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Ozet

Diinya’da alternatif tedavilerde, bitkisel ekstreler bircok hastalikta tedavi amagl
kullanilmaktadir. Ulkemizin farkli iklim ve ekolojik kosullara sahip olmasi, bulunan floranin
sayisal acidan yiiksek oranda bitki tiirii ve ¢esitliligi barindirmasindan dolay1 tilkemizde
medikal amaclh tiikketimi yapilan ¢ok sayida bitki tiirii vardir. Bu bitkilerin ¢ogunun
antimikrobiyal etkilerinin varligt hem yurtdisinda hem de iilkemizde yapilan arastirmalar
sonucunda bildirilmistir. Dogada kendiliginden yetisen bazi bitki ekstrelerinin ve ugucu
yaglarinin bakterilere oldugu kadar, mantarlara kars1 da antifungal aktivite gosterdigi yapilan
calismalarda tespit edilmistir. Bu ¢alismada cikarilan 6ziitlerin Stenotrophomonas maltophilia
bakterisine karsi antimiktorbiyal etkileri ve DNA koruyucu potansiyeli calisilmigtir.
Antimikrobiyal aktivite disk diflizyon yontemi ile ¢alisilmistir. DNA koruyucu aktivite pBR322
plazmid DNA’s1 ile H2O2 ve UV-C kullanilarak calisilmistir. Su ve Methanol Oziitlerinin
Stenotrophomonas maltophilia tizerine etkili oldugu saptanmistir. Diger yandan DNA
koruyucu aktivite bakimindan olduk¢a yiiksek koruyucu aktivite gosterdigi calisma kapsaminda
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal, DNA koruyucu, UV, Thymbra spicata L. var. spicata
Abstract

In alternative treatments in the world, botanical extracts are used for treatment in many diseases.
The fact that our country has different climatic and ecological conditions, Flora contains many
plant species and diversity and therefore there are many plant species consumed for medical
purposes in our country. Most of these plants have antimicrobial effects and have been reported
both in Turkey and abroad. Studies have shown that some plant extracts and essential oils that
naturally grow in the soil show antifungal activity against fungi as well as bacterial activity.
Antimicrobial effects of these extracts against Stenotrophomonas maltophilia bacteria and
DNA protective activity were studied. The antimicrobial activity was tested Disk Diffusion
method. DNA protecting activity was studied using H202 and UV-C using pBR322 plasmid
DNA. Water and Methanol extracts did show antimicrobial activity on bacteria. On the other
hand They showed a high activity in terms of DNA protective activity.
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1. Giris

Eski tarihlerden beri insanoglu pek ¢ok hastaligin tedavisinde sifali bitkilerden yararlanmastir.
Bitkiler hem beslenme amagli olarak kullanilmis hem de bazi bitkiler ilag haline getirilerek
tedavi amaciyla tiiketilmistir. Bu acgidan diisiiniildiigii zaman bitkilerin insanlik agisindan ¢ok
biiylik bir 6neme sahip olmaktadirlar. Eski medeniyetlerin hastaliklarin tedavi edilmesinde
bitkileri kullandiklarma dair bulgular1 ilk yazili eserlerden de gdrmekteyiz. Ornegin;
Mezapotamya’ da kurulan uygarliklarin yasamlarim siirdiirdiigii donemlerde ve kullanildig:
bildirilmistir [1, 2, 3, 4, 5]. 1950’11 yillarda antibiyotiklerin kullanilmaya ve iiretilmeye
baslamasiyla beraber bitkisel iiriinlerin antibiyotik amagli kullanilmasi ile biiyiik oranda negatif
olarak etkilenmistir. Fakat bilim insanlarinin bu konu iizerine yaptiklar1 ¢alismalarin 1s181inda
antibiyotik etki mekanizmasinin sinirli oldugu kesfedilmistir. Bunun yani sira piyasada bulunan
antibiyotik kullanimiyla beraber; bitkisel olarak elde edilen ilag olarak kullanilmasi 1990’11
yillarin sonlarinda tekrar popiiler olmus ve tekrar giindeme getirmistir [6]. Ulkemizin
bulundugu konum, farkli iklim kosullarina sahip olmasi, bitki tiir ve cesitliligi agisindan
zenginlik yaratmistir [7]. Bu nedenden dolay1 da ¢ok fazla flora bulundurmakta ve tilkemizde
bulunan bu bitkiler tibbi olarak kullanilabilmektedir [8, 9]. Medikal 6neme sahip bitkiler pek
cok yontemlerle elde edilen oziitlerinin ve bundan elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal
etkilerinin varligi bilinmektedir [10, 11]. Kaynaklarda yer alan antibiyotiklere direng gosteren
bakterilerde antibiyotik direnci giinden giine artmakta ve bu artis ciddi 6l¢iide yayilmaktadir.
Bu nedenle bakteriler ile miicadelede farkli bir yol olarak medikal 6nemi olan bitkileri
kullanmak biiyiik 6nem tasir hale gelmistir. Ek olarak bilinen bazi ydresel bitkiler
antimikrobiyal ajan olarak da kullanilmaktadir [12]. Glines 1ginlarinin ozon tabakasini gegerek
yerkiireye ulasan ¢esitli dalga boylarma sahip UV i1ginlan cilt kanseri ile sonuglanan ciddi
tahribatlara sebep olabilmektedir. Bitkisel ilaglarin cilt {izerine etkisi ile cildi UV 1sinlarina
kars1 korumada etkili sonuglar vermistir [ 13]. Bitkilerin kolay ulasilabilir olmasi, maliyetlerinin
ilaclara gore daha uygun olmasi ve etki alanlarinin daha genis bir alana sahip olmasi
kullanilmasi i¢in destekle olmaktadir. Fakat medikal acidan yan etki gdsteren yapay ilaglarin
tehlikeli 6zellikleri olmasi ve bakterilerin de bu yapay ilaglara kolay direng gelistirmelerinden
dolay1 bitkisel tiriinleri ve bu maddeleri bulunduran medikal 6neme sahip bitkilerin dnemini
daha da artirmaktadir. Buna ragmen bazi bitkilerin yoresel olarak fazla kullanilmasindan
kaynaklanan sayisal azalma ve yok olma riski bulunmaktadir. Varliklarini siirdiirme miicadelesi
veren bu tip geleneksel bitkilerin nesillerinin tiikenmeden potansiyellerinin arastirilmast ve
bunun bilimsel verilere doniistiiriilmesi biiyilk 6nem tasimaktadir [14, 15, 16]. Yapilan bu
calisma kapsaminda, iilkemiz florasinda bulunan Thymbra spicata L. var. spicata tibbi ve
aromatik 6zellikleri bilinen ve buna ek olarak tiiketildigi bilinen bir bitki tiiriidiir. Bu nedenden
dolay1 biyolojik aktivite potansiyelinin belirlenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Yapilan literatiir
calismasinda bu bitki ile yapilan biyolojik aktivite potansiyeli belirleme calismalarinin az
olmasi ve c¢oklu dirence sahip Stenotrophomonas maltophilia bakterisi lizerine etki
mekanizmasinin ve DNA hasarima karsi koruyucu Ozelliginin arastirilmast biiyiikk 6nem
tagimaktadir. Yapilan calismalar sonucunda ortaya ¢ikan veriler daha sonra medikal alanda bu
bitkinin kullanilmasi i¢in bir 6n calisma teskil edecek ve yerel olarak tiiketimi bilinen bu
bitkinin daha bilingli ve dogru kullanim1 agisindan bir dnciil olacaktir.

2. Metot

Calismada kullanilacak olan Thymbra spicata L. var. spicata, kuru sekilde hazir olarak satin
alinmistir. Satin alinan materyal distile su ile yikanarak gilines almayan bir mekanda
kurutulmaya birakilmistir. Thymbra spicata L. var. spicata bitki oziitiiniin eldesi i¢in Soxhlet
ekstraksiyon cihazi kullanildi. Kurutulmasi saglanan bitkiler, 6giitiicii ile toz haline getirildi.
Oziit ¢ikarma islemi igin ¢oziicii ile birlikte basing uygulandi. Oziit ¢ikarma isleminde
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kullanilan ¢oziiciiler su, metanol, hekzan ve diklormetan olarak belirlenerek 6ziitleme islemi bu
solventler ile gerceklestirildi. Basingli solvent ekstraksiyon yontemi kullanilarak
gerceklestirilen iglemde Zahter bitki 6rnegi, Soxthern cihazinin bdlmeleri kullanilarak 10g
zahter ve iizerine 150mL metanol eklenerek 5.1 bar basingta, 2 saat ekstrakte edilmistir. Diger
solventler i¢inde ayn1 miktarlar kullanilarak 6ziitleme iglemi her solvent i¢in uygun sicaklik ve
siire belirlenerek yapilmistir. Thymbra spicata L. var. spicata 6ziitlerinin, antimikrobiyal
aktivitelerinin degerlendirilmesi i¢in Stenotrophomonas maltophilia bakterisi kullanilmigtir.
Stenotrophomonas maltophilia suslar1 Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuvar1 6gretim tiyesi Prof. Dr. Yasemin ZER’den temin edilmistir. Thymbra spicata L.
var. spicata bitkisinin antimikrobiyal belirlenebilmesi i¢in Disk diflizyon yontemi
kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite tayini amaciyla disk difiizyon testi European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) kriterleri g6z oniine alinarak uygulanmastir.

Eldesi yapilan Zahter Oziitleri metanol igerisinde ¢dzlindiiriilmiistiir. 50mg ekstre i¢in 1ml
metanol kullanildi. Karigimlarin homojenize olmasi i¢in vorteks cihazi kullanildi ve sonra 6mm
capindaki steril blank (bos) disklere 20ul emdirilmistir. Oziitlerin emdirildigi disklerden
metanoliin uzaklastirilmas1 i¢in bir giin siireyle oda sicakliginda bekletildi. Daha once
besiyerlerinde iireme kontrolleri yapilan Stenotrophomonas maltophilia bakteri susundan bir
miktar alinarak ayr1 ayr1 SF igerisinde 0.5 Baryum Siilfat Bulaniklik Standardi baz alinarak
Mcfarland cihazinda belirlemeler yapilmistir. Siispanse hale getirilerek vortekslen bu
stispansyonlar steril ekiivyon yardimi ile alinan 6rnek Mueller-Hinton agar yiizeyine 100 pl
inokiile edilmis ve dizk diflizyon i¢in kullanilmak amaciyla ekimi gergeklestirilmistir. Bu
basamaklari takiben 6ziit emdirilmis diskler steril bir pens ile agar yiizeyine yerlestirilir. islem
sirasinda olusacak zonlarin net sekilde dlgiilebilmesi icin disklerin arasinda 22mm, petri kabi
kenarindan ise 14mm uzaklikta olmasina 6zen gosterilmistir. Sonra besiyerleri 24 saat siireyle
35°C'de inkiibe edildi. Inkiibasyonun tamamlanmasinin ardindan meydana gelen zonlarin
caplar1 cetvel ile Ol¢lilmiistiir ve daha sonra degerlendirmek amaciyla kayda alinmistir.

Zahter Oziitlerinin DNA’y1 UV ve oksidatif stress etkilerinden koruma potansiyellerinin
belirlenmesi i¢in pBR322 plazmid DNA’si (vivantis) kullanildi. Plazmid DNA’s1, 6ziitlerin
varliginda H202 ve UV uygulanarak hasara ugratildi. Daha sonra Russo vd., 2000, tarafindan
bulunan metot kapsaminca % 1.5’lik agaroz jel lizerinde yiiriitiilme islemi yapilarak daha sonra
jel goriintiileme cihazinda goriintiileme yapildi. Farkli solventler ile ¢ikarilan 6ziitler 50mg kuru
agirliklar ile tartilarak iizerlerine 1000ul distile su eklendi ve dziitlerin ¢oziinmesi saglandi.
%]1, 5 oraninda hazirlanan agaroz jele drnek yiiklemeleri yapilarak 60dk ve 100 voltta DNA
ornekleri yiiriitiildi. Stok olarak hazirlanan pBR322 1:3 oraninda distile su ile seyreltildi.
Yiikleme yapim asamasinda Sul hazirlanan 6ziit, Spl orange G konularak 10ul jelde var olan
kuyucuklara yiiklendi. Kontrol olarak kullanilacak karisimlarin disinda, Zahter oziitlerinden
ependorflara Sul konulmus, ependorflarin icerisine 3ul pBR322 plazmid DNA (1:3 oraninda
seyreltilmis) ve 1ul % 30’luk H202 konuldu. Oziit iceren ependorflar ve 2- 4. Kontrol gruplari
5dk stiresince UV 1smina maruz biraktiktan sonra toplam miktar 10ul olacak sekilde
(6ziit/kontrol Sul + Orange G yiikleme boyas1 Sul) eklenerek % 1, 5’1lik agaroz jele yiiklemeler
yapildi. 60dk 100 Voltluk % 1, 5’lik agaroz jel elektroforezi uygulamasi sona erdiginde
goriintiilemek igin jel goriintilleme cihazi kullanildi (DNRIS, MiniBIS Pro) ve ¢ikan jel
goriintlisli daha sonra degerlendirilmek iizere kaydedildi.

3. Bulgular

Antimikrobiyal etki potansiyelinin belirlenmesi amaciyla disk diflizyon testi EUCAST
kriterleri gbdz Oniine alinarak arastirilmistir. Bu kapsamda daha onceden bekletilerek
icerisindeki ¢Ozilicii uzaklastirilan blank disklerin yerlestirilmesi i¢in canlandirmasi yapilan

30



Stenotrophomonas maltophilia susu MHA (Mueller-Hinton Agar) besiyerine inokiile
edilmistir. Daha sonra 6ziitlerin emdirildigi bos diskler uygun steril kosullar ve yonteme uygun
olarak bakteri inokiilesi yapilan besiyerine yerlestirilmis ve sonuglarin goriilmesi i¢in uygun
sicakliga ayarlanmis inkiibatore yerlestirilerek 24saat beklenmistir. Cikan sonuglar Tablo 1°de
gosterilmektedir. Disk difiizyon testi sonucunda kullanilan bakteriye en ¢ok etki Metanol
¢Oziiciisii ile elde edilen zahter 6ziitiiniin emdirildigi diskte ¢cikmistir. Su ve Hekzan 6ziitlerinde
Olgiilen zon miktarlarida etkili olduklart yoniinde yorumlanmigtir. Fakat Diklorometanin
¢oziiciisii ile elde edilen 6ziitlin emdirildigi disk ¢evresinde zon 6l¢iimii yapilamamistir (Sekil

).

Thymbra spicata L. var. spicata bitkisine ait su, metanol, hekzan ve diklorometan 6ziitlerinin
DNA koruyucu aktivitesi, pBR322 plazmit DNA’s1 kullanilarak calisilmistir. Calismanin
yapilacagi jelin yogunlugu bu DNA’nin icerdigi baz ¢ifti sayisina gore hazirlanmistir. Bu
yontem kapsaminda, DNA hasarina neden olan UV 1sinlar1 ve H2O2 varliginda, elde etti§imiz
Oziitlerin DNA hasarina engel olma potansiyellerinin olup olmadigmin bulunmasi
amaglanmistir.

Jel goriintiisti lizerinde goriildiigii gibi zahterden elde edilen oziitler eklenerek hazirlanan
orneklerin kontroller ile kiyasi yapilarak hepsinin DNA koruyucu aktiviteye sahip olduklar1
sOylenebilir. Goriintii izerindeki bantlar yorumlanacak olursa (Sekil 2) kendi aralarinda yapilan
kiyasa gore en fazla DNA koruyucu aktivite Zahterin su kullanilarak ¢ikarilan 6ziitiinde
bulunmaktadir, diger solventler ile ¢ikarilan 6ziitlerinde anlamli derecede koruyucu etki
gosterdigi saptanmistir. Kontrol 3-4 igerisinde bulunan DNA oksidatif stresten ve UV 1sinindan
etkilenerek kirilmig ve bant olusumu gozlenmemistir.

Tablo 1. Disk Difiizyon Yéntemi Sonucunda Olgiilen Zon Caplari

Thymbra SuU METANOL HEKZAN DIKLOROMETAN
spicata L. var.
spicata 16mm 23mm 10mm -

Sekil 1. Disk Difiizyon Sonucu ve Zonlar
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K1: Kontrol: Plazmit DNA (3ul) + dH20 (6pl). K2: Kontrol: Plazmit DNA (3ul) + dH20 (6 ply+ UV (5dk), K3: Kontrol:
Plazmit DNA (3ul) + dH20 (6pl) + H202 (1pl). K4: Kontrol: Plazmit DNA (3ul) + dH20 (6pl)+ H202 (1ply+ UV(5dk). ZS:
Plazmit DNA (3 pl) + Zahter bitk éziitii (Solvent Su) Sul + UV (5dk)+ HyO, (1ul). ZM: Plazmit DNA (3 pl) + Zahter bitki
oziitii (Solvent Metanol) Sul + UV (5dk)+ Hy0, (1ul), ZH: Plaznut DNA (3 pl) + Zahter batks &ziitii (Solvent Hekzan) 5ul +
UV (5dk)+ HyO; (1pl), ZD: Plazmit DNA (3 pl) + Zahter bitki dzitii (Solvent Diklorometan) Spl + UV (5dk)+ H,0; (1pl).

Sekil 2. DNA Koruyucu Etki Belirlemede Kullanilan Jel Goriintiisti
4. Tartisma ve Sonug¢

Yapilan bu ¢aligma kapsaminda Zahter bitkisinin 6ziitlerinin antimikrobiyal ve DNA koruyucu
aktivite potansiyelleri arastirilmis, elde edilen 6ziitlerin, literatiir taramasi sonucu olarak ugucu
yaglari ile yapilan biyolojik aktivite ¢alismalarinin yogunlukta oldugu fakat ¢alisilan bakteri
tiirleri arasinda Stenotrophomonas maltophilia iizerine yapilan herhangi bir caligmaya
rastlanmamistir.  Yapilan diger literatiir taramasinda DNA koruyucu aktivite ile ilgili
caligmalara rastlanmamistir. Bu ylizden tez calismamiz Ozgiinliik agisindan da oldukca
onemlidir. Stenotrophomonas maltophilia {izerine zahterin ilk defa deneniyor olmasi da
caligmanin 6zgiinliigii acisindan onemlidir. Yapilan literatiir taramasinda Zahter bitkisinden
elde edilen ucucu yaglarin gida sektoriinde koruyucu olarak kullanildigr ve bu kullanimla
beraber gidalarin raf omriiniin artirildig: tespit edilmistir. Aynmi ¢alisma kapsaminda yapilan
antimikrobiyal etki potansiyeli sonucunun da anlamli ¢iktigi bildirilmistir [17]. Digrak ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan diger bir ¢alismada antibakteriyel ve antifungal olarak zahter
ucucu yaglart kullanilmis, yapilan c¢alismada Micrococcus luteus LA 2971, Bacillus
megaterium NRS, Bacillus brevis FMC 3, Enterococcus faecalis ATCC 15753, Pseudomonas
pyvocyaneus DC 127, Mycobacterium smegmatis CCM 2067, Escherichia coli DM, Aeromonas
hydrophila ATCC 7966, Yersinia enterocolitica AU 19, Staphylococcus aureus Cowan 1,
Streptococcus faecalis DC T4, bakterileri, Saccharomyces cerevisiae WET 136 ve
Kluvyeromyces fragilis DC 98 mayalari lizerine ¢aligilmis ve bunun sonucunda ugucu yagin
antibakteriyal ve antifungal etkisi tespit edilmistir [4]. Kizil ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
diger bir ¢calismada zahterin tiretildigi topraktaki azot miktarinin bitki ugucu yag oranina etkisi
ve diger agronomik oOzelliklere etkisi c¢alisilmis ve bunun sonucunda iiretilen zahter
topragindaki azot miktarinin bu 6zelliklerin degisiminde biiytik rol oynadig1 saptanmistir [18].
Sonug olarak Thymbra spicata L. var. spicata iizerine yapilan ¢aligmalar sonucunda bu bitkinin
diger bakteriler iizerine etkili sonuglarinin ¢ikmasi bizi Stenotrophomonas maltophilia’ ya karsi
benzer etkinin olabilecegi konusunda arastirma yapmaya yoneltmistir. Ayrica bu bakteriye
kars1 kullanilabilecek yeni bir ilag veya etken madde potansiyelinin 6l¢limil de aragtirilmigtir.
Yapilan ¢aligmalar sonucunda kullandigimiz 6ziitler igerisinde Stenotrophomonas maltophilia’
ya kars1 en etkili 0ziitiin zon ¢ap1 23mm ¢ikan zahter methanol 6ziitli oldugu tespit edilmistir.
Diger anlamli olarak degerlendirilen 6l¢lim ise 16mm zon ¢apina sahip olan Zahter su 6ziitii
oldugu tespit edilmistir. Hekzan 6ziitiinde dlgiilen zonun 10mm olmasi etkinin oldugunu fakat
anlamli ol¢lide olmadig1 saptanmistir. Diklorometan Oziitiinde ise herhangi bir zon olusumu
gerceklesmemistir. Diger parametre olarak ¢alisilan Zahter oziitlerinin UV 1sinlarina karsi
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koruyucu etki kapsaminda degerlendirilen sonuglar1 gore kontrol gruplari ile kiyaslanarak
yapilan degerlendirme sonucunda en etkili UV koruyucu etkinin Zahter Su 6ziitiinde oldugu,
etki sirasina gore hekzan, methanol, diklorometan 6ziitlerinde de DNA koruyucu etki oldugu
tespit edilmistir. Piyasada hali hazirda bulunan, UV koruyucu etkisi oldugu diisiiniilen
oxybenzon ve retinil palmitat giines kremleri, kisisel bakim {iiriinleri, el ve viicut kremleri
igerisinde bulunan aktif bilesenler olarak ¢ok sik olarak kullanilmaktadir [19]. Fakat son
zamanlarda yapilan ¢alismalar ve arastirmalar sonucunda kozmetik iiriinlerinin vazgeg¢ilmezi
haline gelen bu bilesenlerin yan etkilere sahip olduklar1 bildirilmistir. Bunun yam sira
Oxybenzonun genotoksik ve endokrin sistemi negatif yonde etkileyen bir bilesen oldugu rapor
edilmistir [20]. Yapilan tiim bu ¢alismalar 15181inda yaptigimiz ¢alisma sonuglarinin yiiksek
koruyucu potansiyeli olmasi bu bilesenlere alternatif bir iirlin olusturmakta, kullanilan bitkinin
yan etkilerinin olmamasi da bu potansiyelin kullanilmasin1 daha uygun hale getirmektedir.
Degerlendirilen sonuglar kapsaminda elde edilen veriler dogrultusunda yeni g¢aligmalar
yapilarak bu potansiyelin artirilmasi agisindan bu tez bir temel olusturmaktadir.
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