal. Doéviilmiis meyve Z. Aytag, No: 7502
E Heracleum platytaenium Boiss. Doviilmiis meyve ESSE: 10636
F Seseli campestre Besser Doviilmiis meyve ESSE: 12431
G/ | Foeniculum vulgare Miller Déviilmiis meyve H. Yeriikoglu, Izmir, 1993
H Laserpitium petrophilum
P petrop Herba ESSE: 11323
Boiss.&Heldr.
I ] H. Sahin Kekik ve Baharat
Laser trilobum (L.) Borkh Déviilmemis meyve
Ticaret, Alanya, 1991
J Coriandrum sativum L. Doviilmiis meyve K.H.C. Bager, Silitke, 1994
K Ferulago asparagifolia Boiss. Dovillmiis meyve ESSE: 11644
L Ferulago trachycarpa Boiss. Herba ESSE: 12667
M | Ferulago cassia Boiss. Déviilmiig meyve ESSE: 11540
N Angelica sylvestris L. var. sylvestris | Doviilmiig meyve K. Giinaydm, ISTO: 27599
ESSE : Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu
ISTO.: Istanbul Universitesi Orman Fakiiltesi Herbaryumu

Lon
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2.1.2. Antimikrobiyal Testlerde Kullamlan Mikroorganizmalar

4 Ant_imikrobiyal etki testlerinde kullanimak tizere farkli kaynaklardan

toplam 22 adet mikroorganizma temin edilmistir (Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.2. Antimikrobiyal Aktivite Deneylerinde Kullanilan Mikroorganizmalar ve Kaynaklari

Mikroorganizma Kaynak

1 Escherichia coli (NRRL B-3008) U.S. Agricultural Research Service

2 Staphylococcus aureus (ATCC 6538) Anadolu Universitesi, Biyoloji Bolimii

3 Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) | Anadolu Universitesi, Biyoloji Boliimii

4 Enterobacter aerogenes (NRRL B-3567) Anadolu Universitesi, Biyoloji Boliimii

5 Proteus vulgaris (NRRL B-123) Anadolu Universitesi, Biyoloji Béliimii

6 Salmonella typhimurium (NRRL B-4420) | Anadolu Universitesi, Biyoloji Boliimii

7 Klebsiella pneumoniae Ankara Universitesi, Biyoloji Boliimii

8 Yersinia enterocolitica Ankara Universitesi, Biyoloji Bolimii

9 Listeria monocytogenes Ankara Universitesi, Biyoloji Boliimii

10 | Bacillus cereus (NRRL B-3711) Anadolu Universitesi, Biyoloji Bolimii

11 | Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) | Anadolu Universitesi, Biyoloji Boliimii

12 | Xanthomonas campestris (NRRL B-1459) | Anadolu Universitesi, Biyoloji Béliimii
Xanthomonas campestris pv. phaseoli o . .

13 Ankara Zirai Aragtirma Merkezi, K. Benlioglu
(TPPB 5001)
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola o . .

14 Ankara Zirai Aragtirma Merkezi, K. Benlioglu
k-1 (TPPB 4101)
Pseudomonas syringae pv. tomato ) ) .

15 Ankara Zirai Aragtrma Merkezi, K. Benlioglu
(TPPB 4212)
Pseudomonas syringae pv. syringae L . .

17 Ankara Zirai Aragtirma Merkezi, K. Benlioglu
(TPPB 4250)

18 | Candida albicans (Klinik Izolat) Osmangazi Universitesi, Tip Fakiiltesi

19 | Aspergillus flavus (ATCC 9807) Anadolu Universitesi, Biyoloji Béliimii

20 | Aspergillus paraciticus (NRRL-2999) Anadolu Universitesi, Biyoloji Boliimii

21 | Fusarium solani (ATCC 12820) Anadolu Universitesi, Biyoloji Boliimii

22 | Sclerotium rolfsii Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi




29

2.1.3. Ames Salmonella/Mikrozom Testinde Kullanilan Mikroorganizmalar

In-vitro mutasyonlarla elde edilen Salmonella typhimurium TA98, (NRRL
B-4279) ve Salmonella typhimurium TA100, (NRRL B-4280) suslari Ames
testinde kullanmilmak tizere Birlesik Devletler Tarimsal Arastirma Merkezi’nden

(Northern Regional Research Laboratory) temin edilmistir.
2.1.4. Deney Hayvanlar

Uzerinde calisilan ugucu yaglarin metabolik iiriinlerinin mutajen olup
olmadigim1 arastirmak i¢in kullanilmasi gereken mikrozom ekstresi, 200 gr
agirhginda erkek ratlardan (Wistar) hazirlanmustir. Ratlar, Anadolu Universitesi,

Eczacilik Fakiiltesi, Farmakoloji Ana Bilim Dali’ndan temin edilmistir.
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2.1.5. Antimikrobiyal Testler I¢in Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasallar

2.1.5.1. Mueller Hinton Broth (Merck)

Tek Kuvvet

Et EKStresi .. ccviirieeerieiiieeceeniteecre st eere e 2.0 gr
Kazein Hidrolizatl.......c.ccooveveeeneeieeieeceeiecieeeen, 17.5 gr
NISASTA. ettt sae e s ae s s e neaas 1.5gr
DIStIle SU..eeeiiiiiieeeteee e 1000 ml

121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve 10’ar ml steril tiiplere

dagitilmagtir.
Cift Kuvvet
Et EKStIESI...cocoviiveeeieieeiieee et cee e e siae st eearens 4.0 gr
Kazein Hidrolizatl..........cocveeeeuensiinrienienieecieneeneeenne 35¢gr
NISASTA. ce.eeeeeeeeeirereeete ettt s et e s e e aeaes 30¢gr
DISHIE SU..eeeieieiieenteeerecetee et 1000 ml

121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve 10’ar ml steril tiiplere
dagitilmgtir.

2.1.5.2. Mueller Hinton Agar (Mast Diagnostic)

Et EKSEIES1. . coueeeeriieiiieneeritetecceee ettt ceneeneeneene 5gr
AGAT. i 12.0 gr
Kazein Hidrolizatl..........coeoveeveenenienienicnieecicienenne 17.5 gr
NISASTAL...vveeeteeeieereectercreetie e e rerbeeeee e e e re s neeeneenns 1.5gr
DIiStIe SU...oieiiiiiieeiee e 1000 ml

121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmig ve 15’er ml 90 mm
capindaki steril petri kaplarina dokiilmiistiir.
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2.1.5.3. Sabouraud Dextrose Agar (Difco)

Bacto Pepton.......c..cooiiviiniiiiiiniiicneee 10 gr
Bacto DeKStrOzZ.......cevieeriiineiieciinieecieeereeee e 40 gr
Bacto Agar.......coeeiiiiciiiiiieee e 15 gr
DiStle SU...c.eiiiiiieiietee e 1000 ml

121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve 25’er ml 120 mm
capindaki steril petri kaplarmma dokiilmiis ve diiz bir zeminde katilagmasi

saglanmugtir.

2.1.5.4. Nutrient Agar (Merck)

NULFENE AZAT.....oiiiiiieiiieeieete e seeeeee e esaee s 20 gr
DISHIE SUeeeuiieiiieeeeieecerietee ettt 1000 ml

121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve 20°ser ml 120 mm
capindaki steril petri kaplarina dokiilmiistiir.

2.1.5.5. Yumusak Agar
Mueller Hinton Broth (Merck)..........ccoevervuenevecuenacenne 2] gr
Bakteriyolojik Agar (Acumedia).......c.cccoervuerruecueecuene 7.5 gr
DIStIE SU..ciniieeiiiceeeeeier et 1000 gr

121 °C de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ve 100 ml’lik steril

erlenlere 20’ ser ml aktarilmagtir.
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2.1.5.6. TTC Tuzu (Sigma)

2,3,5- Triphenyltetrazolium Chloride....................... 250 mg
Etanol (%096).....c.cccevereuirenieeneieieeeeseeceeree e 100 ml

Madde tartilarak etanolde iyice ¢oziilmiis ve sprey ozellikli cam sise iginde

buzdolabinda saklanmustir.

2.1.5.7. Anisaldehit/Siilfirik Asit

Anisaldehit.......c.cocoverrriniiiireeeeee e 15 gr
Etanol (%096)......c.cocvermeeeeererenieiereereeeeieeere e 250 ml
Konsantre STUIHITTK aSit.....coceeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeeereeraen 2.5 ml

Karisim etanolde ¢6ziindiiriilerek, cam sisede +4°C de saklanir.

2.1.5.8. McFarland No: 0.5 bulanmikhk standardi

132101 PR (23 B L) WO 0.5 ml
HzSO4 (0361\0 ........................................................ 99.5 ml

BaCl, ve H,SO4 karigtirilarak 15 ml lik kapakh tiiplere dagitilir. Kapagi

parafilm ile sikica kapatilan tiip, karanlikta oda sicakliginda saklanir.

2.1.5.9. McFarland No: 5 bulamklik standardi

12 eI N 73 K1) W 0.5 ml
150 O YN (73 11) S 9.5 ml

BaCl; ve H,SO4 karistirilarak 15 ml lik kapakli tiiplere dagitilir. Kapagi

parafilm ile sikica kapatilan tiip, karanlikta oda sicakliginda saklanir.
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2.1.6. Ames Testi Icin Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasallar

2.1.6.1. (50x) Vogel Bonner Medium

MESO4.TH2O......cveieeeeieieeereie et esnae e 10 gr
Sitrikasit Monohidrat...........cccceeeerereecenierinireeneennns 100 gr
KoHPO coooiieeieeeieiieeeeeeeeeetee e eeeeeeeeretee et e sesane 500 gr
NaHNH4(PO4.4H70)......cccicieeereeecrtecreiereeesieeens 175 gr
Distile SU (45°C)..ueririrerireeeereeecrereeererereree e 670 ml

Maddeler sirasiyla, manyetik karistirici lizerinde, suya ilave edilerek
¢oziindiiriilir ve hacim 1 litreye tamamlamr. 121°C de 15 dakika siireyle

otoklavlanarak steril edilir. Oda sicaklifinda muhafaza edilir [37].

2.1.6.2. Histidin / Biotin solusyonu (0.5mM)

D-Biotin (MercK)......cccoeereuercienirrieeenieeeenrreeeseenes 30.9 mg
L-Histidin (FIuKa).........cccceccvririenienncenrereenieneeeennes 24.0 mg
DIStIle SU..ceeiiiiiiieeieettectee et 250 ml

D-Biotin suyun kaynama noktasina kadar 1sitilarak ¢6ziiliir daha sonra L-

Histidin ilave edilerek otoklavlanir. +4°C de saklamr [37].
2.1.6.3. Ampisilin solusyonu

Ampisilin Trihidrat (Sigma)........ccccceceereeneevceriinnenncn. 0.8 gr
0.02M Sodyum Hidroksit........c.ceeeeveeeraericenseennennne. 100 ml

Ampisilin Trihidrat, 0.02M NaOH i¢inde ¢oziiliir ve sterilizasyon i¢in 0.22

pum ¢apli membran filtreden gegirilir. +4°C de saklanur.
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2.1.6.4. Kristal Viyole c¢ozeltisi (% 0.1)

Kristal Viyole........cccoivmniiierieieieecereeeeieceveee e 0.1 gr
DISHIE SU..eiiiieriiiieienieieececee e 100 ml

Kristal Viyole ve su karigtirilarak, soliisyon 11k gegirmeyen koyu renkli
bir kapta +4°C de saklanir.

2.1.6.5. Biotin c¢ozeltisi (% 0.13)

D-BIOtin...ceeieiiieeeetenreseeee et e et 0.65 gr
DSHILE STttt eeeeeeesaaeeeesaeeaeasssreraransaaas 50 ml

D-Biotin suyun kaynama noktasina kadar isitilarak ¢oziiliir ve otoklavda

steril edilir. +4°C de saklanur.

2.1.6.6. Histidin ¢bzeltisi (% 0.5)

L-HiStidin...cueeeeeieeeeeenienceeeestece e saes 20gr
DISHIE SU.ceiieniiiiiecireeeeccieee e e 400 ml

L-Hisitidin suyun kaynama noktasina kadar 1sitilarak ¢oziiliir ve otoklavda

steril edilir. +4°C de saklanir.

2.1.6.7. Glikoz cbzeltisi (% 40)

GLUKOZ.....eeeveeetirteeeceeeresiee et e st 40 gr
DISHIE SUeeiirieieieeceieie et eeeee e s eeraeeeeerareeens 100 ml

Glikoz distile su icinde ¢oziilerek otoklav edilir ve +4°C de saklanur.
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2.1.6.8. 4-Nitro-o-Fenilendiamin (NPD)

200 pg/petri olmak tizere DMSO (Carlo-Erba)’da ¢éziilerek kullanilir. Oda
sicakliginda saklanir.

2.1.6.9. 2-Aminofloren (2AF)

1 mg/petri olmak tizere DMSO (Carlo-Erba)’da ¢6ziilerek kullanilir. 0-4
°C de saklanir.

2.1.6.10. 3-Metilkolontren

3-Metilkolontren. .....c.coeeveeuireeerecreeeeeeeeree e, 64 mg
MISIE YaB1.neiiiiieieeeiiner ettt s 1 ml

Maisir yaginda ¢oziilerek 0.5 ml intraperitonal olarak enjekte edilir.

2.1.6.11. KCL cozeltisi

KCL bir miktar distile su icinde ¢oziilerek toplam hacim 1000 ml’ye

tamamlanir. Otoklavda steril edilerek +4°C de saklanur.
2.1.6.12. S9 Kansim
Ticari olarak alinan S9 mutajenite tabletleri (Boehringer Mannheim) 14 ml

distile su iginde (1 tablet i¢in) ¢6ziiliir ve 3ml rat mikrozomu ilave edilerek toplam

hacim 20 ml’ye tamamlanir. 0-2 °C de kullanima kadar saklanir.
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2.1.6.13. Top Agar
Agar (DifCO)....ccocuvreieiiieieieeeet et 6 gr
NACL..ieee e 5gr
DiStIE Sttt 1000 ml

Maddeler distile su iginde ¢oziilerek, 121°C de 20 dk otoklavlanarak steril
edilir [37].

2.1.6.14. Histidin/Biotin Agar (HB Agar)

AZAL oottt e ettt 15 gr
%040 GLIKOZ.....ccueeveviirteiieeeicenteeeer et 50 ml
Histidin SOISYONU........cccveieeeererrerreeeieeeeeeeee e, 10 ml
Biotin SOIUSYONU......ccccteriirrertenirreieereeeeeeee e eeeaaans 6 ml
DISHIE SU..eeirnrienieieiiirreeiereeeeerre e et se e aens 914 ml

Agar ve su kanigtirilarak otoklav edilir. 45°C ye kadar sogutulup, %40’ ik
glikoz, 50X VB tuzlar1 ve Histidin ¢6zeltisi eklenir. Son olarak biotin soliisyonu

eklenerek karigim steril petri kutularia dokiiliir [37].

2.1.6.15. Histidin/Biotin/Ampisilin Agar (HBA Agar)

AGAT .ottt 15 gr
DiStIle SU....oiiieiiieeieieeee ettt 910 ml
S50XVB Tuzlart.....cccccovvuiioiienienieneceereecece st 20 ml
%040 GUKOZ.....ccveeeeiirereiriieeeeeeteee et s e 50 ml
Histidin SOMSYONU.........ccveeeveeerieieiicirieeeeeee e 10 ml
Biotin SOIUSYONU.......coveeirieieeeeeieecee e cceceeeseeeeeenvenes 6 ml

Ampisilin SOIUSYONU..........ccoerrirreneerenrrerreneereennen. 3.15 ml
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Agar ve su otoklavlanir, 450Cye kadar sogutulup, %40 glikoz, 50xVB
tuzlar1 ve histidin solusyonu eklenerek karistirilir. Son olarak biotin ve ampisilin
solusyonlar1 eklenerek, karisim steril petrilere dékiiliir. Bu plaklar +4°C de 2 ay

stireyle saklanabilir [37].

2.1.6.16. Minimal Glikoz Agar (MGA)

AZAL ittt e 15 gr
DISHLE SU..ceviiieriiieiireneseeectererese e 930 ml
S50XVB TUZU. ..ottt 20 ml
%40 GLKOZ.....cciireeeiiiieceeteeteeceeee et 50 ml

Agar ve distile su otoklavlandiktan sonra 45°C ye kadar sogutulur.
%40Glikoz ve 50xVB tuzlar1 eklendikten sonra iyice karistinlarak steril petri
kaplarina dokiiliir [37].

2.1.6.17. Nutrient Agar

0x01d Broth NO:2.....cc.ciiiiieienirereeeeie e 25 gr
AGAT .ottt 15 gr
DiStIE SU..cniiiieieiiecteeeeceereeee et 930 ml

Agar, N.B. ve distile su karigtirilarak otoklavlamir ve petri kutularina

dokiiliir.

2.1.6.18. Nutrient Broth

0x01d Broth NO:2......ooiiiiiiiiinee et 5gr
DISHIE SU.civrieeiieiieeierrteeeecerere et eea e 200 ml

" Nutrient Broth ve su kanigtmlarak otoklavlanir ve +4°C de saklanir.
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2.2. Yontem
2.2.1. Ucucu Yaglarin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi
2.2.1.1. Mikroorganizmalarin canlandirilmasi

Liyofilize kiiltlirler halinde bulunan bakteriler, tiiplerinden aseptik sartlar
altinda ¢ikarilmig ve canlandirilmak tizere Nutrient Broth tiiplerine aktarilmustir.
37°C de 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, kiiltiirlerin Mueller Hinton Agar
(MHA) plaklarina tek koloni ekimleri yapilarak tekrar inkiibasyona birakilmistir.
Bu siire sonunda mikroorganizmalarin safliklari kontrol edilmis ve 6nceden
hazirlanan ve iglerinde 1.5 ml %15°lik steril gliserol ¢6zeltisi bulunan 2 ml lik
mikro-reaksiyon tiiplerine (eppendorf) bir 6ze dolusu aktarilmislardir. Bu tiipler —
85°C de daha sonra kullamimak iizere saklanmigladir. Filamentli funguslar ise,
yatik Sabouraud Dextrose Agar (SDA) tiiplerine inokiile edilmis, gelistikten sonra

agizlari parafilmle kapatilip daha sonra kullanmak iizere +4°C de saklanmiglardir.
2.2.1.2. Mikrobroth diliisyon teknigi

Kiiltiirler canlandirilmak iizere -85°C den ¢ikarilarak iginde MHA bulunan
petrilere ekilerek, 37°C de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
sonunda besiyeri lizerinde gelisen kolonilerden alinarak iginde 10 ml tek kuvvet
Mueller Hinton Broth (MHB) bulunan tiiplere aktarilmus ve tekrar 37°C de 24 saat
inkiibasyona birakilmigtir. 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra sivi besiyerinde
gelisen kiiltiirler, Mc Farland No:0.5 (yaklastk 10® cfu/ml) tiipiine gore bulamiklik
ayar yapilarak ¢ift kuvvet MHB tiiplerine belirli miktarlarda aktarilmagtir.

Test edilecek olan ugucu yaglar, 4 mg olmak iizere steril flakonlara
tartilmig ve lizerlerine 2’ser ml steril %25 lik Dimetil-Siilfoksit (DMSO)
eklenerek ¢6ziilmiistiir. Ugucu yaglarin DMSO igerisinde tam olarak ¢oziinmeleri,
homojen bir karisim hale gelmeleri saglannmigtir. Elde edilen stok ¢ozeltilerden
baglayarak ugucu yaglarmn, iginde steril distile su bulunan mikro-reaksiyon

tiiplerinde (eppendorf) iki katli seri diliisyonlar1 hazirlanarak, ugucu yaglarin 2
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mg/ml den 1.95 pg/ml ye kadar (1, 1/2, 1/4, 1/8, ...) seri konsantrasyonlan elde
edilmigtir.

Deney i¢in 96 “U” tipi kuyucuklara sahip mikrotitrasyon petrileri (Brand)
kullanilmigtir (Sekil 2.1.). Diliie edilmis karisimlardan sirasiyla her bir kuyucuk
stitun serisine mikropipetorler yardimiyla 100°er pl aktarilmustir. Test edilecek
ugucu yaglarm yam sira ¢oziicii kontrolii igin DMSO, ayrica standart antibiyotik
olan kloramfenikol (Sigma) bakteriler i¢in, standart antifungal madde olan
ketokonazol de (Sigma) C. albicans i¢in pozitif kontrol olarak test edilmistir. 12.
slitun mikroorganizmalarin kontrolii i¢in bog birakilmis sadece 100 ul steril distile
su koyulmustur. Tim konsantrasyonlar kuyucuklara aktarildiktan sonra,
mikroorganizmalarin eklenmesine gegilmigtir. Bunun i¢in onceden bulanikhgi
McFarland No:0.5’¢ goére ayarlanan mikroorganizma kiiltiirleri multikanal
otomatik pipetdrlere gore imal edilmis rezervuarlara aktarilmis ve daha sonra bu
pipetdrler yardimiyla her bir kuyucuk satirma bir mikroorganizma gelecek sekilde
100’er pl pipetlenmistir. Son siitunun mikroorganizma kontroliine ayrildig: gibi
son satir da test maddesinin kontroliine ayrilarak mikroorganizma eklenmemistir.
Bu islemlerden sonra mikrotitrasyon petrilerinin kapaklar1 kapatilarak 37°C de 24
saat inkilbasyona birakilmistr. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklarda
tiremenin varligimin ya da yoklugunun daha iyi gézlemlenebilmesi i¢in petri
tizerine bir miktar TTC tuzunun ¢o6zeltisinden piiskiirtiilmiigtiir. Daha sonra
renklenme igin 37°C de 3 saat daha inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda renklenmeyen alanlar iiremenin olmadig: konsantrasyonlar olarak

belirlenmistir {14, 18-21]. Deneyler ¢ift paralel olarak tekrarlanmugtir.

Sekil 2.1, Mikrobroth Diliisyon Tekniginde Kullanilan 96 (well) Kuyucuklu Mikrotitrasyon Petrisi
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2.2.1.3. Agar difiizyon teknigi

Agar diftizyon teknigi filamentli funguslara karsi antimikrobiyal etkinin
denenmesinde kﬁllamlmlstlr vé cift paralel olarak tekrar edilmistir. Bunun igin
6nce 120 mm c¢apindaki steril cam petrilere 25’er ml Sabouraud Dextrose Agar
(SDA) dokulmiis ve petriler diiz bir satth tizerinde donmaya birakilmistir.
Kullamlacak olan funguslar 1 hafta 6nceden yine SDA plaklarinda geligtirilmistir.
Hazirlanan %1 lik Tween 80 c¢ozeltisinden, funguslarin bulundugu petriler
lizerine, misellerin yiizeyini tamamen kaplayacak sekilde aktarilmus, 30-40 dk
bekledikten sonra steril drigalski spatiilii yardimiyla sporlar toplanmaya ¢alisilmig
ve steril tiiplere bu soliisyon aktarilmigtir. Her fungus i¢in yapilan bu islemlerden
sonra, onceden hazirlanan iglerinde 9’ar ml steril distile su bulunan tiiplere
aktarilarak 10luk katlar halinde diliie edilmigtir. Bu diliisyonlardan alinan drnekler
Thoma laminda sayilarak yaklagik mililitresinde 10° spor bulunan tiipler elde
edilmigtir. Daha sonra bu spor soliisyonundan 1’er ml alinarak 6nceden hazirlanan
120 mm c¢apindaki petri kaplarna aktariloug ve steril drigalski spatiili ile
sporlarin besiyeri ylizeyine tamamen yayilmasi saglanmistir. Daha sonra bu
petriler, kapagi yari agik halde steril kabin i¢inde kurumaya birakilmistir.
Yiizeyleri kuruyan besiyerlerinin iizerine 6 mm c¢apl steril kork-borer ile her
petride yaklasik 6 adet olacak sekilde rezervuarlar agilmistir. Bu rezervuarlar
birbirlerinden 2.5 ¢cm petri kenarlarindan 1.5 cm olacak sekilde agilmistir. Ugucu
yaglar 1 mg tartilmus ve 1 ml DMSO i¢inde ¢oziilmiistir ve ¢ift kath seri
dilisyonlar1 hazirlanmistir. 1 mg/ml den 15.6 pg/ml ye kadar ugucu yag
konsantrasyonlar1 elde edilmistir. Bu diliisyonlardan besiyeri lizerinde ag¢ilan
cukurlara 50’ser pl pipetlenmistir. Pipetleme iglemleri bittikten sonra, maddelerin
besiyerlerine difiize olmasi i¢in 30 dk beklenmis ve daha sonra 28°C de 24-48 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Standart antifungal olan ketokonazol de aym ugucu
yaglar gibi DMSO i¢inde dilue edilerek uygulanmigtir. C6ziicti olarak kullanilan
DMSO da distile suda diliie edilmis ve antifungal etkisi denenmistir [14, 15, 17,
18, 20].
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2.2.2. Biyootografi Teknigi ile Ucucu Yaglardaki Antimikrobiyal Ozellikteki

Bilesiklerin Belirlenmesi

2.2.2.1. Ince tabaka kromatografisi (ITK) sistemi

Altiminyum destek {izerine 0.2 mm kalinligindaki silikajel 60 GFjsq
adsorbanla kaplanmis 20x20 cm hazir ince tabaka kromatografi plaklar1 (Aldrich)
uygun ebatlara getirilerek kullanilmistir. Plaklar oda sicakliginda nemsiz ve
karanlik 6zel muhafazali kutularinda saklanmigtir. Kilcal boru ile saf haldeki
ucucu yaglar 1’er pl olacak sekilde plaklara uygulanmigtir. 9:1 (v/v) oraninda
Hexan-Etil Asetat ¢oziicii sistemi 20 ml hazirlanarak, kapakli dikdortgen prizma
seklinde cam bir kaba koyulmustur. Yaglarin uygulandig1 yerler isaretlenerek
belirlenmis ITK plag, ¢oziiciiniin i¢ine dik sekilde daldirilmis, ancak ¢oziicliniin
yiiksekliginin yaglarn uygulandign yere ulasmamasmna dikkat edilmistir. ITK
plaklar1 ¢ift olmak suretiyle bu sistemde gelistirilmistir. Coziictiden alinan
plaklardan birisi deney igin bekletilirken digerinin iizerinden ¢éziicii ugurularak
254 ve 364 nm dalga boylarinda incelenmis ve UV aktif spotlar isaretlenmistir.
UV absorbsiyonu olmayan maddelerin belirlenmesinde renk reaktifi olarak
anisaldehit/H,SO, ¢6zeltisi spreylenmis ve plak 110°C de 1-3 dakika 1sitilmastur.
Deneyin daha sonraki asamalar i¢in farkli sayilarda ugucu yag uygulanmis, farkh

ebatlarda ITK plaklar: hazirlanmistir [32].

2.2.2.2. Mikroorganizmalarin hazirlanmasi

Biyootografi yontemi i¢in C. albicans, E. coli ve A. flavus olmak iizere 3
farkli mikroorganizma kullanilmagtir. C. albicans 18 saat 6nceden Mueller Hinton
Broth (MHB) siv1 besiyerinde gelistirilerek, Thoma laminda (Hawskley) sayilmis
ve 107 hiicre/ml olacak sekilde hiicre siispansiyonu hazirlanmistir. 4. flavus’ unda
%] lik Tween 80 yardimiyla spor soliisyonu hazirlanarak Thoma laminda sayilmis
ve 107 spor/mI’lik spor soliisyonu hazirlanmistir. Aymi sekilde 1 giin dnceden

MHB besiyerinde gelistirilmis E. coli kiiltiirii de Mc Farland No:5 e gore
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bulamklign ayarlanarak MHB iginde yaklagkk 1.5x10° cfu/ml’lik hiicre

siispansiyonu elde edilmistir.
2.2.2.3. Aktivite tayini

Onceden hazirlanarak 20°ser ml erlenlere dagrtilan yumusak (molten) agar
45°C lik su banyosunda tutularak iglerine C. albicans ve A. flavus igin 200’er pl
hiicre ve spor siispansiyonlarindan koyularak, yumusak agardaki son hiicre
konsantrasyonu C. albicans i¢in 10° cfu/ml, A. flavus igin 10° spor/ml olacak
sekilde hazirlanmugtir. E. coli siispansiyonundan 2 ml kiiltiir yumusak agara ilave
edilerek son konsantrasyon 1.5x10° cfu/ml olarak elde edilmistir. Nutrient Agar
dokiilmiis petriler iizerine, 6nceden hazirlanan ve reaktif uygulanmayan ITK
plaklar1 yerlestirilmistir. Uzerine, sicak su banyosunda bulunan ve
mikroorganizmalar ile inokiile edilmis yumusak agar iyice karigtirnldiktan sonra 1
mm’yi gecmeyecek bigimde ince bir tabaka halinde dékiilmustiir. C. albicans ve
E. coli’ye ait plaklar 37°C de, 4. flavus’un bulundugu plak 28°C de 24-48 saat
stireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, TTC (Trifenil
Tetrazolyum Klorid) ¢ozeltisi piskiirtillerek, 3 saat daha inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon siiresi sonunda olusan inhibisyon zonlan ve onlara
karsihk gelen referans plaktaki fraksiyonlarin Ry degerleri olgiilerek
kaydedilmigtir [14, 15, 27-32].

2.2.2.4 Gaz kromatografisi (GC)
Ugucu yag icinde bulunan bilesikler asagida belirtilen sartlarda gaz

kromatografisi kolonunda tutunma siirelerine (Rf) gore ayrilarak relatif oranlarina

gore degerlendirilmistir.
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GC Analiz Kosullar

Sistem : Shimadzu GC-17A

Kolon : CPSil 5CB

Tasiyic1 Gaz : Azot (1ml/dk)

Split Oram :50:1

Dedektor : FID

Sicakliklar
Enjeksiyon : 250°C
Kolon : 60°C//5°C/dk//260°C-20 dk.
Dedektor : 250°C

2.2.2.5. Gaz Kromatografisi / Kiitle Spektrometresi (GC/MS)

Ucucu yag icindeki bilesenler, gaz kromatografisi kolonunda ayrildiktan
sonra dedektor gorevi goren kiitle spektrometresinde her birinin tek tek
spektrumlarn  alinmustir. Degerlendirmeler 6ncelikle “TBAM Ugucu Yag
Bilesenleri Kiitiiphanesi” kullanilarak yapilmistir. Ayrica Wiley ve Adams-LIBR
kiitliphanesi tarama yazilimlar1 ve “The Wiley/NBS Registry of Mass Spectral

Data” sistemleri kullanilmistur.

GC/MS Analiz Kosullan

Sistem : Shimadzu GCMS-QP5050A
Kolon : CPSil 5CB (25m x 0.25 mm i.d.)
Tastyic1 Gaz : Helyum (1ml/dk)
Sicakliklar

Enjeksiyon :250°C

Kolon : 60°C//5°C/dk//260°C-20 dk
Split Oran1 :50:1

Elektron Enerjisi :70 eV
Kiitle Aralig : 35-400 m/z



44

2.2.2.6. Preparatif ITK plagimin hazirlanmasi

Ucucu yag igindeki aktif bilesiklerin izolasyonu i¢in 20x20 ebadinda hazir
kaplanms ITK plag preparatif amagla kullanilmistir. Plaga saf halde ugucu yag
ince bir ¢izgi halinde uygulanmis hexan:etilasetat (9:1 v/v) ¢oziicii sisteminde ITK
tankinda ayrilmistir. Bu islem sonunda ITK plaginin dikey kenarindan ince bir
parca kesilerek bu kisim 254-364 nm UV 15181 altinda incelenmis ve ardindan
anisaldehit/H,SO, reaktifi uygulanarak izole edilecek fraksiyonun Ry degeri
belirlenmistir. Daha sonra reaktif uygulanmayan plagin yanina bu 6rnek plak
pargast koyularak Ry degeri dikkate alinarak hedef maddenin bulundugu bolge
belirlenmis ve Aliiminyum destek tizerindeki silikajel kazinarak ayrilmigtir.
Silikajel ve madde karigimi, iginde cam pamugu bulunan cam huniye aktarilmig
ve lzerine ¢o6ziicii olarak aseton ilave edilmigtir. Madde asetonla birlikte
¢coziinerek silikajelden ayrilmig ve alttaki erlende toplanmustir. Daha sonra
vakumlu rotavapor kullanilarak 40 °C’de ¢éziicii uzaklastirilmig, analiz ve aktivite

tayini i¢in yeterli miktarda madde elde edilmistir [32].



45

2.2.3. Ames Salmonella Mutajenite Deneyi
2.2.3.1. Salmonella suslarinin hazirlanmas

Liyofilize tiiplerde temin edilen Salmonella typhimurium TA98 ve TA100
suslar1 iglerinde 2°ser ml Nutrient Broth (No:2) bulunan tiiplere alinarak 37°C de
24 saat inkiibe dilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda Histidin/Biotin/Ampisilin
Agar (HBA) plaklarina ¢izgi ekim yapilmis 37°C de 48 saat inkiibasyona
birakilmagtir. Tek tek diigen bakteri kolonilerinden birer tane alinarak tekrar HBA
plaklarina ¢izgi ekim yapilarak inkiibe edilmis ve saf bakteri kiiltiirleri elde
edilmigtir. Elde edilen master plaklar +4°C de iki ay siireyle kullanima hazir
tutulmugtur. Test suslarimin mutant 6zelliklerini koruyabilmeleri ve uzun zaman
canli kalabilmeleri i¢in kiiltiirler stoklanmigtir. Bu amagla HBA agarda tiretilmis
olan Salmonella suglarindan, platin 6ze ile tek bir koloni alinarak i¢inde 2 ml
Nutrient Broth bulunan tiiplere aktarilmis ve 37°C de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu
siire sonunda 1 ml bakteri kiiltiiri ve 0.09 ml DMSO steril mikro-reaksiyon
tiiplerine aktarilmis ve -20°C de dondurularak, -85°C de saklanmustir.

2.2.3.2. Salmonella suslarinin genotip kontrolleri

Test suslarinin orijinal mutasyonlara sahip olup olmadig test giivenirligi
acisindan bilinmelidir. Bu amagla bakterilerin genetik 6zellikleri bazi testlerle

kontrol edilmistir [37].
2.2.3.2.1.Histidin gereksinim kontrolii

Bakteriler Minimal Glikoz Agar (MGA) plaklarina ekilerek his™ ve his"
bakteriler birbirinden ayirt edilebilir. Bunun ic¢in bir gecelik kiiltiire alinan
bakterilerden iginde histidin bulunmayan MGA ve iginde histidin bulunan
Histidin Biotin Agar (HB) plaklarina ¢izgi ekim yapilmis ve 37°C de 48-72 saat
siireyle inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda HB ve MGA plaklarinda liremenin

varlig1 ya da yoklugu gézlenmistir.
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2.2.3.2.2. UvrB mutasyonu kontrolii

Bu mutasyon ile bakterilerin, UV isinlarinin neden oldugu hatalarin
diizeltilmesi igin gerekli olan DNA onarim mekanizmasi engellenmistir.
Mutasyonun varligr UV 1sinlarina duyarlilik testi ile tespit edilmistir. Bunun i¢in,
i¢cinde Nutrient Broth bulunan tiiplerde 1 gece gelistirilen bakteri kiiltiirlerinden 1
6ze dolusu alimp Nutrient Agar plaklarina paralel ¢izgiler halinde ekilmigtir.
Plagin yarisi plastik bir plaka ile kapatilmig, 15 watt giictinde UV lambasi altinda
(33 cm), 8 saniye siireyle UV 1s181na maruz birakilmistir. Bu islemden sonra petri
kaplar1 37°C de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda UV ye

maruz birakilan kisimda tiremenin varligina bakilmistir.
2.2.3.23. Rfa mﬁtasyonunun kontrolii

Mutasyon, bakteri hiicre duvarinin lipopolisakkarit yapisinda olusturulmus
ve hiicre duvarinin gegirgenliginin arttirilmasina dayanmaktadir. Bu mutasyonun
kontrolii i¢in Kristal Viyole duyarlilik testi yapilmustir. Nutrient Broth da 1 gece
geligtirilmis bakteri kiiltiiriinden 0.1 ml, su banyosunda 45°C deki top agar igine
kanistinlmstir. Inokiile edilmis top agar Nutrient Agar plaklarina dokiilmiis ve
donduktan sonra ortasma %0.1 Kristal Viyole ¢6zeltisinden 10 pl damlatilmis
steril filtre kagidi yerlestirilmistir. Plaklar 37°C de 24 saat inkiibasyona
birakilmigtir.  Stire  sonunda kagit disk etrafindaki lireme durumu

degerlendirilmistir.
2.2.3.2.4. R Faktor varhigimin kontrolii

Bakterileﬁn ampisiline direngliliginin 6l¢iilmesi i¢in bakterilerde R faktor
tastyan pKM101 plazmidlerinin varlig1 test edilmistir. Bunun i¢in Nutrient Broth
icinde gelistirilen bakteri kiiltiirlerinin, ampisilin iceren HBA plaklarina ¢izgi
ekimi yapilmis ve 37°C de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda
bakterilerin plazmid tasiyip tasimadiklari, ampisilinli ortamdaki gelismelerine

gore degerlendirilmistir.
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2.2.3.2.5. Spontan olarak geriye doniisiim sikligimm kontrolii

Mutant bakteri suslarimn spontan olarak his~ durumdan his’ durumuna
doniisebilmesi belirli smirlar icerisinde olabilmektedir. Kendiliginden geriye
donen kolonilerin sayisim1 bulmak amaciyla Nutrient Broth da 1 gecelik kiiltiirii
yapilan bakterilerden 0.1 ml alinarak 45°C deki top agar i¢ine ilave edilmistir.
Ayrica 0.2 ml Histidin-Biotin soliisyonundan da eklenerek, iyice karigtirilmis ve
MGA plaklar iizerine dékiilmiislerdir. Plaklar 37°C de 48 saat inkiibe edilerek, bu
siire sonunda olusan koloniler sayilmistir. S. typhimurium TA98 susu ic¢in
kendiliginden geriye dénen koloni sayisi 30-50, TA100 susu i¢in ise 120-200

arasinda koloni sayist normal kabul edilmigtir [37].
2.2.3.3. Kullanilacak siv1 kiiltiirdeki bakteri sayisinin hesaplanmasi

Deneyde kullamlan gecelik kiiltiiriin mililitresinde bulunan bakteri sayisim
bulmak i¢in HBA plaklarindan bir koloni alinarak Nutrient Broth i¢inde siispanse
edilmis ve calkalamal1 etiivde 37°C de inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
sonunda gecelik kiiltiiriin bir seri seyreltmeleri yapilmistir. Bu seyreltmelerden
Nutrient Agar plaklarina damla ekim yapilarak sayilmis ve bakteri kiiltiirliniin

ml’sinde yaklasik 1 x 10° bakteri oldugu belirlenmistir [36].
2.2.3.4. Ugucu yéglarln sitotoksik etkilerinin saptanmasi

Bu test, Ames testi i¢in segilen iki ugucu yagin, test bakterileri igin
oldiiriicti dozunu saptayabilmek i¢in yapilmustir. 45°C deki top agar igine, 1
gecelik bakteri kiiltiirlerinden 0.1’er ml ve ugucu yaglarin farkhi dozlarmdan
0.1’er ml eklenmis daha sonra yumusak haldeki top agar, NA plaklarn iizerine
dokiilmiistiir. Sonuglar1 degerlendirebilmek i¢in ugucu yaglar eklenmeden sadece
mikroorganizmalarin bulundugu kontrol plaklar1 da hazirlanmugtir. Plaklar 37°C
de 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda koloniler sayilmis ve
kontrol plaklarindaki sayim sonuglariyla kargilagtirilarak toksik ve toksik olmayan

dozlar belirlenmistir.
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2.2.3.5. Memeli karaciger mikrozomlarinin hazirlanmasa

Test edilen ugucu yaglarin metabolik triinlerinin mutajenik etkilerinin
aragtirilmast i¢in kullanilan mikrozom ekstresi Wistar cinsi ratlardan elde
edilmigtir. bunu igin ratlara, oldiirmeden o6nce 80 mg/kg olacak sekilde
intraperitonal olarak 3-metilkolontren enjekte edilerek mikrozomal enzim artisi
uyarilmstir [37].

Mikrozom izolasyonuna baslamadan Once tiim malzemeler steril
edilmistir. Deneyde kullanilan ratlar enjeksiyonu takip eden 5 giin sonunda boynu
kinlarak (servikal dislokasyon) oldiriilmiistiir. Ratlar aseptik kosullar altinda
acildiktan sonra karaciger zedelenmeden ¢ikarilmig ve agirligi bulunmustur. 1gr
karacigere 1 ml olacak sekilde soguk 0.15 M KCl ile karaciger yikandiktan sonra
1 gr karacigere 3 ml olacak sekilde soguk 0.15 M KCI eklenmistir. Karaciger
steril pens ve makas yardimiyla kiigiik parcalara ayrilarak homojenize tiipiine
alimmis ve bigakli homojenizatérde (Junge Kunkel Ultra Turrax) 24000 rpm de
homojenize edilmigtir. Homojenat 9000 G’de 0-2°C de 10 dk siireyle santrifiij
edilmigtir. Santrifiij isleminden sonra siipernatant kistm soguk steril eppendorf
tiiplerine aktarilmigtir. Kontaminasyonu 6nlemek amaciyla homojenat 0.25 pm
caplt selilloz membran filtreler ile steril edilmigtir. Sterilligin kontrolii i¢in
mikrozomal fraksiyondan 0.1 ml Nutrient Agar ve Histidin Biotin Ampisilin Agar
plaklarina ekilmis ve 37°C de inkiibasyona birakilmistir.

2.2.3.6. Ames Mutajenite testinin yapilisi

Deneyin amaci, onceden gelisebilmesi i¢in histidin aminoasidine
gereksinim duyan oksotrofik bakteri suslarin, kullanilan test maddeleri ile tekrar
histidin sentezleyebilir (prototrofik) hale doniisiip dontismediginin belirlenmesidir

[36-38, 40].
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2.2.3.6.1. S9’suz deney

I¢lerine 0.2 ml histidin-biotin soliisyonu ilave edilmis 2’ser ml lik top agar
tiipleri 45°C de su banyosuna almmustir. Top agar i¢ine 0.1 ml ugucu yaglarin
farkli dozlarindan ve 0.1 ml 16 saatlik bakteri kiiltiirii eklenmistir. Tiipler agar
donmadan hizlica ¢alkalanarak, 6nceden hazirlanmis MGA plaklarina dokiilerek 8
hareketiyle homojen bir sekilde yayimas: saglanmistir. 10-15 dk besiyerlerinin
donmasi beklendikten sonra, ters bi¢cimde 37°C de 48 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki koloniler sayilarak
kaydedilmistir. Deney, her ugucu yag dozu igin 3 paralel olacak sekilde
yapilmigtir. Sonuglarin  degerlendirilebilmesi i¢in aym1 zamanda, spontan
kontroller, ¢oziicti (DMSO) kontrolii ve pozitif kontroller yapilmistir. Pozitif
kontrol olarak standart bir mutajen olan 4-Nitro-o-Fenilendiamin kullanilmigtir
[36, 37, 40].

2.2.3.6.2. S9’ lu deney

Deney igin, tablet basina 3 ml mikrozomal enzim olacak sekilde S9
kansimi hazirlanmis ve buz iginde bekletilmistir [36]. 45°C de su banyosunda
bulunan ve 0.2 ml histidin-biotin ¢ozeltisi igeren 2 ml’lik yumusak agar (top agar)
tiiplerine, 0.1 ml test maddesi, 0.1 ml 16 saatlik mikroorganizma kiiltiirii ve buzda
bekletilen S9 karisimindan ilave edilmigtir. Tiipler ¢alkalanarak agar donmadan,
onceden hazirlanan MGA plaklarina dokiilmiistiir. Plaklar donduktan sonra 37°C
de 48-72 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda his* kolonilerin
sayimi yapilmis ve kaydedilmigtir. Ayrica deneye paralel olarak TA98 ve TA100
suslarimin  spontan mutasyon kontrolii, ¢oziicii (DMSO) kontrolii ve pozitif
kontrolleri yapilmustir. Pozitif kontrol igin, 1/100g/ul 2-Aminofluoren
kullanilmustir [36, 37, 40].
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2.2.3.7. Sonuclarm degerlendirilmesi

Secilen ugucu yaglarin mutajenite testleri, her doz igin li¢ paralel plak ayni
anda test edilmis ve birbirinden farkli zamanlarda iki bagimsiz deney yapilmisgtir.
Ajfnca test maddelerinin etkilerinin memelilerin metabolik aktivasyonu
sonucunda degisip degismedigini belirlemek amaciyla S9 fraksiyonu varliginda da
deney aynen tekrarlanmistir. Sonuglarin, standart hatalari ile birlikte ortalamalar
alinarak istatistiksel agidan “Student-t Testi” ile degerlendirilmistir. Bu amagcla
Anadolu Universitesi, Fen Fakiiltesi, Istatistik Boliimii’'nden alman “SPSS-
WINDOWS” paket programi kullamilmistir. Ucgucu yaglarin dozlarina ve
kontrollere ait revertant koloni sayilarinin ortalamalar1 “ortalama + stn hata”

seklinde gosterilmistir (Cizelge 3.5, 3.6).
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3. BULGULAR
3.1. Uéucu Yaglarmn Antimikrobiyal Etki Sonuglan
3.1.1. Mikrobroth Diliisyon Yontemiyle Aktivitenin Belirlenmesi

Mikrobroth diliisyon yontemi kullamilarak, Echinophora teunifolia subsp.
sibtorphiana (A), Heracleum sphondylium subsp. ternatum (B), Heracleum
persicum (C), Heracleum argaeum (D), Heracleum platytaenium (E), Seseli
campestre (F), Foeniculum vulgare (G), Laserpitium petrophilum (H), Laser
trilobum (1), Coriandrum sativum (J), Ferulago asparagifolia (K), Ferulago
trachycarpa (L), Ferulago cassia (M), Angelica sylvestris var. sylvestris (N),
bitkilerine ait ugucu yaglarin gosterdikleri antimikrobiyal etki sonuglar1 Cizelge
3.1 de gosterilmistir. Cizelgede de goriildiigii gibi, standart antimikrobiyal
maddeler ile karsilastinldiklarinda  tim  ugucu  yaglar  kullanilan
mikroorganizmalara karg1 orta derecede aktivite goOstermislerdir. Tim ugucu
yaglarin insan patojenlerine karsi, 62.5 pg/ml den 2000 pg/ml ye kadar degisen
konsantrasyonlarda etki gosterdigi bulunmustur. Bunun yaninda bitki patojeni
bakterilere karst 31.25 pg/ml den 1000 pg/ml ye kadar degisen
konsantrasyonlarda antibakteriyel etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir. Ozellikle
E. teunifolia subsp. sibtorphiana (A), H. sphondylium subsp. ternatum (B) ve F.
asparagifolia (K) bitkilerine ait ugucu yaglar bitki patojenlerine kars1 giigli
sayilabilecek antibakteriyel etki gostermislerdir. E. teunifolia subsp. sibtorphiana
bitkisine ait uguéu yagin sirasiyla 31.25 ve 62.5 ug/ml lik konsantrasyonlarda
Xanthomonas campestris pv. phaseoli ve X. campestris bakterilerine kars1 etkili
olduklar1 saptanmugtir. Yine H. sphondylium subsp. ternatum bitkisinin ugucu
yagmin 3125 pg/ml lik konsantrasyonda X. campestris pv. phaseoli, X.
campestris ve Pseudomonas syringae pv. syringae bakterilerinin tiremelerini,
inhibe etmigstir. Basta B ve E ugucu yaglan olmak iizere, C, F, K ve L ugucu
yaglan ozellikle K. preumoniae, Y. enterocolitica, L. monocytogenes, B. cereus ve
S. epidermidis’ e kar$1 62.5 pg/ml den 1000 pg/ml ye kadar dégisen Minimal

Inhibisyon Konsantrasyonu degerlerine sahip olduklari  belirlenmistir.



Cizelge 3.1. Ugucu Yaglarin Minimal Inhibe Edici Konsantrasyonlar1 (MIK-pg/ml)

Mikroorganiima/l\/laddeler

A B C D E F G H I J K L M N ST
Escherichia coli 500 500 500 | 1000 [ 500 { 1000 | 1000 { 2000 [ 500 | 1000 | 500 | 1000 | 1000 | 2000 | 31.25°
Staphylococcus aureus 500 500 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 500 | 1000 | 1000 | 62.5 | 1000 | 250 250 | 1000 39
Pseudomonas aeruginosa 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 2000 | 1000 | 1000 | 2000 | 1000 | 62.5 [ 1000 | 500 | 1000 | 2000 | 62.5
Enterobacter aerogenes 500 500 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 500 | 2000 | 500 500 | 1000 - 1000 | 1000 | 1000 | 62.5
Proteus vulgaris 500 500 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 250 | 2000 | 500 | 1000 | 15.6
Salmonella typhimurium 1000 | 500 500 500 | 1000 | 1000 } 1000 { 500 500 500 250 | 2000 | 1000 | 2000 | 31.25
Klebsiella pneumoniae 1000 | 125 125 250 250 125 | 1000 | 2000 | 250 | 2000 | 1000 | 2000 | 2000 i 1000 1.9
Yersinia enterocolitica 250 125 500 500 250 500 [ 1000 | 1000 | 250 | 1000 | 125 [ 2000 | 2000 | 1000 1.9
Listeria monocytogenes 500 125 250 500 125 125 | 1000 | 1000 | 500 500 250 | 62.5 | 1000 | 1000 | 1.95
Bacilus cereus 500 125 250 500 500 250 | 2000 | 1000 | 500 | 1000 | 250 125 250 500 15.6
Staphylococcus epidermidis 250 250 | 1000 | 1000 | 250 500 | 1000 | 1000 | 500 | 2000 | 1000 | 500 | 2000 | 500 39
P. syringae pv. phaseolicola 500 125 250 250 500 250 1000 | 250 250 1000 | 500 250 500 250 15.6
P. syringae pv. tomato 500 500 500 250 | 1000 | 500 500 | 1000 | 250 | 1000 | 1000 | 500 | 1000 | 500 1.95
P. syringae pv. syringae 125 | 31.25 | 500 500 250 250 250 62.5 250 250 | 3125 | 250 62.5 500 15.6
X. campestris pv. phaseoli 3125 { 3125 | 125 500 250 500 500 500 125 250 250 62.5 250 250 39
Xanthomonas campestris 62.5 | 31.25 | 250 1000 125 1000 | 500 250 250 125 62.5 250 250 | 31.25 39
Candida albicans 500 500 500 | 1600 | 1000 | 2000 | 500 | 1000 | 1000 | 500 250 | 1000 | 500 | 2000 | *62.5

ST: Standart Antimikrobiyal Maddeler (Kloramfenikol,*Ketokonazol)

(4%
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Coriandrum sativum (Kignig) bitkisine ait ugucu yagi ise 62.5 pg/ml
konsantrasyonda S§. aureus ve P. aeruginosa’ ya karst inhibe edici etki
gOstermistir. Standart antibakteriyel olan kloramfenikol ile karsilastirildiklarinda
kisnis ugucu yagmin P. aqeruginosa’ya karst kloramfenikol’le aym
konsantrasyonda etkili olduklar1 belirlenmistir. Kullamlan tek maya olan insan
patojeni C. albicans’a karst tiim ugucu yaglar, 250-2000 pg/ml konsantrasyonlari

arasinda etki gostermistir.
3.1.2. Agar Difiizyon Yontemi ile Antifungal Aktivitenin Belirlemesi

Disk difiizyon yontemi kullanilarak tiim ugucu yaglar (A-N) ve standart
antifungal Ketokonazol, Aspergillus flavus, Aspergillus paraciticus, Fusarium
solani ve Sclerotium rolfsii’ye karst denenmistir. Deneyin sonucunda ugucu
yaglarin hicbir konsantrasyonda etki gostermedigi saptanmistir. En yiiksek olan 1
mg/ml de ve c;éizﬁcﬁ kontrolii i¢in uygulanan saf DMSO’nun da herhangi bir
antifungal aktivite gostermedigi g6zlenmigtir., Uygulanan ugucu yag
konsantrasyonu 4 mg/ml ye ¢ikarilmis ve tekrar denenmistir. Ancak bu yiiksek
konsantrasyon degerinde bile herhangi bir inhibisyon zonu gozlenmemistir.
Uygulanan standart antifungal madde ketokonazoliin ise ¢aplar1 40 mm den 10
mm ye kadar degisen inhibisyon zonlarim olusturdugu gézlenmistir (Cizelge 3.2,
Sekil 3.1, 3.2, 3.3).

Cizelge 3.2. Standart Antifungal Ketokonazol’iin Olusturdugu Inhibisyon Zonu Caplar1 (mm)

Kullanilan Funguslar/Dozlar-pg/ml 1000 250 125 62.5 31.25 | 15.62
Aspergillus flavus 40 36 34 26 22 16
Aspergillus parasiticus 30 26 22 19 17 14
Fusarium solani 27 24 22 15 - -
Sclerotium rolfsii 26 24 22 18 17 10

(-): Inhibisyon zonu gozlenmeyen konsantrasyonlar



Sekil 3.4. Ketokonazoliin olugturdugu inhibisyon zonlar1 (Aspergillus parasiticus)
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3.2. Ugucu Yaglara Biyootografi Tekniginin Uygulanmasi

Mikrobroth - diliisyon sonuglarma gore secilmis, giiclii antibakteriyel
aktiviteye sahip 9 bitkiye ait ugucu yag biyootografi yontemiyle denenmis ve
antimikrobiyal aktiviteden sorumlu bilesikler belirlenmeye c¢aligilmistir.
Echinophra teunifolia subsp. sibtorphiana (A), Heracleum sphondylium subsp.
ternatum (B), Heracleum persicum (C), Seseli campestre (F), Laser trilobum (I),
Coriandrum sativum (J), Ferulago asparagifolia (K), Ferulago cassia (M) ve
Laserpitium petrophilum (H), bitkilerine ait olmak tizere toplam 9 adet ugucu yag
ITK plaklarina uygulanmis ve secilen 3 mikroorganizmaya karsi denenmistir.
Sekil 3.4 de goriildiigi gibi, 9 ugucu yag arasinda, Echinophra teunifolia subsp.
sibtorphiana (A) ugucu yagma ait C. albicans ve E. coli ile inokiile edilmis
plaklarda iki fraksiyonda birden (Rs 0.54 ve 0.97) net inhibisyon zonlan

belirlenirken, Heracleum sphondylium subsp. fernatum (B) ugucu yaginn

biyograminda ise bir fraksiyonda (Rs 0.3) inhibisyon zonu belirlenmistir.
Aspergillus flavus ile inokiile edilen plakta ise herhangi bir inhibisyon zonu

gbzlenememigtir.

Sekil 3.5. C. albicans plaginda 9 adet ugucu yagmn biyogrami ve yaglara ait referans ITK plag

Degisik fraksiyonlarinda inhibisyon zonlar1 olusturdugu belirlenen
Echinophra teunifolia subsp. sibtorphiana (A) ve Heracleum sphondylium subsp.
ternatum (B) bitkilerine ait ugucu yaglarda aktiviteden sorumlu bilesenlerin

belirlenmesinde kullamimak iizere GC ve GC/MS analizleri yapilmistir. GC ve
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GC/MS analizleriyle ugucu yag kompozisyonundaki ana maddeler belirlenerek,

relatif yilizdelerine gére Cizelge 3.3 ve 3.4 de g6sterilmistir.

Cizelge 3.3. E. teunifolia subsp. sibtorphiana (A) bitkisine ait ugucu yagin GC Analiz Sonuglari

Ana Bilegikler ! %
Metil §jenol 38.8
0-3-Karen 31.0
p-Simen 9.0
a-Fellandren 44
fS-Fellandren 1.8
Mirsen 1.2
a-Fellandren epoksit 1.1
Limonen 1.0

Cizelge 3.4. H. sphondylium subsp. ternatum (B) bitkisine ait ugucu yagin GC Analiz Sonuglar1

Ana Bilesikler %
1-Oktanol 503
Oktil biitirat 24.6
Oktil asetat 7.3
Miristisin 24
Oktanal 1.2
Oktil hekzanoat 1.2
(Z)-Oktenil biitirat 1.1

Bu sonuglardan yola ¢ikilarak, Echinophra teunifolia subsp. sibtorphiana
ve Heracleum sphondylium subsp. ternatum bitkilerine ait ugucu yaglarin ana
bilesenlerinden relatif yiizdeleri yiiksek olanlarin, antimikrobiyal aktiviteden
sorumlu olabilecekleri diigiiniilerek, bunu dogrulama yoluna gidilmistir. Bu
amagcla Echinophra teunifolia subsp. sibtorphiana ugucu yagina ait Metil &jenol
ve 0-3-Karen maddeleri ile Heracleum sphondylium subsp. ternatum ugucu yagina
ait 1-Oktanol saf olarak temin edilmis ve ugucu yaglarla karsilastirilmali olarak
biyootografi teknigi kullamlarak denenmistir. Bunun i¢in C. abicans kullanilmisg

ve aym ITK plagma hem Echinophra teunifolia subsp. sibtorphiana (A) ugucu
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yag1 hem de Metil Gjenol ve J-3-Karen uygulanmugtir. Ayni sekilde Heracleum
sphondylium subsp. ternatum (B) ucgucu yagi i¢in, ugucu yagm kendisi ve 1-
Oktanol ayn1 ITK plagima uygulanarak, mikroorganizma ile etkilestirilmistir.
Ayrica B ugucu yagnmn, preparatif ITK plagi yapilarak, biyootografi plag:
tizerinde inhibisyoh zonunu olusturan aktif madde izole edilmis ve GC/MS analizi
yapilmistir. Analiz sonunda izole edilen bu maddenin 1-Oktanol oldugu
belirlenmistir. Izole edilen bu madde, B ucucu yagi ve 1-Oktanol ile birlikte
biyootografi plaglhda denenmigtir, Biyogram plaklar: referans ITK plaklan ile
kargilastirilmigtrr. Sekil 3.6 ve 3.7 de goriildiigii gibi A ve B ugucu yaglarina ait
olan ve daha oncede gozlenip Ry degerleri kaydedilen inhibisyon zonlarmin (Sekil

3.5), saf maddelerin olugturdugu zonlarla aym bolgelerde olustugu gozlenmisgtir.

Sekil 3.6. Echinophora teunifolia subsp. sibtorphiana (A) bitkisine ait ugucu yagin ana

maddelerinin biyogram ve referans ITK plag

Bagitie Yi§ T

Sekil 3.7. Heracleum sphondylium subsp. ternatum (B) bitkisine ait ugucu yagm ve ana

maddelerinin biyogram ve referans ITK plag
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Sekil 3.6.da da gorildigi gibi Echinophora teunifolia subsp. sibtorphiana
~ugucu yagnn aktif fraksiyonlarinda meydana gelen (Ry: 0.54 ve 0.97) inhibisyon
zonlariyla saf hélde uygulanan Metil 6jenol (Re 0.52) ve J-3-Karen (Ry: 0.96)
maddelerine ait inhibisyon zonlarinin ihmal edilebilir derecede kiigiik farkliliklar
gostermekle birlikte aym Ry degerlerine sahip olduklar1 bulunmustur. Heracleum
sphondylium subsp. ternatum ugucu yaginn biyogrami incelendiginde ise (Sekil
3.7), ugucu yaga ait inhibisyon zonunun R, degeriyle (Rs: 0.3), preparatif ITK
plagindan izole edilerek GC/MS sistemiyle 1-Oktanol olarak tamimlanan
maddenin inhibilsyon zonunun R degerlerinin aym oldugu belirlenmigtir. Saf
olarak uygulanan ticari 1-Oktanol’iin inhibisyon zonunun ise Ry 0.33 degerine
sahip oldugu belirlenmistir.

Antimikrobiyal akiviteden sorumlu olduklar1 belirlenen ugucu yaglara ait
saf bilesiklerin: Mikrodilisyon Broth ve Agar Difiizyon yontemleriyle
antimikrobiyal aktiviteleri ayrica belirlenerek biyootografi sonucunda ¢ikan
aktiviteleri dogrulanmugtir. Cizelge 3.5 de goriildiigii gibi Echinophora teunifolia
subsp. sibtorphz’dna ugucu yagma ait bilesiklerden, Metil 6jenol’iin, Bacillus
cereus, P. syringae pv. tomato ve Xanthomonas campestris haricinde tim
mikroorganizmalara karsi, 125 pg/ml den,1000 pg/ml’ye kadar degisen MIK
degerleriyle, 6-3-Karen’den daha etkili oldugu gézlenmistir. Metil &jenoliin MIK
degerleriyle, ait oldugu ugucu yagin (Echinophora teunifolia subsp. sibtorphiana)
MIK degerlerinin gogunlukla birbirine benzedigi belirlenmistir. §-3-Karen ise P.
syringae pv. tomato ve Xanthomonas campestris bakterilerine kars1 sirasiyla, 125
ve 62.5 pug/ml lik konsantrasyonlarda metil ¢jenolden (1000 ve 125 pg/ml) daha
kuvvetli etki gostermistir. Hatta P. syringae pv. tomato’ya kars1 125 pg/ml’lik
MIK degeriyle ait oldugu ugucu yagdan daha kuvvetli bir etkiye sahip oldugu
gozlenmistir. Aym sekilde Staphylococcus epidermidis ve P. syringae pv.
phaseolicola bakterilerine kars1 Metil 6jenol de 125°ser pg/ml’lik inhibisyon
konsantrasyonlariyla, 250 ve 500 pg/ml MIK degerine sahip olan ugucu yagdan
daha kuvvetli antimikrobiyal etki gostermistir. Ilging olarak, Echinophora
teunifolia subsp. sibtorphiana ugucu yag1 P. syringae pv. syringae, Xanthomonas
campestris pv. phaseoli bakterilerine kars1 125 ve 31.25 pg/ml de gosterdigi MIK
degerlerinin, saf maddelerin 2000-500 pg/ml arasinda olan MIK degerlerinden
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daha yiiksek oldugu bulunmustur. Heracleum sphondylium subsp. ternatum
bitkisine ait ugucu yagin ana bileseni olan 1-Oktanol’iin ise Cizelge 3.5. de
goriildiigii gibi ugucu yagla genel olarak benzer antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu belirlenmis ancak P. syringae pv. tomato’ya karst 250 pg/ml’lik
inhibisyon konsantrasyonuyla, 500 pg/ml inhibisyon konsantrasyonu degerine
sahip olan Heracleum sphondylium subsp. ternatum ugucu yagindan daha giiglii
bir aktiviteye sahip oldugu gézlenmistir. Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae,
Bacillus cereus, P. syringae pv. phaseolicola, P. syringae pv. syringae, X.
campestris pv. phaseoli ve X. campestris bakterilerine kars1 izole edildigi ugucu

yagdan daha zayif antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bulunmustur.

Cizelge 3.5. Antirﬁikrobiyal Aktiviteden Sorumlu Saf Maddelerin ve Ait Olduklarn Ugucu
Yaglarin MIK Degerleri (ug/ml)

Mikroorganizma A J-3-Karen | M.6jenol B 1-Oktanol
Escherichia coli 500 500 500 500 500
Staphylococcus aureus 500 1000 500 500 500
Pseudomonas aeruginosa 1000 2000 1000 1000 1000
Enterobacter aerogenes 500 2000 500 500 500
Proteus vulgaris 500 2000 500 500 1000
Salmonella typhimurium 1000 2000 500 500 500
Klebsiella pneumoniae 1000 4000 1000 125 500
Yersinia enterocolitica 250 1000 250 125 125
Listeria monocytogenes 500 500 250 125 125
Bacilus cereus 500 1000 1000 125 250
Staphylococcus epidermidis 250 500 125 250 250
P. syringae pv. phaseolicola 500 2000 125 125 500
P. syringae pv. tomato 500 125 1000 500 250
P. syringae pv. syringae 125 2000 1000 31.25 1000
X. campestris pv. phaseoli 31.25 1000 500 31.25 1000
Xanthomonas campestris 62.5 62.5 125 31.25 500
Candida albicans ‘ 500 1000 500 500 500

A: Echinophora teunifolia subsp. sibtorphiana bitkisine ait ugucu yag

B: Heracleum sphondylium subsp. fernatum bitkisine ait ugucu yag
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Mikrobroth diliisyon teknigi ile MIK degerleri belirlenmeye ¢aligilan ana
bilesiklerin, mikrotitrasyon petrilerindeki sonuglar1 Sekil 3.8, 3.9 ve 3.10 da
gosterilmistir. Sekillerde goriildiigii gibi mikrotitrasyon petrisinin 12. siitununa,
sadece mikroorganizmalar inokiile edilmis ve inkiibasyon siiresi sonunda
geliserek olusturdugu bulaniklik kontrol olarak kabul edilmistir. “H” satir1 ise
mikroorganizma ile inokiile edilmemis, sadece ugucu yagin seri diliisyonlar
aktarilmigtir. Bu sayede ugucu yagdan kaynaklanabilecek bulanikligin kontrolii
saglanmigtir.

Ugucu yaglara ait ana bilesiklerin, Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus, Fusarium solani ve Sclerotium rolfsii funguslarina karsi, antifungal
aktiviteleri agar difiizyon yontemiyle belirlenmeye ¢ahisilmistir. Deney
sonucunda, bu dort tiir fungusa ait plaklarda maddelere ait ¢ukurcuklarda en
yiiksek konsantrasyon degeri olan 4 mg/ml’de bile herhangi bir inhibisyon zonu

gozlenmemisgtir.

PO 40 0 TR 2
oy F
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Sekil 3.8. Mikrodiliisyon Broth Teknigi ile 5-3-Karen’in Mikrotitrasyon Petrisindeki Gorintimil

Sekil 3.10. Mikrodilﬁsyon Broth Teknigi ile 1-Oktanol’iin Mikrotitrasyon Petrisindeki Goriintimi
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3.3. Salmonella Suslarinin Genotip Kontrollerinin Degerlendirilmesi

Yapilan histidin gereksinimi kontrolii sonucunda, MGA ve HB plaklarina
ekilen bakterilef, histidin bulunmayan MGA plaklarinda tiremezken, histidin
solisyonu ilave dilmis HB plaklarinda iiremislerdir. Boylece kullamlan
bakterilerin halen his™ mutasyonunu tagidiklari anlagilmigtir. UvrB mutasyonu
kontrolii yapilan bakterilerden UV i1s18ina birakilanlarin - Gremedikleri
gozlenmistir. Kullanilan UV dozu, bu mutasyonu tasiyan bakterileri oldiirecek
seviyededir ve ‘ DNA tamir mekanizmalarini engellemistir. Rfa mutasyon
kontroliinde ise bakterilerin iizerine yerlestirilen Kristal viyole diski etrafinda
tiremenin inhibe oldugu bir zon meydana gelmistir. Bu zonun olusmasi1 bakteri
hiicre duvarlarimin gegirgenliginin artirilmis olmasmdan dolayr Kristal viyoleyi
hiicre i¢ine alarak 6lmeleriyle agiklanmaktadir. Ampisiline direnglilikte ise i¢inde
belirli miktarda ampisilin soliisyonu bulunan besiyerine (HBA) ekilen bakterilerin
inkiibasyon sonunda tireme gosterdikleri yani halen eklenen plazmidi tagidiklari

anlagilmigtir.
3.4. Sitotoksik Dozun Belirlenmesi

Sitotoksik dozun belirlenmesinde secilen ii¢ doz i¢in maddeler, hic madde
eklenmeyen kontrol petrileriyle karsilastiriimistir. Kontrol petrisinde gelisen
koloni sayisinin yaris1 ya da daha az sayida koloni sayilan plaklara ait dozlarin
sitotoksik olduklar1 belirlenmistir. Denemeler iki farkli zamanda ti¢ paralel olacak
sekilde yap11m1§t1r. Deneylerin sonucunda, Echinophora teunifolia subsp.
sibtorphiana bitkisine ait ugucu yagin 1100 pg/ml’lik dozunun sitotoksik oldugu
belirlenmis ve deneyde 1000, 900 ve 800 pg/ml’lik ardigik ti¢ doz kullanilmistir.
Heracleum sphondylium subsp. ternatum bitkisine ait ugucu yagm ise 500 pg/ml
de sitotoksik oldugu belirlenmis ve deneyde 400, 200 ve 100 pg/ml’lik dozlar

kullanilmigtar.
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3.5. S9’lu ve S9’suz Mutajenite Deneylerinin Sonuglar:

Deneyler her iki sus i¢in S9 mikrozomal fraksiyon yoklugunda ve
varliginda olmak iizere iki asamada gergeklestirilmistir. Echinophora teunifolia
subsp. sibtorphiana ugucu yaginin sitotoksik olmadiklar: belirlenen 1000, 900 ve
800 pg/ml dozlarﬁ ile Heracleum sphondylium subsp. ternatum ugucu yagiin 400,
200 ve 100 pg/ml lik konsantrasyonlar1 TA98 ve TA100 suslarina kars: denenmis
ve sonuglar standart hatalar ile birlikte ortalamalan alinarak istatistiksel agidan
Student-t testi ile, ¢oziicli kontrolii olan DMSO sonuglariyla karsilastirilarak
degerlendirilmistir. TA98 igin olan sonuglar Cizelge 3.6. da, TA100 i¢in olan
sonuglar ise Cizelge 3.7. de verilmigstir. Cizelgelerde, test maddelerinin her doz
icin revertant kdloni sayilarinin ortalamalar1 “ortalama+standart hata” seklinde
gosterilmigtir. Her deneyde paralel olarak spontan revertant kontrol, ¢oziicii
kontrolii ve pozitif kontroller yapilmigtir.

Cizelge 3.6 ve 3.7°de gorildugi gibi Echinophora teunifolia subsp.
sibtorphiana ugucu yaginin S9’suz deneylerinin sonucunda TA98 susu i¢in 1000
pg/ml (P<0.05) ve 900 pg/ml (P<0.001) konsantrasyonlarinda anlamli degerler
elde edilirken, S9 (+) deneylerinin sonucunda ise 1000 pg/ml (P<0.001), 900
pg/ml (P<0.001) ve 800 pg/ml (P<0.01) konsantrasyonlarinda anlamli sonuglar
elde edilmistir. Bu ugucu yagin TA 100 susu icin S9’suz deney sonuglarinda 1000
pg/ml’lik konsantrasyonlarinda anlamlh degerler (P<0.01) elde edilmigtir. 900 ve
800 pg/ml’lik konsantrasyonlarda ise revertant koloni sayilar1 DMSO koloni
sayilarindan diigiikk c¢ikmigtir. Aym1 ugucu yagin TA100 igin S9(+) deney
sonucunda 1000; 900 ve 800 pg/ml’lik dozlarinda (sirasiyla P<0.05, P<0.05,
P<0.001) anlamh sonuglar elde edilmigtir. TA 98 susu i¢in S9’suz deneyde
spontan reveﬂaﬂt koloni sayis1i DMSO kontrol revertant koloni sayilarindan
yiiksek glkarkeh, S9(+)’lu deneyde DMSO kontrolii revertant kolonilerin

sayisinda spontan kontrol koloni sayisina gore artis gézlenmistir.
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Cizelge 3.6. Test edilen ugucu yaglarm gesitli dozlarda TA 98 ile verdikleri revertant koloni

sayilart
Revertant Koloni Sayist (TA98
Test Bilesikleri Uygulanan Doz yisi )
(ng/ml) 89 () S9 (1)
1000 48.834+6.64 * 196.16+6.32 ***
E. teunifolia subsp.
900 60.66+6.98 *** 246.16:15.93 ***
sibtorphiana (A)
800 28.66=8.30 248.66+40.95 ***
400 32.16£5.67 119.16+20.24
H_sphondylium subsp.
. 200 51.16£5.15 *** 171.50+£21.22 *
ternatum (B) |
100 25.0+£3.20 194.66+15.51 ***
Spontan Kontrolii - 34.50+3.80 36.0+5.46
DMSO Kontrolii 100 pl/plak 20.16x1.70 53.33+£5.35
NPD 1000 pg/plak 1119.50+45.27 1239.66+34.08

4-Nitro-o-Fenilendiamine (NPD) S9’lu ve S9’suz deneylerde TA98 susu i¢in pozitif kontrol olarak
kullanilirken, DMSO ¢6ziicii kontrolii olarak kullamlmistir. Her doz, ii¢ paralel plak olarak test

edilmis ve sonuglarm ortalamalar1 alinarak (ortst.h.) tabloya kaydedilmistir. (***: P<0.001, **:

P<0.01, *: P<0.05)

Cizelge 3.7. Test edilen ugucu yaglarin ¢esitli dozlarda TA 100 ile verdikleri revertant koloni

sayilar
Revertant Koloni Sayis1 (TA100)
Test Bilesikleri Uygulanan Doz
‘ (pg/ml) S9 () S9 (+)
1000 132.16+5.47 ** 288.33+£13.0 *
E. teunifolia subsp.
900 83.33+3.48 326.16+17.01 *
sibtorphiana (A)
800 75.16+£2.22 348.16:12.60 ***
400 94.00+4.71 141.16+16.85
H. sphondylium subsp.
200 91.33+8.63 244.83+2321 *
ternatum (B)
‘ 100 113.0+4.28 ** 133.83+9.98
Spontan Kontroli - 140.33+16.50 199.66+4.30
DMSO Kontrolii 100 pl/plak 96.16+2.34 146.33+£29.40
NPD 1000 ug/plak 1088.0+64.66 -
2AF 1000 pg/plak - 1047+16.80

4-Nitro-o-Fenilendiamine (NPD) S9’suz deneyde, 2-Aminofloren (2AF) S9’lu deneyde TA100
susu igin pozitif kontrol olarak kullanilirken, DMSO ¢éziicii kontrolii olarak kullanilmigtir. Her

doz, ii¢ paralel plak olarak test edilmis ve sonuglarin ortalamalar1 alinarak (ort+st.h.) tabloya

kaydedilmistir. (***: P<0.001, **: P<0.01, *: P<0.05)
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Diger ugucu yag olan Heracleum sphondylium subsp. ternatum ugucu
yagimin TA 98 éusu icin S9’suz deneylerinde 200 pg/ml dozda anlamli sonug
(P<0.001) elde edilirken, S9(+) deneyleri sonucunda 200 (P<0.05) ve 100 pg/ml
(P<0.001) dozlaflnda anlamli sonuglar elde edilmistir. Heracleum sphondylium
subsp. ternatum ugucu yagimin TA 100 susu igin S9’suz deneylerinde 100 pg/ml
konsantrasyonda' anlamli sonu¢ (P<0.05) gézlenirken, S9(+) deneyinde ise 200
pg/ml dozda anlamli sonug (P<0.05) elde edilmistir. Diger dozlarda mutajenik bir
etkiye rastlanmamlstlr. S9 (-) ve S9 (+) deney sonuglarinin her ikisinde de DMSO
kontrol revertant kolonilerinin sayis1 spontan kolonilerin sayisindan fazla
cikmistir. TA 98 susu icin pozitif kontrol olarak kullanilan 4-Nitro-o-
Fenilendiamin (NPD) plaklarinda revertant koloni sayilari, DMSO kullanilan
¢oziicii kontrolii revertant koloni sayilarindan oldukga yiiksek ¢ikmigtir. TA 100
icin kullanilan 2Aminofloren (2AF) ve NPD revertant sayilarn DMSO kontrol
revertant koloni sayilarindan da hayli yiiksek bulunmustur (Cizelge 3.7.).
Deneylerde inkiibasyon sonunda, Maron ve ark.[37] bildirdigi bakteri halis:

iizerindeki tipik revertant koloni gériintimii tiim plaklarda elde edilmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Ucgucu yaglar ve bilesenleri, tedavi edici o6zellikleri yaninda, sahip
olduklar: sitotoksik aktiviteleri ve bitki patojeni fungus ve zararli boceklere karsi
olan toksik etkilerinden dolayi, uzun yillardan beri biyolojik ajanlar olarak
kullanilmaktadir. Ucucu yaglar, sahip olduklar1 antibakteriyel ve antifungal
ozelliklerinden dolayr da, ¢esitli gidalarm saklanmasi ve depolanmasi
asamalarinda koruyucu gorevini iistlenmektedirler. Bununla birlikte ugucu
yaglarin, karma:g;lk ve degisken bir kimyasal yapiya sahip olmalar1 ve kullanilan
antimikrobiyal test metotlarinin spesifik olmamasindan dolayi, antimikrobiyal
ozelliklerine gore siniflandirilmasi ¢ok giigtiir. Bu olumsuzluklara ragmen, ugucu
yaglar biyolojik éktiviteleri bakimindan arastirilmasi gereken ¢ok 6nemli organik
bilesiklerdir [23].

Bir¢ok bitkiye ait ugucu yagmn antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir. Ashnda, bitkilerin bu 6zelliklerinin dogal ortamlarinda devamli
etkilesim halinde bulunduklar: bitki patojenlerine kars1 gelistirdikleri kimyasal bir
korunma mekanizmasindan ileri geldigi diistiniilmektedir. Ornegin herbivorlar
tarafindan bitkilerde meydana getirilen kesik ve yaralarin etrafinda, firsatci
patojen mikroorganizmalar yerlerini alirken, meydana gelen yaralanma ile ugucu
yaglanin da icinde bulundugu bezler pargalanmaktadir. Agiga ¢ikan bu
bilesiklerin, yajramn etrafim1 sardigy ve sahip oldugu antimikrobiyal aktivite
sayesinde firsat¢1 patojen mikroorganizmalarin gelismesini engelleyerek bitkiyi
korudugu saptanmustir. Birgok aromatik ve tibbi bitkinin, ¢ok sik rastlanilan bitki
hastaliklarina kars1 kendini koruyabildigi bildirilmistir [41]. Patojen fungusa ait
bir spor, bitkiriin yiizeyine geldiginde ilk olarak mikro-iklim kosullariyla
karsilagmaktadir. Sicaklik, nem, 151k gibi kosullar uygun ise spor ¢imlenmekte ve
bu asamadan sonra biiylimeye ve hiicrelerinin sayisini arttirmaya baglamaktadir.
Tam bu etapta, fungus sporlar1 bitkinin savunma mekanizmasiyla kars1 karsiya
gelmektedir. Bu savunma mekanizmasinin itk kismu, eger bitkide herhangi bir
yaralanma yoksé kalin kutikula tabakasidir. Bu tabaka bitkiyi mekanik olarak
korumaktadir. Diger mekanizma ise bitki tarafindan salinan eksudasyon

stvilaridir. Eksudatlar sporun ¢imlenmesini ve gelismesini engellemektedir. Bu
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savunma mekarﬁzmam antifungal bilesikler igermektedir ve “Preinfeksiyonal
Metabolitler” olarak isinﬂendirilmektedir. Bu maddeler fungus sporlarimi ortadan
kaldirmasalar bile, gelisimini ve bitki dokularina penetrasyonunu biiyiik oranda
geciktirmekte VC‘ engellemektedirler [42]. Ugucu yaglarin bu mikroorganizmalarin
gelisimini hangi mekanizmalarla engellediginin belirlenmesi igin yapilan
caligmalarda, ugucu yaglarin sahip olduklar1 hidrofobik yapidan dolayi, ilk
hedeflerinin hiicre membranlar1 oldugu, lipofilik yapilarindan dolay:r da
mikroorganizmalarin hiicre membranlarinda biriktikleri ve hiicrenin gecirgenligini
arttirdiklari belirlenmigtir. Boylece hiicre membranlarindaki enzimatik
reaksiyonlarin inhibe oldugu ve metabolitlerin hiicreden disar1 anormal sekilde
salindig1 bildirilmistir [43, 44].

Cahsmarfnzda da bitkilerin yetisme veya hasat sonrasi asamalarinda,
hastaliklara neden olan ve diinya ¢apinda yilda % 20 oraminda {iriin kaybina neden
olduklan bildirilen [20] bitki patojeni bazi bakteri ve funguslara kargi gesitli
bitkilere ait ugucu yaglar test edilmistir. Echinophora teunifolia subsp.
sibtorphiana bitkisinden elde edilen ugucu yagm, 31.25 ve 62.5 pg/ml lik
konsantrasyonlaﬁ bitki yapraklarinda enfeksiyonlara neden olan [45]
Xanthomonas campestris pv. phaseoli ve X. campestris bakterilerine kargi giiclii
antibakteriyel aktivite gostermistir. Heracleum sphondylium subsp. ternatum
bitkisine ait ucucu yagin ise X. campestris pv. phaseoli, X. campestris ve 6zellikle
fasulye bitkisinde kahverengi leke hastalifina neden olan [46] Pseudomonas
syringae pv. syringae bakterilerinin iiremelerini, 31.25 pg/ml lik konsantrasyonda
inhibe ettigi belirlenmigtir. Ayrica kullanilan Ferulago tiirlerine ait ugucu yaglar
da bu patojenlere karsi 250 pg/ml den 31.25 pg/ml ye kadar degisen
konsantrasyonlarda antibakteriyel etki gostermislerdir. Angelica sylvestris var.
sylvestris’in ugucu yag1 da Xanthomonas campestris’e kars1 31.25 pg/ml lik
konsantrasyonda etki gostermistir (Cizelge 3.1.). Benzer olarak yapilan bir
calismada, Thymbria spicata var. spicata bitkisine ait ugucu yagm, ugucu
fazdayken sahip bldugu antimikrobiyal etkisini, aralarinda Pseudomonas syringae
pv. syringae bakterisinin de bulundugu bir grup bitki patojeni bakteriye karst

incelenmis, ugucu yagin Pseudomonas syringae pv. syringae Ve Erwinia
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caratovora pv. caratovora haricindeki tiim bitki patojeni bakterilere kars1 kuvvetli
antibakteriyel etki g6sterdigi bildirilmistir [34].

Test ettigimiz ugucu yaglar, 4 mg/ml gibi ytiksek bir konsantrasyonda bile
ozellikle bitkilefin kok ve govdelerinde ¢iiriiklere neden oldugu bildirilen [45]
bitki patojenleri Fusarium solani ve Sclerotium rolfsii funguslarina kars1 etkili
olamamuglar, ayn1 sekilde insanlarda akciger ve solunum yollarinda nekrozlara
neden olduklar gibi, bitkilerde de cesitli ¢lriiklere neden olan [47] Aspergillus
flavus ve A. parasiticus funguslarina karsi da herhangi bir antifungal etki
gostermemislerdir. Yapilan bir calismada ticari olarak satin aliman Coriandrum
sativum bitkisiné ait ugucu yagin tiip diliisyon metodu kullanilarak antifungal
etkisi aragtinlmis, ¢alismamizin sonuglarindan farkli olarak C. sativum ugucu
yagimin 200 pg/ml’lik konsantrasyonda A. flavus’un radial gelisimini %22.7
oraninda indirgedigi ve antifungal bir etkinin goriildigu bildirilmistir [48]. Benzer
funguslarin kullanlldlgl bir ¢alismada Chrysanthemum coronarium bitkisine ait
ugucu yagin petfi basina 20 pl’lik miktarlarinin Aspergillus flavus ve Fusarium
solani funguslarinin gelisimlerini sirasiyla %82.6 ve %25.9 lik oranlarda inhibe
ettigi bildirilmigtir [49]. Tiirkiisay ve ark. [50] Ege Bolgesine ait baz1 bitkilerden
elde ettikleri eksfrelerin, Alternaria alternata, A. solani, B. cinerea ve Drechslera
sorokiniana’ya kars1 olan antifungal aktivitelerini arastrmus ve Hedera helix,
Ficus carica ve Avena sativa bitkilerine ait ekstrelerin kullanilan bitki patojeni
funguslarin spofulasyon yogunlugunu %12 ile 82 arasinda engelledigini
bildirmislerdir [50]. Calismalarda farkli sonuglarin ortaya ¢ikmasinin en biiyiik
nedeni kullanilan antimikrobiyal test metotlarimin farkli olmasi olabilir.
Kullandigimiz agar difiizyon yontemiyle fungusun gelisiminin tamamen inhibe
oldugu alanlar belirlenmekte, ancak diger ¢aligmada kullamlan yéntemde ugucu
yagin, test fungusunun gelisim oranimi ne oranda indirgedigi belirlenmektedir.
Ayrnica kullanilan ugucu yaglarin kaynaklarimn yani, tiirleri aym olsa bile elde
edildikleri bitkilerin farkli olmasindan dolayi, gosterdikleri antimikrobiyal etkinin
de farkli olmasi muhtemeldir [15].

Calismamizda kullanilan ugucu yaglar Candida albicans’a kars1 250 ile
2000 pg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda etkili olarak orta derecede bir

| antimikrobiyal etki g6stermistir.
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Yapilan bir calismada ¢esitli ugucu yaglarin farkli konsantrasyonlari, agar
diliisyon yontemiyle Candida albicans’a karst denenmis, Coriandrum sativum
ucucu yaginin %0.25°lik (v/v) konsantrasyonda etkili oldugu bildirilmistir [51].
Aym aragtiricilarin yaptig: bir diger calismada Foeniculum vulgare ugucu yaginin
C. albicans’a kars1 %0.5’1ik (v/v) konsantrasyonda etkili oldugu saptanmugtir [2].
Calismamizda bu iki bitkiye ait ugucu yagin C. albicans’a karsi 500 pg/ml
konsantrasyonda etkili oldugu belirlenmistir. Jannsen ve ark. [52] yaptiklar1 bir
calismada da Coriandrum sativum ve Foeniculum vulgare ugucu yaglarin saf
halde uygulandigr disk difiizyon yontemiyle C. albicans’a olan etkileri
aragtirilmus, Coriandrum sativum ugucu yagmn 11 mm, Foeniculum vulgare
ugucu yagimn ise 7 mm ¢apinda inhibisyon zonu olugturdugu gézlenmistir. Ayni
calismada Heracleum persicum ugucu yagimin 17 mm capindaki inhibisyon
zonuyla, C. albicans’a karsi kuvvetli bir etki gosterdigi belirlenirken,
(;ahsmamam1zda§ ise H. persicum ugucu yaginin 500 pg/ml konsantrasyonda C.
albicans’a karsi etkili oldugu bulunmustur [52]. Bu ¢alismalarin bizim
calismamizin sohuglarlyla tam olarak karsilagtirilmasi kullanilan yéntemlerdeki
farkliliklardan dolay1 giiglesmektedir. Farkli sonuglar daha 6nce de bahsedildigi
-gibi, ugucu yaglarin farkli kaynaklardan saglanmus olmalarn ya da kullanilan
Candida albicans kiiltiirlerinin farkli suglar olmasindan kaynaklanabilir.

Callsmarﬁlzda kullamlan ugucu yaglar bitki patojenleri disindaki
mikroorganizmalara (Cizelge 2.2) kars1 dikkat cekici bir antimikrobiyal aktivite
gostermemigtir. Kullamlan ugucu yaglarin, E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, E.
aerogenes, P. vitlgaris, S. typhimurium, K. pneumoniae, Y. enterocolitica, L.
monocytogenes, B. cereus ve S. epidermidis’e kars1t 250-2000 pg/ml arasindaki
konsantrasyonlan etkili olurken, dikkat gekici olarak S. auwreus ve P.
aeruginosa’ya Kkars1 Coriandrum sativum (Kisnig) ugucu yagimin 62.5 pg/ml’lik
konsantrasyonunun etkili oldugu bulunmustur. Standart bir antibakteriyel ajan
olan kloramfenikol’iin de Pseudomonas aeruginosa’ya kars1 62.5 ng/ml de etkili
oldugu gozlenmistir. Heracleum sphondylium subsp. ternatum ugucu yaginin ise
K. pneumoniae , Y. enterocolitica, L. monocytogenes ve B. cereus’ a karsi 125
pg/ml konsantrasyonda etki gosterdigi saptanirken, L. monocytogenes ‘e karsi 62.5

pg/ml konsantraéyonu ile en gii¢li etkiyi Ferulago trachycarpa ugucu yaginin
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gosterdigi belirlenmistir. Echinophora teunifolia subsp. sibtorphiana ugucu
yaginin ise en gucli etkiyi bitki patojeni bakterilere gosterdigi, diger
mikroorganizmalara kars1 ise 250-1000 pg/ml arasindaki konsantrasyonlarda etkili
oldugu bulunmqstur (Cizelge 3.1). Yapilan benzer bir ¢alismada Echinophora
teunifolia subsp. sibtorphiana ugucu yaginin antimikrobiyal aktivitesi cesitli
bakteri ve funguslara karsi test edilmis, ugucu yagm % 0.05 ve 0.1 lik
konsantrasyonlaflnda, B. subtilis, E. aerogenes, E. coli, Salmonella typhi ve S.
aureus bakterilerine karsi, bizim bulgularimizdan farkli olarak, herhangi bir
antibakteriyel etki géstermedigi bildirilmistir [53]. Bu durum arastiricilarin, ugucu
yagin olduk¢a diisik konsantrasyonlarim test etmis olmalarindan
kaynaklanabilecegi gibi, farkli yontemlerin ya da ugucu yaglarin kullanilmasin da
olabilir. Yapilan diger bir calismada Laser trilobum ugucu yaginimn % 0.1 oraninda
B. cereus ve S. typhimurium’u tamamen inhibe ettigi, mayalar ve kiifler {izerine
ise daha az etkili oldugu bildirilmistir [54]. Bu ¢alisma sonuglarina paralel olarak
calismamizda L.:trilobum’a ait ugucu yag, B. cereus ve S. typhimurium’a karsi
500 pg/ml konsantrasyonda etkili olurken kullanilan funguslara karg1 herhangi bir
etki gostermemistir.

Yapilan bir diger calismada, Umbelliferac familyasina ait Angelica
archangelica, Coriandrum sativum, Cuminum cyminum, Foeniculum vulgare,
Heracleum persicum, Petroselinum sativum, Pimpinella anisum bitkilerine ait
ugucu yaglarm antimikrobiyal etkileri agar difiizyon teknigi kullanilarak, E.coli,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus
bakterilerine kars: denenmis, bunlardan C. sativum ugucu yag1 bu bakterilere karsi
sirasiyla 10.0, 9.0, 7.3 ve 11.3 mm’lik inhibisyon zonlar1 olusturarak etki
gostermistir. F. vulgare bitkisine ait ugucu yagin ise 10.3 mm inhibisyon zonuyla
S. aureus’a karst etki gosterdigi, Bacillus cereus’a karsi ise gostermedigi
bildirilmistir [52]. Bu sonuglara paralel olarak ¢aliymamizda da kullandigimiz F.
vulgare ugucu yag1 S. aureus’a kargt 500 pg/ml konsantrasyonda etki gosterirken,
B. cereus’a karél ise daha yiiksek bir konsantrasyonda, 2000 pg/ml’de etkili
olmustur. Hammer ve arkadaglarinin gesitli familyalara ait bitkilerin ugucu
yaglariyla yapt11%lm1 bir ¢alismada, Umbelliferae familyasmna ait Coriandrum

sativum, Foeniculum vulgare ve Pimpinella anisum bitkilerinin ugucu yaglarinin
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Acinetobacter baumanii, Aeromonas sobria, Enterococcus faecalis, E. coli,
Klebsiella pneulhoniae, P. aeruginosa, S. typhimurium, Serratia marcescens ve S.
aureus’a kargi olan antimikrobiyal etkilerini MIK degerlerleriyle birlikte
bélirlemislerdir. Buna gore Coriandrum sativum ugucu yagmn 0.25, 0.5, 2.0, 1.0
ve 0.25°lik (%v/v) konsantrasyonlar1 swrasiyla E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, S. typhimurium ve S. aureus bakterilerinin iliremelerini inhibe
ederken, Foeniculum vulgare ugucu yagimn ise aym mikroorganizmalarin
tiremelerini, 51ra51yla 0.5, 2.0, 2.0, 1.0 ve 0.25 (%vV/v) konsantrasyonlarda inhibe
ettigi bildirilmistir [2]. Calismamizdaki sonuglarla karsilastinldiginda Foeniculum
vulgare ugucu yag1 S. aureus’a kars1 500 pg/ml konsantrasyonda etki gosterirken,
E. coli, K pneﬁmoniae, P. aeruginosa, S. typhimurium’a karst 1000 pg/ml
konsantrasyonda etki gosterdigi saptanmustir. Coriandrum sativum ugucu yaginin
ise S. aureus’a kars1 62.5 ug/ml konsantrasyonda etki gosterdigi, K. pneumoniae’e
ise 2000 pg/ml konsantrasyonda etkili oldugu belirlenmistir. Sonuglarimizin
benzer ¢alismalarla tam bir uyum i¢inde olmamasinin nedeni kullamilan ugucu
yaglarin sahip oldugu farkli bilesenler olabilir. Bu farkliliklarin nedenleri;
kullanilan ugucu yaglarin, aym tiir bitkilerden elde edilmis olmasina ragmen,
yetistikleri cograﬁ bolgelerin, bu bolgelere ait iklimsel 6zelliklerin ve toplanma
tarihlerinin farkli olmasidir. Bunun yaninda ugucu yagin farkli yontemlerle elde
edilmesi, bitkinifl kuru ya da yas olmasi, ugucu yagmn eldesinde bitkinin hangi
kisminin kullamldig1 ve bu kismin déviilmiis ya da déviilmemis olmas bile ugucu
yag kompozisyonunda degisikliklere neden olmaktadir [2, 15]. Boylece farkhi
icerige sahip ancak aym isimle amlan ugucu yaglarin birbirinden farkli
antimikrobiyal etk gostermeleri  muhtemel  olmaktadir.  Sonuglarin
ka.rsllastlrllamaniasmm O6nemli nedenlerinden biri de antimikrobiyal aktivitenin
aragtinlmasinda kullamlan tekniklerin tam bir standardizasyona oturtulmayip
arastiricidan aragtiriciya degismesidir [2, 14, 15, 20, 23].

Calismamizda da antimikrobiyal etkilerin belirlenmesinde genel olarak
diger ¢alismalarda da kullanilan agar difiizyon ve broth diliisyon yontemlerine yer
verilmigtir. Bu ‘tekniklerin birbirlerine gore bazi avantaj ve dezavantajlar
bulunmaktadir. Bunlardan disk difiizyon teknigi ilk olarak bakteriler igin

gelistirilmis olup sonradan filamentli funguslar i¢in modifiye edilerek
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kullanilmaya baglamugtir. Bu yéntemin olduk¢a benzeri olan ve kagit diskler
yerine besiyerinde agilan ¢ukurlarin kullanildigy agar difiizyon yénteminin, ugucu
yaglar gibi polér bilesiklerin antimikrobiyal etkilerinin degerlendirilmesinde
olduk¢a kullamgh oldugu bildirilmistir [20]. Bu metot ile agilan ¢ukurlara
aktarilan saf u(;ujcu yag veya ugucu yagin ¢ozeltisinin, kagit disklere emdirildigi
disk difiizyon yontemine gére besiyeri igerisine ¢ok daha iyi difiize olabilmektedir
[14]. Ancak difiizyon yontemlerinde agar igerisine giren ve mikroorganizma ile
etkilesen ugucu yag miktar1 tam olarak bilinememektedir. Ciinkii farkli ucucu
yaglarin besiyerine difiize olma katsayilarinin birbirinden farkli olabilecegi,
dolayisiyla difiize olan maddenin miktar1 degisebilecegi bildirilmigtir [20, 52]. Bu
nedenden dolayr da ugucu yagin minimal inhibisyon konsantrasyon degerinin
belirlenmesinin olduk¢a giic oldugu rapor edilmistir [20]. Buna karsin
kullandigimiz mikrobroth diliisyon yonteminde mikroorganizma ile etkilesen test
maddesi miktari net olarak bellidir. Test maddesinin, hazirlanan stok ¢6zeltisinden
dilisyonlar1 yapilarak diizenli sekilde azalan konsantrasyonlar elde etmek bu
sayede de minimal inhibe edici konsantrasyonu belirlemek miimkiin olmaktadir
[20]. Bu yontemin bir avantaji da ¢ok diisiik miktarlarda test maddesi ile MIK
degeri belirleme imkam saglamasidir. Inkiibasyon sonunda mikroorganizmalarin
gelisimine bagh | olarak olusan bulamikhiga gére degerlendirmenin yapildigi bu
yontemde spektrofotometrik yontemler kullanilarak aktivite tayini yapilabilmekte,
otomatik okuyucularin kullanilmasina olanak saglamaktadir. Ancak bu ydntemin
kullammini kisitlayan bir o6zelligi de vardir. Bu dezavantaj, mikrotitrasyon
plaklarinda ﬁlarhentli funguslarin test edilmesinin olduk¢a gilic olmasidir.
Degerlendirme dsamasmda, filamentli funguslarin bakteriler gibi homojen bir
siispansiyon halinde gelismemesi nedeniyle spektrofotometrik yontemlerle
degerlendirilmesinin miimkiin olmadig: bildirilmistir [20, 14, 55]. Broth diliisyon
yontemlerinin u§ucu yaglara uygulanmasinda bazi sorunlara yol agan bir durum
da, ugucu yaglarin veya onlara ait bilegenlerin siv1 besiyeri veya ¢oziiclisii
icerisinde bozulma ihtimalleridir. Agar difiizyon tekniklerinde ise bdyle bir
durumun 6z konusu olmadigx bildirilmigtir [S5]. Tim bu tekniklerde ugucu
yagin, saf olarak uygulanmadigi durumlarda, genellikle belli bir organik ¢oziiclide

¢oziilmekte ve ugucu yagmn belli konsantrasyonlarda ¢dzeltileri hazirlanmaktadir.
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Calismamizda, organik ¢6ziicii olarak DMSO kullanlmistir. DMSO’nun da bir
takim antimikrobiyal etkilere sahip oldugu Zgoda ve ark. tarafindan bildirilmistir.
Bu aragtiricilarin Mikrobroth dillisyon yontemini kullanilarak yaptiklan bir
calismada, mikrdtitrasyon petrisi kuyucuklarindaki 0.2 ml lik son hacim igerisinde
bulunan %2.5 orémnda DMSO’nun Candida albicans’1n, %5.0 konsantrasyondaki
DMSO’nun  ise P. aeruginosa, §. aureus bakterilerinin gelisimlerini
engellediklerini Belirlemiglerdir [55]. Caliymamizda da ugucu yagin stok ¢ozeltisi
hazirlanirken, ¢oziicli olarak kullandigimiz DMSO %25 oraninda seyreltilmis,
stok ¢ozeltiden distile su ile hazirlanan seri diliisyonlarda DMSO’nun yiizde
miktar1 Zgoda ve ark. bildirdigi seviyenin altina diisiiriilmiistiir. Kontrol olarak
ucucu yaglarin test edildigi her deneyde sadece DMSO’nun oldugu ¢ozeltiler de
test edilmis ve DMSO’nun kullandigimiz mikroorganizmalar iizerinde
antimikrobiyal etkiye sahip olmadig1 gézlenmistir.

Umbellif@rae familyasina ait bitkilerin ugucu yaglarmin biyolojik
aktiviteleri hakkinda gesitli caligmalar mevcuttur [2, 16, 25, 48, 52-54, 56-69]. Bu
calismalar inceléndiklerinde belli tiirler haricinde genel olarak Umbelliferlerin
zay1f antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 bulunmustur. Dikkat c¢ekici
derecede biyolojik aktiviteye sahip olmamalarinin nedeninin, bu familyaya ait
bitkilerin alkoloitler bakimindan ¢ok zengin olmamasindan kaynaklandigi
bildirilmistir. Bu durum Umbelliferlerin halk arasinda ilag olarak kullaniminin da
diger familyalara gére ¢ok yaygin olmamasim agiklamaktadir [11]. Yapilan bir
¢aligmada cesitli tibbi bitkilerin antibakteriyel etkileri agar difiizyon teknigi ile
aragtirllmig, Umbelliferae familyasina ait Pimpinella anisum bitki ekstresinin,
Bacillus cereus, Branhamella catarrhalis, ve Clostridium perfringens’e kars
zayif aktivite géﬁterdigi, E. coli, §. aureus, ve Candida albicans’a kars ise etkisiz
oldugu bildirilmistir [25]. Diger bir ¢alismada da Umbelliferae familyasina ait
Angelica dahurica bitkisinin ekstresi kolon kromatografisi ile fraksiyonlarima
ayrilmis ve eliie édilerek 8 ayn fraksiyon elde edilmistir. Bu fraksiyonlar Bacillus
subtilis ve E. coli’ye karsi denenmis ve 8 maddenin de 62.5 pg/ml den 1mg/ml ye
kadar degisen MIK degerleriyle orta derecede antibakteriyel etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Ekstreye ait fraksiyonlarin, E. coli’ye karsi ise 250-1000 pg/ml
arasinda daha Za}%llf bir antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir [60].
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Ugucu yfag'glar kompleks kanigimlardir ve yapilarinda genel olarak
hidrokarbon yapjlsmdaki monoterpenler, diterpenler ve seskiterpenler ve bunlarin
oksijenli tﬁrevle;i bulunmaktadir. Bunlar arasinda alkoller, aldehitler, esterler,
ketonlar, fenolikzve okside bilesikler de bulunabilmektedir. Bugiin diinya iizerinde
1000 den fazla %monoterpen, 3000 den fazla da seskiterpen yapisinda organik
madde oldugu tahmin edilmektedir [41]. Her yil yeni bilesikler izole ve tayin
edilmekte ancak? bu maddelerin biyolojik aktiviteleri ve etki mekanizmalan tam
olarak bilinmemektedir [43]. Uzerinde ¢alisilan bu bitkilere ait ugucu yaglarin
bilesiminde predominant halde bir ya da birka¢ bilesen ve bunun disinda eser
miktarlarda onlaica madde bulunmaktadir. Bu eser miktardaki bilesenlerin halen
cogunun tanlmlénmadlgl ve ugucu yagin biyolojik aktivitesinden veya ozel
kokusundan bu rﬁaddelerin sorumlu olabilecekleri tahmin edilmektedir [41].

Ca11§mM1zda kullandigimiz ugucu yaglardan Echinophra teunifolia
subsp. sibtorphiana (A) ve Heracleum sphondylium subsp. ternatum (B)
bitkilerine ait ugucu yaglarin 6zellikle bitki patojeni bakterilere karsi giiclii
aktivite gOsterdigi belirlenirken, diger mikroorganizmalara kars1 125-1000 pg/ml
arasindaki konsantrasyonlarda etkili oldugu bulunmugstur. Bu iki ugucu yagn
diger test maddelerine gore dikkat ¢ekici seviyedeki aktivitesi ve Heracleum
sphondylium subsp. ternatum ugucu yaZimn daha Once antimikrobiyal
ozellikleriyle ilgili yapilmig bir ¢aligmaya rastlamamis olmamiz g6z Oniine
alinarak C. albicans, E. coli ve Aspergillus flavus’a kars1 olan aktivitelerinin hangi
bilesenlerin somhlulugunda oldugunun belirlenmesi yoluna gidilmistir. Bunun
icin immersiyon biyootografi teknigi [28] kullamilmistir. Disk difiizyon
yontemiyle de filamentli funguslara etkisiz oldugu belirlenen bu ugucu yaglarin
biyograminda da herhangi bir antifungal etki gozlenmemistir. Diger iki
mikroorganizmadan ise, C. albicans’a ait biyogramda daha net inhibisyon zonlar1
gozlendigi i¢in bu mikroorganizma ¢aligmanin ilerleyen asamalarinda
kullamilmugtir. Hér iki ugucu yaga ait ITK plaklarinda belirgin zonlar olusmus ve
bu zonlardan sorumlu maddeler belirlenmeye ¢aligilmigti. GC/MS sonuglan ve
referans ITK plaklarlnda saf maddelerin Ry degerlerinin karsilastirilmalan ile bu
ana maddelerin Metil Gjenol, 6-3-Karen ve 1-Oktanol olduklar1 belirlenmistir.

Echinophra teunifolia subsp. sibtorphiana ugucu yagina ait iki ana bilesenden,
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Metil 6jenol ve o-3-Karen’in, Heracleum sphondylium subsp. ternatum ugucu
yaginda ise 1-Oktanol’iin E. coli ve C. albicans’a kars1 olan antimikrobiyal
aktiviteden sorumlu olduklar1 biyootografi teknigi ile belirlenmistir. Ugucu
yaglara ait bu ii¢ saf maddenin, diger mikroorganizmalara kars1 da antimikrobiyal
aktiviteden sorumlu olup olmadiklarini belirlemek amaciyla, mikrobroth diliisyon
yontemi ile MIK degerleri belitlenmis ve ucucu yaglarla, bunlara ait saf
maddelerin antihlikrobiyal etkileri karsilagtirilmali olarak degerlendirilmisgtir.
Buna gore Echinbphora teunifolia subsp. sibtorphiana ugucu yaginin ana bileseni
olan Metil 6jenql’1'in, S. aureus, P. aeruginosa, E. aerogenes, P. vulgaris, C.
albicans, K. pneitmoniae, Y. enterocolitica ve S. epidermidis’e kars1 ugucu yag ile
genelde aym MiK degerlerine sahip oldugu gézlenmistir (Cizelge 3.5). Bu durum
Metil 6jenol’iin bu mikroorganizmalara karg1 mevcut olan aktiviteden tek sorumlu
olmadigim ancak antimikrobiyal etkide rol oynadigim gostermektedir. Diger ana
bilesen olan 5-3iKaren bu mikroorganizmalara kars1 Metil 6jenolden daha zayif
bir etki gﬁstermistir. Bu saf maddelerden Metil &jenol’iin bir fenol-eter bilesigi
oldugu, /-3-Karen’in ise oksijensiz bir monoterpen oldugu bildirilmistir [70].
Yapilan bir ¢aligmada alkol, keton, aldehit ve fenollerin antimikrobiyal
aktivitesinin, eter, ester ve hidrokarbon monoterpenlere gore daha giiclii oldugu
bildirilmigtir [71]. Calismamizda fenol tiirevi olan Metil 6jenol’lin, oksijensiz bir
monoterpen olaﬁ 0-3-Karen’den daha aktif bir bilesik oldugu belirlenmistir.
Benzer bir ¢caliymada Geraniaceae familyasina ait Pelargonium exstipulatum, P.
odoratissimum \%e P. x fragrans bitkilerinin ugucu yaglarimin antimikrobiyal
etkileri arastlrllnils, GC ve GC/MS sistemi ile P. odoratissimum ve P. X fragrans
bitkilerinin uguc:u yaglarmmda en yiiksek relatif yiizde ile Metil §jenol’iin ana
bilesen oldugu bélirlenmistir. Bu iki bitkiye ait ugucu yagin ve ticari olarak satilan
ve bu familyaya ait geraniol (sardunya) ugucu yagimn, S. aureus, S. epidermidis,
P. vulgaris ve B. cereus’a karg1 olan antimikrobiyal aktivitelerinin birbirine
benzedigi belirlehmistir [68]. Yapilan baska bir calismada Echinophra teunifolia
subsp. sibtorphiana ugucu yagi ile Metil djenol’in, antimikrobiyal aktivitesi
gesitli bakteri ve funguslara karsi test edilmis, olduk¢a diisik olan %0.05
konsantrasyonda,g B. subtilis, E. aerogenes, E. coli, Salmonella typhi ve S. aureus

bakterilerine karsi antibakteriyel etkinin gozlenemedigi bildirilmistir. %00.01
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konsan&asyondéki Metil 6jenol’tin ise kiifler tizerinde zay1if antimikrobiyal etkiye
sahip oldugu bel%irlenrnistir. Echinophora teunifolia subsp. sibtorphiana bitkisinin
baharat formuriun ve ugucu yagimin mayalara karst antimikrobiyal etki
gostermedigi, ancak % 0.1’lik konsantrasyondaki Metil &jenol’lin maya ve
kiiflerde oldukga etkili olduklar bildirilmigtir. Gida katki maddesi olarak sanayide
oldukga sik kullanim alanm1 bulan Metil 6jenol’iin, gidalar diisiik seviyelerde maya
ve kiif kontaminasyonlarina kars1 koruyabilecegi sonucuna varilmstir [53].
Calismamizda Xanthomonas campestris’e karg1 olan antibakteriyel etkiden
diger ana bilegen J-3-Karen’in sorumlu olabilecegi belirlenmistir. S. typhimurium,
S. epidermidis, L. monocytogenes, P. syringae pv. tomato ve P. syringae pv.
phaseolicola bakterilerine karsi ise saf maddeler beklendigi gibi, ugucu yagdan
daha giiclii antijbakteriyel aktivite gostermistir. Deneyde ugucu yag ile saf
maddeler aym miktarlarda uygulanmasina ragmen saf maddelerin, ugucu yag
icerisinde daha dusuk bir diizeyde bulunmalarindan dolayi, ugucu yagin, saf
maddelere gore daha diisiik bir etki gostermesi beklenen bir sonugtur. Ilging
olarak, Echinopﬂm teunifolia subsp. sibtorphiana’ya ait ugucu yag ve bu yaga ait
6-3-Karen ve Metil 6jenol maddeleri, E. coli ye karst, aym MIK degerleriyle etki
gostermiglerdir. Bu sonug, antimikrobiyal etkilerinin ugucu yagdan daha yiiksek
olmasi beklenen saf maddelerin, kompleks karistm halindeki ugucu yagmn E.
coli’ye ‘karsl gosterdigi aktiviteden birebir sorumlu olmayabileceklerini, hatta
ucucu yag bilesenlerinin ¢ok belirgin olmasa da E. coli’ye kars1 sinerjistik bir
etkiye sahip olabileceklerini gostermektedir. B. cereus, P. syringae pv. syringae
ve X. campestris ;pv. phaseoli bakterilerine kargi ise J-3-Karen ve Metil 6jenol’iin
MIK degerlerinin, ugucu yagm MiK degerinden yiiksek oldugu yani daha zayif
bir antimikrobiyél etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu durum, bu iki ana
maddenin, bu bakterilere karsi olan antimikrobiyal etkiden sorumlu olmadigim,
yani ugucu yag igerigindeki relatif ylizde olarak az miktardaki bagka bir maddenin
etkili olabilecegini gostermektedir. Ya da ugucu yagda karisim halde bulunan bu
maddelerin birlikite sinerjistik etki gosterip, daha kuvvetli bir antimikrobiyal etki
gosterdikleri dﬁéﬁnﬁlebilir. Kompleks bir ugucu yag karigiminin, birkag
monoterpenden QIusan basit bir karigima gore patojenlere karsi daha kuvvetli bir

bariyer olusturdugu yapilan c¢aligmalarla kamtlanmustir. Yani iginde hem
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monoterpenlerin: hem de seskiterpenlerin oldugu kompleks bir ugucu yagin
bitkinin savunmasinda patojenlere kars1 daha etkili oldugu bildirilmistir [41].
Cesitli bitkilerin ucucu yaglariyla yapilan bir ¢alismada ugucu yaglar
yamnda, yaglara ait saf bilesiklerin agar difiizyon teknigi ile antimikrobiyal
aktiviteleri aragtirilmus  ve  bu  bilesikler iginde J-3-Karen’in  bazi
mikroorganizmalara kars: etkili oldugu bildirilmistir. Arastirma sonuglarina gore
E. coli, S. aurejus, P. aeruginosa, E. aerogenes, Y. enterocolitica, Klebsiella
preumoniae ve P. vulgaris bakterilerinde sirasiyla, 13.5, 11.3, 10.6, 12.0, 15.4,
11.7 ve 11.1 mm c¢aplarinda inhibisyon zonlar1 gésterdigi bildirilmistir. Sonuglara
gére 5-3-Karen, E. coli ve Y. enterocolitica bakterilerine kars1 en gliclii aktiviteyi
gosterirken, P. aeruginosa, P. vulgaris, K. pneumoniae ve S. aureus’a kars1 diger
bakterilere gore daha zayif aktivite gostermistir [17]. Calismamizdaki sonuglarla
kar§11a$t1r11d1g1nda 0-3-Karen, K. pneumoniae, P. aeruginosa, P. vulgaris’e karst
strastyla 4000, 2000 ve 2000 pg/ml lik yiiksek konsantrasyonlarda zayif aktivite
gosterirken, E. coli ve Y. enterocolitica’ ya karsi 500 ve 1000 pg/ml lik
konsantrasyonlarla diger bakterilere gére daha kuvvetli etki gostermislerdir.
Calismamizda Heracleum sphondylium subsp. ternatum bitkisine ait ugucu
yagiin biyootograﬁ teknigi ile C. albicans’a karsi antimikrobiyal aktiviteden
alifatik bir alkol olan [70] 1-Oktanol’tin sorumlu oldugu belirlenmis ve izole
edilmigtir. Saf halde uygulanan 1-Oktanol’iin, ugucu yagdan, daha giiclii bir etki
gOstermesi beklénirken Cizelge 3.5. de goriildugi gibi E. coli, S. aureus, P.
aeruginosa, E. aerogenes, S. typhimurium, C. albicans, Y. enterocolitica, L.
monocytogenes ve S. epidermidis’e kars1 ait oldugu ugucu yagla aym MIK
degerlerine sahip oldugu belirlenmistir. Bu duruma ugucu yag bilesenleri arasinda
sinergistik bir efki olabilecegi ihtimalini ortaya koymaktadir. 1-Oktanol’tin P.
syringae pv. tomato harig, tiim bakterilere karsi elde edilmis oldugu ugucu yagdan
daha zayif bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Ozellikle
bitki patojenleriﬁe kars1 Heracleum sphondylium subsp. ternatum ugucu yagina
gore ¢cok daha za?ylf antibakteriyel etki gostermistir. Bu durumda, ugucu yagin 1-
Oktanol’e gore ‘olan {istiin aktivitesinin, karnigimdaki diger bir maddeden
kaynaklanabilecegi ya da ucucu yagda kompleks bir karisim halinde bulunan

bilesiklerin sinerjjistik bir etkinin olabilecegini gdstermektedir.
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Sonuglarcjlan da goriildiigh gibi biyootografi teknigi, 6zellikle ugucu yaglar
gibi karlslmlardd aktif bilegenleri ortaya ¢ikarmak i¢in ¢ok kullanigh bir tekniktir.
Ancak ITK plaginda tiim maddeleri birbirinden ayirmak miimkiin degildir.
Uzerinde inhibisyon zonu olusmastyla aktif olarak belirlenen fraksiyon, tek bir
maddeden olusmayabilmekte, iist iiste birka¢ madde bulunabilmektedir. Bu
durumda ITK plégmdan madde izolasyonu ¢ok dikkatli yapilmali, iyi bir ayirim
yapilana kadar degisik ¢oziicii sistemleri denenmeli ve ¢aligma kiitle
spektrometresi (MS) sistemi ile desteklenmelidir [15, 29]. Bunun disinda,
kullanilan immersiyon biyootografi tekniinde, mikroorganizma ile inokiile
edilmis yumusak agar, her ne kadar 1 mm den kalin olmasa da, ITK tizerinde
ayrilan ve gefqekte aktif olan baz1 bilesikler besiyerine iyi difiize
olamadlklarlndan etkisiz gibi goriinebilmektedirler [40].

Biyootografi teknigi kullanilarak yapilan bir ¢alismada Ferula communis
bitkisinin rizomlarlndan elde edilen petrolyum eter ekstresi, B. subtilis
kullanilarak biyéotograﬁ yontemiyle fraksiyonlarma ayrilmis ve aktif spotlar
belirlenmistir. Déha sonra inhibisyon zonlar olusturan fraksiyonlardan 3 ayr aktif
bilesik izole ediﬁmigtir. Biyootografi yontemiyle aktif olduklar1 belirlenen 14-o-
Hydroxycinnamyloxy)-dauc-4,8-diene, Ferulenol ve Ferchromone bilesiklerinin
agar diliisyon jyéintemiyle B. subtilis, S. aureus, Streptococcus durans,
Enterobacter faecalis ve gesitli Mycobacterium tiirlerine karsi antibakteriyel
aktiviteleri belirlenmistir. Ferulenol bilesiginin, 0.63 pg/ml’lik MiK degeriyle B.
subtilis, S. aureus, Streptococcus durans, Enterobacter faecalis’e karsi giicli
antibakteriyel etkiye sahip oldugu bulunmus ve bu maddenin kullanilan
Mycobacterium %tiirlerine karst1 da 1.25 pg/ml’lik MIK degeriyle kuvvetli
antibakteriyel etki gosterdigi bildirilmistir [61].

Yapilan diger bir galismada da Lantana camara bitkisine ait metanol
ekstresinin biyodtograﬁ teknigi kullanilarak, antimikrobiyal aktiviteden sorumlu
bilesigi belirlenmigtir. Biyootografi igin test mikroorganizmas: olarak Bacillus
cereus se¢ilmis ve ekstrenin uygulandigi biyootografi sonuglarina bakildiginda,
lantic aside ait olan fraksiyonda inhibisyon zonu goézlendigi, ve bu ekstrenin

antibakteriyel etkiden sorumlu oldugu bildirilmistir [69].
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Yapilan ‘gallsmalar géz Onine almdiginda, antimikrobiyal aktivitesi
aragtirilacak bir ugucu yagin, 6ncelikle broth diliisyon veya agar difiizyon
yontemleriyle génel olarak antimikrobiyal etkisi hakkinda bilgi sahibi olundugu,
belli bir etkiylei kargilasildiginda ise biyootografi gibi daha spesifik tekniklere
bagvuruldugu gdzlenmistir. Caliymamizda da bu sira takip edilerek Umbelliferae
familyasma ait gesitli bitkilerin antimikrobiyal aktiviteleri bu ti¢ yontemin bir
arada kullanilmastyla arastirilmustir. Calisma sonucunda, kullamlan Umbelliferae
tyelerinin genel olarak bitki patojenlerine karsi, insan patojenlerine gére daha
kuvvetli bir etkiye sahip olduklar1 gézlenmistir. Biyootografi yontemi ile aktif
olduklan belirlénen saf maddelerin tiim mikroorganizmalara kars1 etkileri
denenmis, bunup sonucunda antimikrobiyal aktiviteden kendi baglarina sorumlu
olmadiklar ve ﬁgucu yagdaki diger maddelerin ya da bunlar arasinda olusan
snergistik etkinjn ugucu yagin mevcut aktivitesinden sorumlu olabilecegi
sonucuna var11rﬂ1§t1r. Caligmamizda, 6zellikle baharat olarak kullanildigi rapor
edilen [13, 53] Echinophora teunifolia subsp. sibtorphiana bitkisi ile halk
arasinda ilag¢ olarak kullammlarinin bildirildigi [1] Heracleum sphondylium subsp.
ternatum ugucu yaglarmin antimikrobiyal aktivitesi diginda, farkli biyolojik
aktiviteye sahip olup olmadiklar1 aragtirilmistir. Bilindigi gibi ugucu yaglar ve
bilesenleri kozmetik, gida ve ilag sanayiinde genis olarak kullanilmakta [72] ve bu
maddelerin herhéngi bir ilacin yapiminda kullanilmadan 6nce mutlaka mutajenik
ozelliklerinin arastirilmas: gerektigi, Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan
bildirilmistir [36]. Calismamzda segtigimiz bu iki ugucu yagn, kanserojen
maddelerin %9011 olusturan [36] mutajen 6zellikte maddeler olup olmadiklari,
Ames Salmonella/mutajenite deneyi ile arastirilmistir.

Ames tesfi daha 6nce de bahsedildigi gibi, bir ¢ok kimyasalin mutajenitesi
konusunda kisa siirede sonug veren basit ve in-vitro bir metottur. Ames testi aym
zamanda mutajenite sonuglarina bakilarak, test edilen kimyasalin karsinojenik
etkilerini de onéya koyabilmektedir. Bu test insanlar i¢in gerekli olan yeni
ilaglarin, aragtirilmasinda ve gelistirilmesinde biiyiik rol oynamakta ancak tek
basina yeterli olnflamaktadlr.

Cahsmalmzda test ettigimiz Echinophora teunifolia subsp. sibtorphiana

ugucu yagmin, Cizelge 3.6. ve 3.7. de goriildtigii gibi S9’suz deneyde, TA98 susu
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icin 900 pg/ml’lik dozda yiiksek sayida revertant kolonilere sahip oldugu
gozlenirken, S9(+)’lu kisimda ise 1000, 900 ve 800 pg/ml’lik dozlara ait plaklarin
tiimiinde, test edilen ugucu yagi, kuvvetli mutajen olarak nitelendirebilecegimiz
seviyede (P<0.001) revertant koloni sayist oldugu belirlenmistir. TA98 susunun
¢ergceve kaymasi mutasyonlara duyarligi oldugu bildirilmistir [37]. Bu durum géz
Oniine allndlglnda test ettigimiz ugucu yagin ¢ergeve kaymasi mutasyonlara neden
olan mutajen bir madde olabilecegi soylenebilir. Aym ugucu yagm S9’suz
deneyde TA100 susu icin 1000 pg/mlP’lik dozda, S9(+) deney icinse yine tiim
dozlarda mutajén ozellik gosterebilecek (P<0.001, P<0.05, P<0.05) anlamli
revertant koloni sayilarna sahip olduklar1 goriilmiistiir. TA100 susunun da baz
cifti degisimine ; neden olan yani gen mutasyonlarina duyarli suslar olduklari
bildirilmistir [37]. Buna gore, mutajenik Ozellikler gosteren Echinophora
teunifolia subsp. %sibtorphiana ugucu yaginin gen mutasyonlarina neden olabilecek
bir madde oldugu soylenebilir. Heracleum sphondylium subsp. ternatum ugucu
yag1 ise S9’suz deneyde TA 98 i¢in, 200 pg/ml’lik dozda, S9(+)’lu deneyde ise
100 pg/ml’lik dozda kuvvetli mutajen denebilecek (P<0.001) revertant koloni
sayilar1 gostermistir. TA 100 susu i¢in ise S9’suz deneyde 100 pg/ml de, S9’lu
deneyde 1se 200 pg/ml de (sirasiyla P<0.01, P<0.05) anlamli sonuglar ortaya
koymuglardir. Ugucu yaglarin diger dozlarinda ise TA98 ve TA100 suslarina karsi
herhangi bir mﬁtajenik etki goézlenmemigtir. Calismamizda da Echinophora
teunifolia subsp. sibtorphiana ugucu yagmin ana bileseni olarak belirlenen Metil
Ojenol’iin mutajé:nik etkilerinin arastirildig1 benzer bir ¢alismada, bu maddenin
potansiyel hepatbkarsinojen olan safrol ile aym kimyasal yapida olduklarini ve
metabolik aktivasyondan sonra Metil 6jenol’iin hidroksillenmis veya siilfatlanmisg
gruplar halinde  memeli viicudundan atildigir bildirilmistir. Metil &6jenol’iin
karsinojenik pot%msiyele sahip bir madde oldugu ve metabolik aktivasyondan
sonra DNA’da #marlma yol agabilecek, potansiyel bir tiimér indiikleyici ajan
oldugu bildirilmzistir [73].Yapilan benzer bir ¢aligmada, bu maddenin degisik
dozlarda erkek \jfe disi farelere enjekte edildigi ve 14 hafta sonunda farelerde
hipoproteinemia ve hipoalbiiminemia tablolar1 olustugu rapor edilmistir [74].
Yine benzer bir calismada, Metil 6jenol ve Safrol’iin disi ve erkek fareler

uygulandigi, dehey sonucunda bu maddelerin fareler iizerinde sitotoksik ve

S e
B ,v-_r--v«"ng



81

genotoksik etkilere sahip olduklart belirlenmis ayrica Metil &jenol’iin
biyoaktivasyonﬁ sonucu olusan formlarinin 6zellikle genotoksik etkileri oldugu
belirlenmistir [75]. Tim bu aragtirma sonuglari, ¢alismamizda da Metil 6jenol
bulunan Echinophora teunifolia subsp. sibtorphiana ugucu yaginin Ames testi ile
mutajen 6zellikler gbstermesini desteklemektedir. Calismamizda kullandigimiz
diger bir bitki olan Heracleum sphondylium subsp. ternatum’a ait ugucu yagmn da
bulgularimiza gére mutajenik bir potansiyele sahip olabilecegi tahmin edilmekte,
ancak daha 6ncez bu bitkiye ait ugucu yagin mutajenik etkileriyle ilgili bir ¢alisma
bulunmadigindan, elde ettigimiz sonuglar bu bitkiye ait ugucu yagin mutajen
oldugunu sﬁylerhek icin yetersiz kalmaktadir. Sadece Ames testi ile degil, farkli
genotipik ozellikler tagiyan test suslari ile ya da farkli test yontemleri
kullanildiktan sonra bu bitki hakkinda genel bir sonuca varilabilir.

Cahgmanﬁzda baharat ve ila¢ olarak kullanildiklar bilinen iki bitkiye ait
ucucu yag, Ames testi ile incelenmigstir. Benzer olarak, ilag ve gida olarak ¢ok sik
kullanilan c¢esitli bitkiler ve bunlara ait ugucu yaglar ya da ugucu yaglara ait
bilesenler, cesitli arastiricilar tarafindan Ames testi kullanilarak incelenmis ve bu
bitkisel maddelerin halk arasinda veya modern ilaglarda kullanmilmadan 6nce
mutajenik 6zelliklerinin belirlenmesindeki 6nem vurgulanmastir [44, 76-80].
Hindistan’da haIk arasinda sik¢a kullanilan bazi bitki ve bunlardan elde edilen
tirtinlerin mutajenik etkilerinin aragtinldigy bir ¢alismada, halk arasindaki
isimleriyle “kesaii tozu, kalamus yag ve hurma agacindan elde edilen bir igkinin,
oldukga kuvvetli mutagenik etki gosterdigi, hurma ugucu yaginn, piring rakisi ve
sanimsak yagimn ise zayif mutajenik etkilere sahip olduklan bildirilmistir [76].
Cesitli familyalafa ait bitkilerin ugucu yaglariyla yapilan bir ¢alismada Anethum
graviolens ve A sowa bitki ekstrelerinin TA98 ve TA100 suslarina kars:
mutajenik etkiler gosterdigi bildirilmistir [79]. Yapilan baska bir c¢alismada
bitkisel kaynakhi (-) kamfor, 1,8-sineol, sitral, sitronellal, (-)-mentol ve terpineol
maddeleri Salmonella/mikrozom deneyi ile test edilmis, terpineol diginda hi¢bir
monoterpenin mutajenik etki gdstermedigi belirlenmistir. Terpineol maddesinin
ise yalmzca TA102 susu kullamildiginda zayif bir mutajenlik gosterdigi, diger
suslarda mutajenik bir etki gostermedigi bildirilmistir {72]. Bu durum farkh suslar

kullanildiginda aym maddenin farkli mutajen 6zellikler ortaya koydugunu
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gostermektedir. Stammati ve ark. [44] sinnamaldehit, karvon, timol, karvakrol ve
trans-2-hekzanal}’in mutajenik etkilerini ¢esitli kisa siireli deneylerle arastirmiglar,
Ames testinin $9’Iu kisminda karvakrol ve timol’in revertant sayisiu 1.5 ila 1.7
kat arttirdigim ;bildirmislerdir. Yapilan bir diger calisgmada fareler {izerinde
karsinojen 6zellik gosteren estragole isimli bitkisel bir maddenin yapilan Ames
testinde mutaj enik olmadig: bildirilmigtir [75].

Calismamizda, E. teunifolia subsp. sibtorphiana ugucu yaginin giiclii, H.
sphondylium subsp. ternatum ugucu yaginin ise zayif mutejenik 6zellige sahip
maddeler olabiiecekleri, Ames testi kullamilarak belirlenmistir. Ozellikle
Echinophora teunifolia subsp. sibtorphiana ugucu = yagimm metabolik
aktivasyondan sonra daha gicli mutajenik etkiler gosterebilecegi saptanmistir.
Yapilan benzer §a11§malarda bu sonucu destekleyen kanitlar bulunmugtur. Bir ¢ok
prokarsinojen maddenin enzimatik transformasyona ugrayana kadar, inaktif halde
kalabildigi, ancak Ames testinde kullanilan S9 mikrozomal enzim fraksiyonu ile
etkili bir sekilde biyoaktivasyonunun arttif1 bildirilmektedir [81]. Sonuglarimiza
gore test ettigimiz maddeler her ne kadar mutajen gibi goriinseler de, tek bir
deneyle, smrli ozelliklere sahip birka¢ bakteri susuyla yapilan bu deneyin
sonuglar1 daha 6nceden de belirtildigi gibi yeterli olmamaktadir. Ames testi “kisa
zamanl deneyler (short time assays)” olarak adlandirilan mutajen 6zelliklerin kisa
zamanda ortaya ¢ikarildig1 basit bir deneydir [36, 37, 44]. Bu yiizden test edilen
bir maddenin rﬂutajen olup olmadigini kesin olarak séyleyebilmemiz igin, bu
testin disinda farkli genotipik 6zelliklere sahip mikroorganizmalarin kullanildig:
ya da farkli organizmalar iizerinde farkli test yontemlerinin uygulanmasi

gereklidir.
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