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OZET

BAZI SALVIA TURLERININ BIYOKIMYASAL OZELLIiKLERININ
BELIRLENMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
NURDAN AKICI
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. MEHMET DOGAN )
BALIKESIR, OCAK - 2018

Bu c¢alismada, Lamiaceae familyasinda bulunan 3 adet Salvia (Salvia
macrochlamys BOISS. ET KOTSCHY, Salvia huberi HEDGE ve Salvia
kronenburgeii RECH. FIL) cinsi bitkinin toplam fenol ve flavonoid miktari,
antioksidan, antibakteriyel, sitotoksik aktivite ve toplam protein madde miktari
aragtirtlmistir. Toplam fenolik madde miktar1 igin Folin-Ciocalteu, toplam
flavonoid madde miktar1 i¢in Ramful ve arkadaslarinin methodu kullanilmstir.
Antibakteriyel aktivite, disk diflizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir. Bunun
icin gram negatif (E. coli ATCC-8739) ve gram pozitif (Staphylococcus aureus
ATCC-6538) bakterileri kullanilmistir. Sitotoksik aktivite i¢in insan lenfosit
hiicreleri kullanilarak MTS testi ile birlikte tripan mavisi kullanilarak hiicresel
goriintliileme sisteminde (JuLlI) hiicresel yasam sonuclar1 alinmistir.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde en yiiksek antioksidan aktivite, fenol
ve flavonoid igerigine Salvia macrochlamys bitkisinin sahip oldugu belirlenmistir.
En yiiksek antibakteriyel aktiviteyi E. coli ATCC-8739’ye karsi Salvia
macrochlamys ve Salvia kronenburgeii ve S. aureus (ATCC-6538)’a karsi ise
Salvia kronenburgeii gostermistir. Sitotoksik aktivite sonuglarina bakildiginda, en
yiiksek yasamliligin S. kronenburgii ile muamele edilen hiicrelerde oldugu
belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Lamiaceae, antioksidan aktivite, toplam fenol,
flavonoid, antibakteriyel aktivite, sitotoksik aktivite, protein igerigi.



ABSTRACT

DETERMINATION OF BIOCHEMICAL PROPERTIES OF SOME
SALVIA SPECIES
MSC THESIS
NURDAN AKICI
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR: PROF. DR. MEHMET DOGAN )
BALIKESIR, JANUARY 2018

In this study, total phenolic and flavonoid content, antioxidant capacity
antibacterial, cytotoxic activities and also total protein content of three Salvia
species belonging to Lamiaceae family (Salvia macrochlamys BOISS. ET
KOTSCHY, Salvia huberi HEDGE and Salvia kronenburgeii RECH.FIL) were
investigated. Total phenolic content was determined by Folin-ciocalteu method,
total flavonoid content by the method of Ramful et al. and antibacterial activities of
the plant extracts by disc diffusion method using a gram negative (Escherichia coli
ATCC-8739) and a gram positive (Staphylococcus aureus ATCC-6538) bacteria.
Cytotoxic effects of the samples on human lymphoctes were determined by MTS
Assay and and tryphan blue exclusion method performed by live cell imaging
system (JuLl).

When the obtained data were evaluated, it was determined that Salvia
macrochlamys plant had the highest antioxidant activity, phenol and flavonoid
content. Salvia macrochlamys and Salvia kronenburgeii against E. coli ATCC-8739
and Salvia kronenburgeii against S. aureus (ATCC-6538) showed the highest
antibacterial activity. From the cytotoxic activity results, it was determined that the
highest cell viability was in cells treated with S. kronenburgii.

KEYWORDS: Lamiaceae, antioxidant capacity, phenolic content, flavonoids,
antibacterial activity, cytotoxic activity and protein concent.
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1. GIRIS

Tibbi bitkiler ¢ok eski ¢caglardan beri tedavi i¢in kullanilmaktadir. Bu amagla
kullanilan bitkilerden yapilan ilaglar ileri diizeydeki iilkelerde yasayan kirsal
toplumlarin kiiltiir ve geleneklerinde ©nemli bir yere sahiptir. Modern tibbin
giinimiizdeki kadar gelismedigi zamanlarda insanlar tabiatta dogal olarak yetisen
bitkileri kullanmiglardir [1-3]. Ulkemizde de tiim diinya iilkelerinde oldugu gibi tibbi
bitkiler uzun yillardan beri kullanilmaktadir. Bu bitkiler halk arasinda baharat, ilac,
cay, sls esyasi, boya, koku, tat endiistrileri, parfiim, gida katkilari, temizlik iirtinleri
ve kozmetik sanayisi gibi alanlarda kullanilmistir ve bu alanlar daha sonra

genisletilmigtir [4-7].

Bitki kimyasallar1 olarak bilinen ‘fitokimyasallar’, bitkilerde bulunan biyolojik
aktif bilesikler olarak bilinmektedir [8]. Ozellikle Lamiaceae familyasinda gesitlilik
gosteren biyolojik aktif bilesikler olan sekonder metabolitler, bu bitki ailesinin
tizerinde yapilan ¢alismalarin giin gectik¢e artmasini saglamistir. Fenolik maddeler,
en 6nemli sekonder metabolitler arasinda yer almaktadirlar. Fenolik maddeler, dogal
antioksidanlarin en 6nemli gruplarini olustururlar. Bunlar bitkilerin tiim kisimlarinda
goriilen polifenolik bilesiklerdir. En yaygm bitkisel fenolik antioksidanlar
flavonoitler, sinnamik asit tiirevleri, kumarinler, tokoferoller ve fenolik
asitlerdir. Antioksidanlar insan beslenmesinde ve gida teknolojisinde 6nemli rolii olan
bilesiklerdir. Sentetik antioksidanlarin saglik tizerindeki olumsuz etkilerinden dolay1
kullanimlarinin ~ azaltilmasina yonelik egilim, dogal maddelerin antioksidan
ozelliklerinin arastirilmasina  yonelik c¢aligmalarin  artmasina ve popiilarite

kazanmasina neden olmustur.

Ayrica daha 6nce yapilan ve de halen yapilmakta olan ¢aligsmalarin sonucu géz
Oniine alindiginda bu bitkilerin giinliik hayatimizda ¢ok fazla kullanilmasindan dolay1

toksikolojik bir risk etmeni olup olmadiginin arastiriimasini gerekli kilmaktadir [9].



Bu ¢alismada Lamiaceae familyasindan Salvia macrochlamys BOISS. ET
KOTSCHY, Salvia huberi HEDGE ve Salvia kronenburgeii RECH.FIL bitkileri ile
calistlmistir. Tiirlerin toplam fenol, flavonoid madde miktari, antioksidan,

antibakteriyel, sitotoksik aktiviteleri ve toplam protein madde miktar: belirlenmistir.

1.1  Lamiaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasinin diinya tizerinde yayilis gosterdigi
yerler Kuzey Yarimkiire 6zellikle de Akdeniz Bolgesi’dir. Bu familyadaki bitkiler
genel olarak bir, iki ve ¢ok yillik otsu bitkiler veya ¢alilardir [10-11]. Adagayi, kekik,
nane gibi ¢ok sayida yararli bitkiyi igeren kapsamli bir familyadir [12]. Diinyada
Lamiaceae familyasi yaklasik olarak 220 cins ve 4000 civarinda tiire sahip bir
familyadir [13].

Tiirkiye’de bulunan Lamiaceae familyasinda 45 cins, 581 tiir ve 751 takson
bulunmaktadir. Goriildiigii gibi Tiirkiye bu familya i¢in 6nemli bir gen merkezidir.
Lamiaceae familyasmin lilkemizdeki endemizim orani %44,2 olup, iilkemizdeki en

zengin tgiinci familyadir [10,11].

Lamiaceae familyasina ait bitki tiirlerinde govde dort koselidir. Yapraklar
basit veya pargali, dekusat seklinde dizilmistir. Cigekler braktelerin koltugunda, sik
kiimeler halinde, her nodusta vertillastrum durumundadir. Cicekler erdisi,
zigomorfdur. Brakteler ise yapraklardan farkli veya bunlara benzemektedir. Kaliks
bes lobludur, c¢an seklinde ya da tiipsii yapisinda olurlar. Korolla tabanda tiipsii, iistte
iki dudaklidir. Ust dudakta iki lob alt dudakta ise ii¢ lob vardir. Stamen sayis1 dorttiir,
bazen ikisi korelmis, diger ikisi verimli kalmistir. Bu dort stamenden ikisinin flamenti
uzun diger iki tanesinin ise kisadir. Ovaryum ise iki karpelli, dort gozli ve {ist
durumludur, her bir goz oviilliidiir. Stilus ginobazik, stigma ise iki pargalidir. Meyve

dort kuru nuksa ayrilmis, bir sizokarp durumundadir [3,11,14].

Lamiaceae familyasinda bulunan bitkiler ugucu yaglar, aromatik yaglar ve
benzeri sekonder metabolitler acisindan olduk¢a zengin oldugu i¢in bir¢ok alanda
kullamlmaktadir. Ozellikle tip, eczacilik, gida, kozmetik gibi alanlarda
kullanilmaktadir [15,16].



1.2 Salvia Hakkinda Genel Bilgi

Ulkemizde Salvia genusunun 97 tiir, 4 alttiir ve 8 varyetesi vardir. Salvia
tiirlerinin 51 tanesi lilkemizde endemiktir yani bu tiiriin endemizim orani % 52,5 olup
oldukga yiiksektir. Bu tiirlerin Tiirkiye’deki fitocografik olarak bulunduklar1 yerler; 58
tanesi (% 59,7) Iran-Turan, 27 tanesi (%27,8) Akdeniz, 5 tanesi (% 5) Avrupa-Sibirya,
kalan 7 tanesi ise (%7) birden fazla fitocografik bolgede bulunmaktadir [17,18].

1.2.1 Salvia macrochlmays

Salvia macrochlamys BOISS. ET KOTSCHY ¢ok yillik otsu bir bitkidir.
Ulkemizde Giiney Dogu Anadolu Bélgesinde yetisir. 900-2300 m aras1 yayilis
gostermektedir [19]. Sekil 1.1, Salvia macrochlmays BOISS. ET KOTSCHY ’nin

fotografin1 gostermektedir.

Kingdom Plantae

Subkingdom  Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Class Magnoliopsida

Subclass Asteridae

Order Lamiales

Family Lamiaceae

Genus Salvia

Kingdom Salvia macrochlamys BOISS & KOTSCHY [19].



Sekil 1.1: Salvia macrochlamys BOISS & KOTSCHY [20].

1.2.2 Salvia huberi

Salvia huberi HEDGE ¢ok y1llik bir bitkidir. Tirkiye’de yiiksekligi 1100-2200
m arasinda degisen Kuzey Dogu Anadolu Bolgesinde yayilis gostermektedir. Endemik
bir bitkidir [19]. Sekil 1.2, Salvia huberi HEDGE’nin fotografini géstermektedir.

Kingdom Plantae

Subkingdom  Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Class Magnoliopsida

Subclass Asteridae

Order Lamiales

Family Lamiaceae

Genus Salvia

Kingdom Salvia huberi HEDGE [19].



Sekil 1.2: Salvia huberi HEDGE.

1.2.3 Salvia kronenburgeii

Salvia kronenburgeii RECH.FIL., ¢cok yillik endemik bir bitkidir. Tiirkiye’de
Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde 1850-2500 m arasinda yayilis gosterir [19]. Sekil

1.3, Salvia kronenburgeii’nin fotografin1 géstermektedir.

Kingdom Plantae

Subkingdom  Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Class Magnoliopsida

Subclass Asteridae

Order Lamiales

Family Lamiaceae

Genus Salvia

Kingdom Salvia kronenburgeii RECH.FIL [19].



Sekil 1.3: Salvia kronenburgeii RECH. FIL.

1.3  Salvia Tiirlerinin Biyolojik Etkileri ve Halk Arasindaki Kullanim

Alanlan

Ulkemizde Salvia tiirleri halk arasinda farkli isimlerle anilmaktadir; adacayi,
elma calpasi, meryemiye, gevrek salpa gibi isimlendirilmistir. Salvia tiirleri tilkemizde
genel olarak gaz soktiiriicli, midevi, ter kesici ve idrar arttirict olarak kullanilmaktadir
haricen yara iyi edici ve antiseptik olarak da kullanilmaktadirlar [21]. Salvia tiirlerinde
bulunan ikincil metabolitler sayesinde bu tiirlerin farkli biyolojik aktivite 6zellikleri
gosterdikleri goriilmiistii. Omnegin antioksidan, antiproliferatif, antibakteriyel,
antindrodejeneratif, antiinflamator, immiinomodifikasyon, kalp koruyucu gibi etkileri
sayesinde ilag, kozmetik veya gida sanayiinde potansiyel dogal bir kaynak oldugu
diisiiniilebilir [22].

1.4 Antioksidan Molekiiller

Insan yasami icin son derece onemli ve vazgecilmez olan oksijen bazi
durumlarda viicudu farkli bir sekilde etkileyebilmektedir. Normal metabolizma
esnasinda lretilen bazi reaktif oksijen tiirlerinin viicuda yogun bir zarar verme

potansiyeli vardir [23]. Bu reaktif oksijen tiirlerinin biiyiik bir kismin1 olusturan



serbest radikallerdir.  Oksijen tiirevleri normal oksijen molekiilleriyle
karsilastirildiginda kimyasal reaktivitesi daha yiiksek olan oksijen formlaridir [24].
Oksijen tiirevi serbest radikallerin olusmasina neden olan etmenler; canli hiicrelerdeki
oksijen metabolizmasi, ¢evre kirleticileri, radyasyon, pestisitler, cesitli tibbi tedavi
yollar1 ve kontamine sular gibi bir¢ok etmendir. Bu radikallerden bazilar siiperoksit

anyonu (O, hidroksi (OH"), peroksi (ROO") ve alkoksi (RO") radikalleridir [25].

Antioksidanlar, baska bir molekiilin okside olmasin1 durduran veya
yavaslamasini saglayan molekiillerdir [26]. Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik
olmayanlar olarak iki grupta incelenebilir. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)
ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimatik olanlara; mineral (Se, Zn), vitamin (A,

C, Kve E), karotenoitler, polifenoller de enzimatik olmayanlara 6rnek verilebilir [27].

Antioksidanlar bashca dort yolla oksidanlarn etkisiz hale getirirler

1. Siipiirme etkisi (Scavenging): Oksidan molekiiller daha gii¢siiz molekiillere
doniisiir ve etkisiz hale gelirler. Ornek olarak antioksidan enzimler verilebilir.

2. Sondiirme etkisi (Quenching): Oksidan molekiillere bir hidrojen gecmesi ile
pasif durum gelmesidir. Ornek olarak vitaminler ve flavonoidler verilebilir.

3. Zincir reaksiyonlarim kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglabin gibi
molekiillerin oksidanlar1 baglayip pasif duruma getirmesidir.

4. Onarma etkisi (Repair): Hasar gormiis molekiiliin onarilmasidir [28].

Bu caligmada antioksidan aktivite tayin yontemi olarak DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) serbest radikal giderim yontemi kullanilmistir. Kullandigimiz bu
yontemde kararli bir serbest radikal olan DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) ile
hidrojen verici antioksidanlarin reaksiyona ugramast sonucu DPPH’in siipiiriim

aktivitesi sayesinde o— difenil-p—pikrilhidrazil’e doniistirmesi esasina dayanir [29].

14.1 Fenolik Bilesikler

Genellikle fenolik asit ve tiirevleri bitkilerde daginik bir sekilde bulunurlar.
Bitkide ¢ok farkli sekilde etki gosterebilirler. Ornegin meyvenin gelisme ve
olgunlagmasi, ¢imlenme, kuruma, saklama, isleme esnasinda bazi durumlar fenolik

asit sayisini1 farklilagtirabilirler. Bitkide bulunan tohum, meyve veya yaprak kisminin
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koyu renge doniligsmesi veya tadinin acilagsmasinin sebebinin fenolik bilesikler oldugu
diistiniilmektedir [30]. Bitkiler ile ilgili fenolik bilesiklerin modern siniflandirmast;
basit fenolleri, fenolik asitleri, sinnamik asitleri, kumarinleri, izokumarinleri,
lignanlari, flavonoidleri, ligninleri, benzofenonlari, ksantonlari, stilbenleri, kinonlar1

ve betasiyeninleri ihtiva eder [31].

1.4.2 Flavonoidler

Flavonoidler, uzun yillardan beri bitki pigmentleri olarak bilinirler. Bu
bilesiklerin biyolojik aktivitelerine iligkin ¢aligma ilk olarak 1936 yilinda yapilmaistir.
Bu caligmay1 yapan bilim adamlari Rusznyak ve Szent-Gyorgyi’dir [32].

Flavonoidler ile birlikte diger bitki fenollerinde siiperoksit (O-), lipid alkoksil
(RO-) ve peroksil (ROO-), nitrik oksit (NO) radikal temizleme, demir ve bakir
selasyonu, vazodilatatdr, immiinstimiilan, antiallerjik, 0strojenik, antiviral (HSV, HIV,
influenza ve rhinoviriislere karsi) 6zellikleri de mevcuttur [33-38]. Daha onceleri
polifenollerin bitki fizyolojisindeki rolleri ve bitkilerin renk ve lezzet 6zellikleri
tizerindeki etkileri ele alinirken, son zamanlarda saglik tizerindeki etkileri 6zellikle

antioksidan ve radikal yakalama fonksiyonlar1 konusulmaktadir [39-42].

1.5  Antibakteriyel Aktivite

Giiniimiizde bitkiler ve bitkisel ilag hammaddeleri, recete ile satilan ilaglarin %
25’ini olusturmaktadir [44]. Son yillarda artan hastaliklara karst sentetik yapili
ilaglarin yetersiz kalmasi ve yan etkilerinin saptanmasi, dogal iirlinlerin kullanma
zorunlulugunu arttirmistir. Bu amagla bir¢ok bitki mikrobiyolojik ve farmakolojik
yonlerden hatta biyolojik savasin giindemde oldugu son yillarda bitki savunma
mekanizmast  bakimindan da ¢ok yonlii arastirilmaktadir.  Bitkilerin
mikroorganizmalar1 6ldiiriicii ve insan sagligl i¢in 6nemli 6zellikleri 1926 yilindan

beri arastirtlmaktadir [45].



Tablo 1.1: Flavonoidlerin siniflandirilmasi [43].
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1.5.1 Esherichia coli

Enterobacteria familyasina ait olan E. coli gram negatif bir bakteridir. ilk
olarak Theodora Esherich tarafindan kesfedilmistir [46]. Bu bakteri hayvanlar ve
insanlarda dogal olarak bagirsak florasinda bulunan bir bakteridir ve zararsizdir. Ama
insanlara zarar verebilen patojen tiirleri de bulunmaktadir [47]. E. coli, ayni zamanda
¢ok direngli bir bakteridir. 15-45 °C arasinda treyebilmektedir [46].

Sekil 1.4: E.coli [48].

1.5.2 Staphlycoccus aureus

S. aureus, dogadaki ortam sartlarina ¢ok dayanikli oldugu i¢in ¢ok yaygin
olarak bulunur. Bu bakteri insanlarda enfeksiyonlara sebep olabilen bir bakteri tiiriidiir
[49]. Stafilakoklar olarak da adlandirilan bu tiir bakteriler gram pozitif bakterilerdir.
Insanlarda en fazla burun, deri, rektum gibi bélgelerde bulunur [50]. Sekil 1.5,

Staphlycoccus aureus’un fotografini gostermektedir.
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Sekil 1.5: Staphlycoccus aureus [51].

1.6 Hiicre Kiiltiirii ve Sitotoksik Aktivite

Hiicre ve doku kiiltiirlerinin yayginlasmasi ile 6zellikle son yillarda molekiiler
biyoloji ve tip alanlarinda biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir. Bu gelismeler icerisinde,
hastaliklarin epidemiyolojisi, patojenezi, teshis ve tedavi gibi gelismeler vardir [52].
Hiicre kiiltiir testlerinde sadece kullanilan materyalin ilk toksisite reaksiyonlari ile
ilgili veri edinilebilmekte, kullandigimiz materyalin uzun siireli doku temasinda

gerceklestirecegi sitotoksisitesi hakkinda bilgi edilememektedir [53].

Diinya Saglk Orgiitiiniin bitkilerin ilag olarak kullamlabilirligi ile ilgili
belirledigi esaslardan bir tanesi, toksik olmamalar1 olarak belirtilmektedir [54]. Bu

nedenle bitki ile yapilan sitotoksisite ¢alismalar: son derece 6nem kazanmaktadir.

Sitotoksisite, test edilecek maddenin uygun hazirlanan hiicre kiiltiirlerindeki
degisimlerine etkisini pozitif ve negatif kontrol gruplar1 ile analiz edilerek

degerlendirildigi bir metottur [55].
1.6.1 Sitotoksisitede Dikkat Edilen Ozellikler

Hiicre membran biiyiikliigii,
Biyosentez veya enzim aktivitesi,

Hiicre sayis1 veya biliylimesi,

YV V VYV V

Hiicre genetik materyali {izerindeki etkilere bakilarak degerlendirilir

[53].
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1.6.2 Sitotoksisite Testinin Avantajlar: (in vitro)

» Cok fazla o6rnek kisa siirede ve ekonomik a¢idan incelenebilir,

A\

Kantitatif sonuglar alinabilmektedir,
» Diger metabolik olaylardan farkli olarak hiicre metabolizmasindaki
spesifik bir islev gozlenebelir,

» Test yontemleri standardize edilebilir [53].

1.6.3 Sitotoksisite Testinin Dezavantajlar:

» Her test icin tek tiir hiicre kullanilmasi,
» Hiicre kiiltiirii ortaminda doku koruyucu mekanizmasinin olmamast,

» Kiiltiir hiicrelerinin konak hiicrelerinden farkli olmasi [53].

1.7 Protein Miktar Tayini

Protein tayininde genellikle Dumas metodu kullanilir. Dumas metodunda
amag, test edilecek maddenin bir firin igerisinde yakilarak tiim azot (N) formlarinin
azot dioksit (NO2) gazlarina doniismesi ve bu gazlarin elementel azota indirgendikten

sonra (N2) termal iletkenlik metodlari ile protein igeriginin belirlenmesidir [56].
1.8  Literatiir Ozeti

Kirbag ve arkadasi yaptiklari calismada Elazig yoresindeki bazi tibbi bitkilerin
antibakteriyel etkilerini arastirmislardir. Bu calismada kullanilan bitkiler Bunium
paucifolium DC. var. paucifolium, Taraxacum revertens G. Hagl., Linum nodiflorum
L., Centauria kurdica Reichart., Echium italicum L., Salvia verticillata L. subsp.
amasiaca (Frey & Barnma) Barnm, Thymus kotschyanus Boiss & Hohen var.
glabrescens Boiss.,, Verbascum varians Freyn & Sind. Ranunculus
constantinopolitanus (DC) UV., Rheum ribes L.’dir. Sonug olarak bitki ekstraktlarinin
cogunun antibakteriyel etki gosterdigi bulunmustur. Salvia verticillata nin
Staphyloccocus aureus’da en fazla antibakteriyel etkiyi gosterdigi bulunmustur [57].

Aydogan yaptig1 tez ¢alismasinda Salvia sclarea L. bitkisinin antibakteriyel etkisini
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arastirmistir. Buna gore yapilan disk difiizyonu yonteminde S. sclarea bitkisinin diger
mikroorganizmalara gore Esherichia coli’de ¢ok fazla antibakteriyel etki gosterdigi
saptanmustir [58]. Tepe ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismada alt1 adet Salvia
tirtiniin (Salvia caespitosa Montbret & Aucher ex Bentham, Salvia hypargeia Fisch.
& Mey., Salvia euphratica subsp. euphratica Montbret & Aucher ex Bentham, Salvia
sclarea L., Salvia candidissima subsp. candidissima Montbret & Aucher ex Bentham
ve Salvia aethiopis L.) antioksidan kapasitelerini arastirmiglardir. Metanolle
hazirlanan ekstratlara DPPH yontemi uygulanmistir. Buna gore en yiiksek antioksidan
aktiviteyi S. candidissima subsp. candidissima (% 49,7) gostermistir [59]. Hasimi ve
arkadaglar1 2015 yilinda yapmis olduklar1 ¢alisma kapsaminda ada ¢ayinin (Salvia
officinalis) antibakteriyel etkisini aragtirmistir. Yapilan ¢alismada gram negatif E.
coli, Pseudomonas aeruginosa ve gram pozitif Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes kullanilmistir. Sonug olarak E. coli’de 12+0,4 mm (5 uL), S. aureus’da ise
16+ 0,2 mm (5 uL) olarak bulunmustur [60]. Halkimizin da kullandig1 Salvia radula,
S. africanacaerulea, S. africanalutea, S. albicaulis, S. chamelaeagnea, S. disermas, S.
dolomitica, S. garipensis, S. lanceolata, S. muiri, S. namaensis, S. repens, S. runcinata,
S. schlechteri, S. stenophylla, S. verbenaca bitkilerinden elde edilen ekstratlar ile
yapilan ¢alismalarda bu tiirlerin antikansarojen etki gosterdikleri bulunmustur [61].
Akin ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alisma sonucu Salvia heldreichiana
bitkisinden elde edilen ekstrat ile yapilan antibakteriyel aktivitede Staphylococcus
aureus, Sarcina lutea, Ecsherichia coli, Salmonella typhimurium ve Pseudomonas
aeruginosa bakterilerine kars1 antibakteriyel etki gosterdikleri bulumustur [62]. Salvia
hypargeia ile yapilan ¢alismalar sonucunda bu bitkinin sitotoksik [63] ve antioksidan
ozellik gosterdigi belirlenmistir [59]. Barcevic ve arkadaglart Salvia officinalis
bitkisinin yaprak kisimlarindan elde ettikleri ekstratin iltihap oOnleyici etkisini
arastirmiglardir [64]. Altay, Salvia fruticosa bitkisinin toplam fenolik igerik, toplam
flavonoid madde miktari, antioksidan aktivite tayini ve sitotoksik aktivite
parametrelerini aragtirmistir. Buna gore toplam fenolik icerik 175,2+5,07 ng/mg,
toplam flavonoid icerik 108,9+2,61 ng/mg, antioksidan kapasite DPPH metodu ile
%384,8+0,85 olarak bulunmustur. Sitotoksik aktivite ise XTT testi kullanilarak 48
saatte 0,185 + 0,0025 mg/mL, 72 saatte 0,229 + 0,0148 mg/mL olarak bulmustur [65].
Yiizbasioglu ve Kuruiiziim, 2011 yilinda yapmis olduklar1 caligmada Arnebia Forssk.
tiirlerinin biyolojik aktivitelerini aragtirmiglardir. Arastirmacilar yaptiklari in vitro ve

in vivo ¢alismalar sonucunda bu bitkiden elde edilen ekstratlarin dnemli antitiimoral,
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antibakteriyel, yara iyi edici etkileri oldugunu belirlemislerdir [66]. Oguzkan ve
arkadaglarinin yaptig1 c¢alismada findik (Corylus avellana L) bitkisinin yaprak
kismindan elde edilen ekstratinin antibakteriyel ve antioksidan aktivite kapasitesi
arastirilmistir. Buna gore yapilan antibakteriyel aktivite sonucunda gesitli bakteriler
arasinda en yiiksek antibakteriyel aktivite Staphylococcus aureus’da gozlenmistir.
DPPH aktivitesi sonuglarina gore yesil yaprakli kismin bitkinin diger kisimlarina gore

daha fazla aktivite gosterdigi goriilmiistiir [67].
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2. MATERYAL METOT

2.1

Bu tez calismasi kapsaminda kullanilan bitki ornekleri Prof. Dr. Tuncay
Dirmenci tarafindan temin ve teshis edilmistir. Lamiaceae familyasina ait Sa/via cinsi
3 tir ile ¢alisilmistir (Salvia macrochlamys BOISS. ET KOTSCHY, Salvia huberi
HEDGE ve Salvia kronenburgeii RECH.FIL). Salvi cinsi bitkilerin toplanma tarihleri

Materyal

ve yer bilgileri, Tablo 2.1°de verilmektedir.

Tablo 2.1: Bitkilerin toplandig1 mevkii, ylikseklik ve tarih.

Bitkiler Mevkii Yiikseklik Tarih

Salvia macrochlamys Bitlis 1936 m 28.06.2015

Salvia huberi Erzurum 1100 m 29.06.2014

Salvia kronenburgeii Van — Giirpinar 2000 m 07.06.2013
arasi

2.2

Metot

2.2.1 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Cihaz ismi

Vorteks

Hiicre sayma lami
Inkiibator

Evaporator

Hassas terazi

Lamda 35 UV-Visible

Manyetik karistirict

Marka

Warning

Neubaver’s chamber
Memmert

Heildop

Denver

Perkin Elmer

Heildop
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Sogutmali santrifiij Sigma 3K30

pH metre Orian 920 A
Etiv Memmert
Otomatik pipetler Ependorf
Mikroskop Olympus ckx 41

2.2.2 Cahsmada Kullamlan Kimyasallar

Metanol %80-%100°1ik

BHA Biitillenmis hidroksianisol
tBOOH Tert-biitil-hidroksiperoksit
NaNO> Sodyum nitrit

AICl3 Aliiminyum klortir

NaCO3 Sodyum karbonat

NH4CI Amonyum klortir

DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
NaOH Sodyum hidroksit

2.2.3 Cozeltilerin Hazirlanisi

1. BHA: Cozeltiyi hazirlarken BHA maddesinden 0,03 gr tartilip, saf suda

¢Ozilinmesi saglanmistir. Daha sonra hacim 100 mL’ye tamamlanmustir.

2. Folin-Ciocalteu reaktifi ¢ozeltisi: Deney calismasi igin 0,25 mL alinip
kullanilmistir.

3. Hemoliz tamponu: 0,121 gr tris iizerine 0,8 gr NH4Cl tartilip eklenmis ve
saf suda ¢oziilmeleri saglanmistir. Cozelti daha sonra 100 mL’ye tamamlanmis ve

pH’s1 belirlenmistir (pH:7,4).
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4. Tripan mavisi: 0,1 gr tripan mavisinin saf suda ¢oziilmesi saglanmis ve
tripanin son hacim, 25 mL’ye tamamlanmistir. Deneyde kullanilana kadar karanlik bir

yerde saklanmistir.

5. DPPH radikal ¢ozeltisi: Bu maddeden 0,024 gr tartilmis ve bir miktar saf
suda ¢oziinmesi saglanip 100 mL’ye tamamlanmistir. Deneyde kullanilana kadar

karanlik bir dolapta, etrafi aliiminyum folyo ile sarilarak bekletilmistir.

6. tBOOH (1 mM): Bu ¢ozelti i¢in tBOOH’tan 0,01 mL alinip 100 mL’ye

tamamlanmugtir.

7. NaNOz2 (% 5’lik 150 uL), AICI3 (1 M, 1 mL), NaOH (% 20’lik 1 mL),
Na2COs (% 20’lik 1 mL), m-inositol (250 mM), potasyum fosfat (0,174 gr).

2.3  Ekstratlarin Hazirlanisi

Her kuru 6rnekten 0,5 gr tartilarak tizerine % 80’lik 5 mL metanol eklenmistir.
Daha sonra bir gece boyunca +4°C’de saklanmistir. Bir gece bekletildikten sonra
ornekler 4500 rpm’de 15 dk santrifiij edilmis, slipernatant alindiktan sonra {lizerine 5
mL daha metanol eklenmistir 4500 rpm’de 15 dk daha santrifiij edilmis ve tekrardan
supernatant alinmistir. Daha sonra iizerine 2 mL daha metanol eklenmistir. Son olarak

elde edilen ekstart deneyde kullanilmak iizere + 4° C’ de saklanmustir [68].
2.4 Antioksidan Aktivite

Antioksidan aktivite i¢in 0,024 gr DPPH (2,2-difenil-1-pikril hidrazil)
tartilmis, Uzerine bir miktar metanol ilave edilip ¢o6ziildiikten sonra 100 mL’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti kullanilana kadar karanlik ortamda saklanmustir.
Hazirladigimiz her bir bitki ekstrakt: i¢in bitki ekstraktan 250 uL alinmis ve iizerine
metanolden 2500 mL ilave edilmistir. Daha sonra karanlik bir ortamda bekletilmek
lizere 1 saat saklanmistir. Daha sonra 517 nm’de UV-Visible spektrofotometre
kullanilarak antioksidan aktivite tayin edilmistir. Sonuglar i¢in kullandigimiz formiil

asagidaki gibidir;
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Antioksidan aktivite (%) = [ 1 — (6rnek absorbansi / kontrol absorbansi)] %100
[69].

2.5  Toplam Fenolik icerik Tayini

Bu c¢alisma kapsaminda kullanmis oldugumuz metot, Folin-Ciocalteu
yontemidir. 0,25 mL hazirladigimiz bitki ekstraktlarimiza 3,5 mL saf su ile 0,25 mL
Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edilmistir. Kor o6rnegimiz i¢in 0,2 mL metanol
kullanilmistir (% 80°lik). 3 dakika bekledikten sonra {izerine 1 mL % 20’lik Na2COs
eklenip tiipler vortekslenerek hazirlanip 40°C’de hazirlanan su banyosunda
bekletilmigtir. Daha sonra 6l¢iim i¢in 685 nm’de sonuglar alinmistir. Bu sonuglar

gallik asit kalibrasyon egrisine gore belirlenmistir [69].
2.6 Toplam Flavonoid Madde Miktar Tayini

Bu ¢alismada toplam flavonoid madde miktarinin hesaplanmasi i¢in Ramful ve
ark. (2011)’nin metodu kullanilmistir. Bu metoda gore 2,5 mL hazirlanmis her bir bitki
ekstaratina 150 pL. NaNO2 (%5’lik) eklenmis ve vortekslenmistir. Kor 6rneklerimiz
icin metanol kullanilmistir (%80°lik). Daha sonra 6rnekler 5 dk bekletildikten sonra
tizerine 150 pL’lik (%10 luk) AICIs eklenmistir. 1 dk gegtikten sonra 1 mL NaOH
(1M) eklenmistir. Olgiimler 510 nm’de spektrofotometrede alinmistir. Sonuglar pg

kuarsetin/g egrisine gore belirlenmistir [70].
2.7  Antibakteriyel Aktivite

Bu deney igin iki farkli bakteri tiirti gram pozitif Staphylococcus aureus ve
gram negatif E. coli kullanilmistir. Antibakteriyel aktiviteyi hesaplamak icin disk
difiizyon metodu kullanilmistir. Bunun icin hazir besiyeri triptik soy agara 10
oraninda seyreltilen bakteriler besi yerine eklenmistir. Bakteri ekilen besiyeri bir gece
bekletildikten sonra, bitki ekstratlarindan her bir bakteri ortamina ekim yapilmistir. Bir
gece daha inkiibatorde (37°C) bekletilmistir. Bekleme isleminden sonra diyametrik

mikrometreyle hesaplama islemi yapilmistir [71].
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2.8 Sitotoksik Aktivite

Sitotoksik aktivite i¢in Smitha ve arkadaslariin metodu (2009) modifiye
edilerek kullanilmistir. Lenfositleri izole etmek i¢cin 10 mL kan 6rnegine 4 kati
oraninda hemoliz tamponu (NH4Cl 150 mM) ve 10 mM tris tamponu (pH:7,4)
eklenmis ve 30 dk. boyunca +4°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra 1500 rpm’de 15
dk santrifiij edilmistir. Dibe ¢oken pelletin {istiine 3’er defa 10 mL m-inositol (250 mM)
iceren fosfat tamponu (10 mM) eklenmis, santifiiij edilmis ve yikama islemi
gerceklestirilmistir. Lenfositler izole edildikten sonra thoma lamu ile sayilir, 2 x 107
hiicre/mL seklinde seyreltilmistir. Bu ¢ozeltiden 100 pL alinir, tizerine 100 pL bitki
ekstrati, t-BOOH (ImM) ve BHA (400 uM) konmustur. Daha sonra steril serum
fizyolojik soliisyon ile son hacim 1 mL’ye tamamlanmigstir. Biitiin 6rnekler 37°C’de 15,
30, 45 ve 60 dakika olmak iizere inkiibe edilmistir [72]. Hiicre yasamliligini test

edebilmek icin MTS testi, tripan mavisi testi ve JuLI analizi yapilmistir.

MTS testi i¢in bitkilerle muamele edilen lenfosit ¢ézeltisinden ve kontrol
gruplarindan 100 pL alinmis ve 3’er tekrarli olmak ilizere 96 kuyucuklu plakaya
yerlestirilmistir (2 x 10° hiicre/mL). Sonra 20 pL MTS reaktifi eklenerek 4 saat
37°C’de inkiibe edilmigtir MTS testi ile tetrazolyum bilesiginin (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2Htetrazolium
i¢ tuzu; MTS) metabolik olarak aktif olan hiicrelerdeki dehidrogenaz enzimleri
tarafindan sentezlenen NADPH veya NADH’lar sayesinde besiyeri igerisinde
¢oziinebilen renkli formazon bilesigine doniismesi saglanmis ve 490 nm’de absorbans

Olctimii alinmuastir [73].

JuLl analizi ve tripan mavisi testini yapmak i¢in bitki ekstratli lenfosit
¢ozeltisinden ve kontrol gruplarindan 10’ar pL alinmuis, iizerine ayn1 miktarda % 4°liikk
tripan mavisi eklenmis ve iyice karigmasi saglanmistir. Yapilan bu testler sayesinde
membran yapist hasar goérmiis 6lii hiicreler, boyay1 i¢ine alarak mavi goriinmesi
saglanmistir. JuLl analizi i¢in cihazin hiicre sayma moduna getirilip 6rneklerin %
canlilik orani goriintiilenip kaydedilmistir. Tripan mavisi ile yapilan testte % canlilik

oran1 hesaplanirken

Yasayan Hiicre Sayisi

% Canlilik = x100

Toplam Hiicre Sayisi

formiilii kullanilmistir [73].
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2.9  Protein Miktar Tayini

Calismada Dumas cihazindan yararlanilmistir. Bunun i¢in kuru bitki 6rnekleri
kullanilmistir. Bu yontemde asil prensip yakma islemi sonrasinda gaz durumuna gegen
nitrojenin Olgiilmesidir.  Test edilecek Ornekler 800-950°C’de saf oksijen ile
yakilmigtir. Daha sonra olusan gazlar filtrelerde tutularak atilir ve sicak bakirin

iistiinde oksijen uzaklastirilarak NO2’nin N2’ye doniismesi esasina dayanir [74].
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3. BULGULAR

Calismamizda kullandigimiz Salvia macrochlamys BOISS. ET KOTSCHY,
Salvia huberi HEDGE ve Salvia krone