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OZET

Mentha Pulegium 'un IN VITRO ANTIOKSIDAN, ANTIMIKROBIYAL OZELLIKLERI VE
COX-1/ COX-2 ENZIM INHIBISYON AKTIVITESININ BELIRLENMESI

Recep KOCYIGIT

Yiksek Lisans Tezi

Bitlis Eren Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Fatih Caglar CELIKEZEN
Aralik 2021, 34 sayfa

Tibbi ve aromatik bitkiler ile baharatlar tarih boyunca insanlar tarafindan hastaliklar1
tedavi etme amaciyla kullanilmistir. Mentha pulegium diinyada ve iilkemizde gida olarak
kullanildig1 gibi geleneksel tedavilerde de kullanilmaktadir. Bu baglamda, sunulan caligma
Mentha pulegium bitkisinin antioksidan, antimikrobiyal o6zellikleri ile COX-1 ve COX-2
enzimleri iizerine etkilerini irdelemek amaciyla yapildi. Antioksidan ozellikleri DPPH ve
CUPRAC metotlariyla spektrofotometrik olarak arastirilirken, antibiyotik etkisi disk difiizyon
metodu ile belirlendi. COX-1 ve COX-2 enzimleri iizerine etkileri ise ticari Kkitler ile
kolorimetrik olarak saptandi. Elde edilen sonuglar, Mentha pulegium bitkisinin onemli bir
antioksidan etkiye sahip oldugunu gdosterirken, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli ve Candida albicans suslar1 tizerine herhangi bir antibiyotik
etkisinin olmadigmi gosterdi. COX-1 enzimi iizerine ise ¢ok zayif inhibisyon etkisi sergiledi.
COX-2 enzimi iizerine etkisi hesaplanamadi. Sonug¢ olarak, Mentha pulegium bitkisinin 6nemli
bir antioksidan ozellige sahip oldugu ve COX-1 enzimi iizerine ¢ok zayif inhibisyon etkisi

gosterdigi tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Mentha Pulegium, antioksidan, antibiyotik, antimikrobiyal, COX



ABSTRACT

DETERMINATION OF IN VITRO ANTIOXIDANT, ANTIMICROBIYAL PROPERTIES
AND COX-1/COX-2 ENZYME INHIBITORY ACTIVITY OF Mentha Pulegium

Recep KOCYIGIT
Master Thesis

Bitlis Eren University Graduate Education Institute,
Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fatih Caglar CELIKEZEN
December 2021, 34 pages

Medicinal and aromatic plants and spices have been used by people throughout history to
treat diseases. Mentha pulegium is used as food in the world and in our country, as well as in
traditional treatments. In this context, the presented study was carried out to examine the
antioxidant and antimicrobial properties of the Mentha pulegium plant and its effects on COX-1
and COX-2 enzymes. Antioxidant properties were investigated spectrophotometrically by DPPH
and CUPRAC methods, while antibiotic effect was determined by disk diffusion method. The
effects on COX-1 and COX-2 enzymes were determined colorimetrically with commercial kits.
The results obtained showed that Mentha pulegium plant had a significant antioxidant effect,
while it did not have any antibiotic effect on Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli and Candida albicans strains. On the other hand, it exhibited a very weak
inhibition effect on the COX-1 enzyme. The effect on the COX-2 enzyme could not be
calculated. As a result, it was determined that the plant Mentha pulegium has an important

antioxidant property and has a very weak inhibition effect on the COX-1 enzyme.

Keywords: Mentha Pulegium, antioxidant, antibiotic, antimicrobial, COX
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1. GIRIS

Tiim diinyada oldugu gibi, iilkemizde de tibbi bitkiler, ¢cok uzun zamandan beri
geleneksel olarak hastaliklarm tedavisi amaciyla kullanilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
91 iilkenin farmokopeleri ve yapilan yaynlara gore kullanilan tibbi bitkilerin 20.000 civarinda
oldugunu bildirmistir (Kalaycioglu ve Oner, 1994).

Ulkemiz floras1 oldukga zengin bir yapiya sahiptir ve 9000'e yakin bitki tiirii dogal olarak
yetismesine ragmen bu bitkilerden yeterince faydalanilamamaktadir. Bitkilerin kimyasal
ozellikleri iizerine yapilan ¢alismalar yetersiz kalmaktadir (Ilgim vd., 1998).

Lamiaceae familyasi 1789 yilinda ilk olarak De Jessieu tarafindan Labiatac adiyla
anilmistir. Sonralar1 ise Dindley 1836 yilinda bugiinkii ad1 olan Lamiaceae olarak adlandirilan,
iilkemizde ise Ballibabagiller olarak bilinen familyadir (Greuteri, 1988).

Diinyanin en eski familyalar1 arasinda yer alan Lamiaceae genellikle ot ve ¢ali bigiminde
olup tek veya ¢ok yillik bitkilerdir. Lamiaceae ailesi diinyanin hemen hemen her yerinde bulunur
ve genellikle Akdeniz bolgesinde yaygin olan, 220 cins ve 3500 tiirden olusur. Tiirkiye’de 240’1
endemik olmak tizere 38 cinsi ve 400 tiirii yetismektedir. Biinyesinde oldukga fazla endemik tiir
bulunduran Lamiaceae familyasina ait bitkilerin ugucu yag verimi son derece yiiksek olup, en
cok bilinenleri, Origanum, Satureja, Mentha, Teucrium, Ballota, Stachys, Salvia, Ajuga,
Prunella, Melissa, Lamium, Sideritis ve Marrubium’dur. Tiirkiye’nin her bdlgesinde bu
familyaya rastlanilabilinir (Kocabas ve Karaman, 2001; Ozkan ve Soy, 2007).

Lamiaceae tiirlerinin biiyiik bir boliimiiniin ¢i¢cekleri hem disi hem erkek organini beraber
bulundurur. Fakat Zizophora ve Mentha tiirlerinin ¢ogunlugunda erkek organlar korelmis ve
bundan 6tiirti de gi¢eklerin tamami disi fonksiyonu olarak islev gormektedir (Heywood, 1978).

Familyaya ait tiirler ugucu yaglar, aromatik bilesikler ve ikincil metabolitler agisindan
¢ok zengin oldugundan tip, eczacilik, kozmatik iriinleri, parfimeri gibi bir ¢ok alanda bu
bitkilerden yararlanilmaktadir (Baytop, 1991). Ulkemiz, ¢ay ve baharat bitkilerinin ihracatinda
diinya pazarmda onemli, s6z sahibi iilkelerden biridir. Lamiaceae ise ticareti yapilan bitki
familyalar1 i¢inde birinci siray1 almaktadir (Nurcan, 2012).

Lamiaceac familyas1 iiyeleri Diinya’da, Akdeniz iklimi etkisinde olan bdolgelerin
tamaminda, Ozellikle Giineybat1 Asya’da, Kap bolgesi ve Madagaskar' da, Avusturalya’nin
tropik bolgelerinde ve Cin' de, Kuzey Amerika’da Meksika' da, Avrupa’da, Gliney Amerika’da
ise Sili kiyr kesimlerinde bol miktarda bulunmakta olup Diinya’nin hemen hemen her yerinde

yayilis gostermektedir (Hedge, 1992).



Mentha pulegium’un halk arasinda hem beslenme hemde tedavi amach kullanildig:
bildirilmistir. Geleneksel olarak kullanilan bitkilerin ve tedavi yontemlerinin bilimsel bilgiler ile
optimize edilmesi yeni ilag ve tedavi yontemleri agisindan 6nem arz etmektedir. Bu baglamda,
sunulan ¢alisma, Mentha pulegium bitkisinin antioksidan, antimikrobiyal 6zellikleri ile COX-1

ve COX-2 enzimleri lizerine etkisini incelemek amaciyla planlandi.

1.1. Lamiaceae

Cigekli bitkilerin en biiyiik ailesi olan Lamiaceae, 230 cinse ayrilmig yaklasik 7100
tiirden olusur. Bu ailedeki tiirlerin, antioksidan 6zellikleri, geleneksel olarak yaygin farmasotik
kullanimlar1 ve ugucu yaglarinin ticari 6neme sahip olmalarimin yaninda kozmetik alaninda ve
mutfak uygulamalarinda genis bir kullanima sahip oldugu igin yiiksek degere sahiptir (Stagos
vd., 2012; Formisano vd., 2014). Bu familyaya ait tiirlerin ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip
oldugu rapor edilmistir. Familyanin en yaygin tiirlerinden olan biberiye, nane, ada ¢ay1 ve limon
otu gibi tiirlerinin biyoaktif bilesikleri olarak hidroksisinamik asitler ve flavonoitler olarak

bildirilmistir (Stefan vd., 2014).

1.2. Mentha

Labiatae familyasinin iiyesi olan Mentha, Yerkiire’nin hemen hemen her yerinde bulunur.
Mentha cinsinin yerkiirede yaklasik olarak 31 adet tiirii bulunmaktadir (Tucker ve Naczi, 2007).
Ulkemizde ise 7 tiirii bulunan Mentha, hem diinyada hem iilkemizde, hem tedavi amaciyla hem
de baharat olarak kullanilmaktadir. Mentha tiirleri tilkemizde hemen hemen tiim bolgelerde
bulunabilmektedir (Baytop, 1999).

Ucgucu yagmin degerli olmasi nedeniyle Mentha tiirlerinin birgok iilkede ticari olarak
tartm1  yapilmaktadir. Tiirkiye bulundugu konumu, iklimi ve bitki g¢esitliligi, tarimsal
potansiyelive biiyiik yiizl¢limii sayesinde tibbi ve aromatik bitkiler ticaretinde ¢ok donemli bir
yere sahiptir (Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2011).

Ulkemizde yiizyillardir saksilarda, bahgelerde ve cogunlukla tarlalarda iiretilen Mentha
tiirleri tibbi olarak genellikle gaz ve spazm gideren, serinleten, mide yanmasini giderici, idrar
soktiiriicli olarak kullanilmis olup bitki cay1 ve baharat seklinde tiiketilmektedir (Ozgiiven ve
Kirici, 1999).

Cok onemli bir baharat ve ugucu yag olan nane, Lamiaceae familyasinda yer alan Mentha

tiirlerine verilen genel bir addir ve ¢ok yillik ve siirliniicii govdeleri bulunan ¢ogunlukla otsu olan
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bir bitki tiriidiir. Ugucu yaglarinin diinyada degerli olmasi nedeniyle Mentha tiirlerinin birgok
yerde ticari olarak tarimi yapilmakta olup, nane yagi ilag, gida ve kozmetik sanayinde genis
ticari alana sahip olan mentoliin en zengin dogal kaynagi olan bitki olup ilag ve gida sanayisi
gibi farkli alanda kullanilmaktadir (Baytop, 1999).

1997 yili Tirkiye verilerine gore iilkemizde toplam 4600 tona yakin baharatlik nane
dretimi yapilmistir. Tiirkiye genis tarim arazisi, giizel iklim sartlar1 olmasina ragmen ugucu
yaglar1 ithal etmektedirler. Tiirkiye olarak bu olumlu iklim kosullar1 ve genis tarim arazileri
degerlendirilmeli ve ugucu yaglarin tretimi fazlalastirilmalidir. Bu sayede ithalata harcanan

doviz oraninin azaltilmasi ve iilkemize doviz girdisinin artmasi saglanmalidir (Telci, 2001).

1.3. Mentha pulegium L.

Mentha pulegium (M. pulegium), Lamiaceae ailesine ait, Amerika'da dogallastirilan ve
Avrupa, Asya, Arap iilkeleri ve Etiyopya'da yetisen aromatik bir bitkidir (Teixeira vd., 2012).
Tiirkiye 1liman iklim kusaginda bulunmakta olup, barmndwrdigi bitki ¢esitliligi bakimindan
cevresindeki birgok iilkeden farkli olan Gzelligiyle dikkat ¢eker. Tiirkiye’de bulunan bitki
tiirlerinin sayisi, Avrupa’da yayilis gosteren bitki tiirlerinin sayisiyla yarismaktadir. Son yillarda
yapilan kesiflerin de eklenmesiyle, Tiirkiye’nin 12.000 dolaylarinda bitki tiirtine sahip oldugu
saptanmustir (Erik ve Tarikahya, 2004).

M. pulegium L. Tirkiye’de bulunan tiirler arasinda yer almakla beraber Ballibbagiller
familyasinin Mentha tiirlerinden birisi olup, genel olarak 2000 rakimin iizerinde yetisen yaygin
ad1 Yarpuz (Pennyroyal) olarak bilinen tiirdiir (Chalchat vd., 2000). Yarpuz bitkKisi ugucu yaglar
bakimindan oldukg¢a zengin olup, ugucu yagmda major komponent olarak pulegon bulunur.
Pulegon’dan farkli olarak piperiton, menthol, menthon gibi diger maddeleri de barmdirmaktadir
(Baser vd., 1999; Oztiirk vd., 2002).

M. pulegium yaklasik olarak 10-50 cm uzayabilen, dayanikli ¢ok yillik otsu bir bitkidir.
Dik olarak veya topraga yatarak gelisen iki ¢esidi vardir. Govdesi ve yapraklari tiiylerle kaphdir.
Yapraklar1 oval sekilli olup kisa saphdir. Cigekleri yapraklarin hemen iistiinde bulunur.
Ciceklerinin uguk mor rengindedir. Bitki, doktiigii minik tohumlariyla ¢ogalir. Kuvvetli ve
keskin bir kokuya sahiptir. M. pulegium bitkisinin yapraklarinda bol miktarda glutatyon,
askorbik asit, B> ve Bs vitaminlerinin bulundugu ve fenolik bilesiklerce zengin olmasi sebebiyle
de giiglii bir dogal antioksidan kaynagi olarak rapor edilmistir (Cételi vd., 2013).

Bitlis yoresinde M. pulegium kurutularak tiiketilmektedir. M. pulegium bitkisi ¢icek

acmadan koparilir ve karanlik bir ortamda kurutulur. Genellikle yemeklere katilarak tiiketilen
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yarpuz bitkisi bazen de su ile kaynatilarak tiiketilmektedir. M. pulegium bitkisi Bitlis yoresinde
mide kasilmalari, mide yanmasi ve bulantisima iyi geldigi i¢in yogurda karigtirilip da
tilketilmektedir.

M. pulegium bitkisinde bulunan ugucu yaglar ¢esitli arastirmalarda kullanilmis olup
ozellikle lavralar iizerinde oldiiriicti etkisiyle 6n plana ¢ikmistir. Yapilan ¢aligmalara gore yarpuz
bitkisinin ugucu yaglari lavra ve yumurtalarda %100 6liim orani ile en etkili ugucu yag olarak
kayda gegmektedir (Lamiri vd., 2001). Bununla beraber, yaydig1 keskin koku ile de bitkilerin
polen ve tohumlarmin diger bitkilere yayilmasmi kolaylastirmasi yoniinden olduk¢a 6nemli bir

rolii tistlenmekte olup ekolojik dengenin korunmasina yardimci olmaktadir (Laborda vd., 2013).

1.4. Mentha Pulegium’un Kimyasal Yapisi

M. pulegium’un kimyasal igeriginin yetistigi bolge 6zelliklerine gore farklilik gosterdigi
tespit edilmistir. EI Ghorab vd (2006) yaptiklar1 bir ¢alismada Misir’da yetisen yarpuzun ugucu
yag kompozisyon analizi sonucunda 53 farkli komponent tespit edilmis bunlardan major
komponentlerin % 43.5 oraninda pulegon, % 12.2 piperitone, % 6.5 p-mentan-1,2,3-triol, % 3.6
y-elemenene, % 3.0 guaiene (cis-B), %2.6 karvakrol asetat ve 2.4 % feniletilalkol oldugunu
saptamiglardir (EI-Ghorab 2006).

Mkaddem vd 2004 yilinda yaptiklar1 bir arastirmada Tunus’ta yetisen M. pulegium’un
ucucu yag kompozisyonunda 34 farkli bilesik tespit etmislerdir. Bu bilesiklerden major olarak %
41.8 pulegone, % 11.3 isomenton ve karvon % 6.2 olarak bildirmistir (Mkaddem vd, 2007).

Lorenzo vd (2002) yaptiklar1 bir arastirmada M. pulegium bitkisinde, pulegone oranini
%73.4, isomenton miktarn1 %12.9, menton diizeyini ise %3.6 olarak tespit etmislerdir.
Calismada oksijen igeren monoterpenlerin orani ise %94.3 olarak tespit edilmistir. Monoterpen
hidrokarbonorani ise %2.2 olarak bulunmustur. Ayn1 arastirmada, Mentha rotundifolia bitkisinde
ise piperitenone oksid oran1 % 80.8 olarak belirlerken, oksijen igeren monoterpen oranini ise %
84.6 olarak saptamiglardir. Monoterpen hidrokarbon orami ise 9%5.3 olarak belirlenmistir
(Lorenzo vd., 2002).

Ulkemizde yapilan bir calismada ise Sarikiirkcii vd (2012) M. pulegium bitkisinin ugucu
yag analizinde major komponent olarak pulegone oranini % 71.47 olarak belirlerken menthone
oranini ise % 7.67 olarak tespit etmislerdir. Calismada monoterpen hidrokarbon orami %3.7
olarak bulunurken, oksijen ile doyurulmus monoterpen miktar1 %93.76 olarak bulunmustur

(Sarikurkcu vd., 2012).



1.5. Terpenler

Yiizyildan bu yana bazi bitkilerin ¢igek, yaprak, dal, kok, govde ve meyvelerinde hos
kokulu ve ugucu maddelerin bulundugu bilinmektedir. Bu maddelere ugucu yaglar (esansiyel
yaglar) ve eterik yaglar da denmektedir (Pinder, 1960).

Terpenler hiicrelerin ¢ok az miktarda igerdikleri ve 5 karbonlu bir hidrokarbon olan
izopren yapitaglarindan ibaret bilesiklere denir. Terpenler, iki ya da daha fazla izopren’in bir
araya gelerek olusturduklar1 hidrokarbonlardir. Bulundurduklari izopren sayismma gore;
hemiterpenler (C5), monoterpenler (C10), seskiterpenler (C15), diterpenler (C20), triterpenler
(C30) gibi gruplara ayrilir. Terpenler dogada genellikle terpenoid yani terpenlerin oksijenli
tirevi halinde bulunurlar. Terpenoidler genellikle bitkilerin tohumundan, ¢igeginden,

govdesinden, meyvesinden, kokiinden elde edilen ugucu yaglarda bulunur (Thormar, 2010).

1.5.1. Hemiterpenler (C5)

Sadece bir tek izopren birimi igeren en kiigiik terpen grubunu olusturmaktadir. En gok
bilinen hemiterpen ise fotosentetik dokulardan salinan ugucu bir iiriin olan izoprendir. izopren

enzim sentezi, bir¢ok bitki tiiriiniin yaprak plastidlerinde yer almaktadir (Croteau vd., 2000).

1.5.2. Monoterpenler (C10)

Esansiyel yaglar bitkilerin ugucu yag kismini kapsar. Bitkilerin karakteristik 6zelliklerine
ve kokularina sahiptir. Monoterpenler yapisinda iki izopren birimi i¢eren terpen grubu olup 10
karbon atomu tagiyan izopronoid grubundadir. Giizel koku ve giizel tat verici olarak parfim ve
gida sanayisinde kullanilan esansiyel bitki ugucu yaglari, yiizyillardir bocekleri ve hasereleri
kovmak igin ve tarih boyunca medikal ilag olarak kullanilmistir. Ornegin; yapilan merhem ve

ilaglarin viicut yaralarinda, mide agrilarinda ve dsiitmelerde kullanilmasi gibi (Stammati vd.,

1999; Muehlbauer vd., 2003).

1.5.3. Seskipenler (C15)

Seskiterpenler 15 karbonlu bilesiklerdir. Monoterpenlerin yapitast olan geranil pirofosfat
molekiilli, izopentenil pirofosfat ile kondenzasyona ugrayarak seskiterpenleri olustururlar.

Terpenlerin en genis smifin1 olusturan seskiterpenler ayni zamanda diinyada da genis bir
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dagilima sahiptirler. Bu terpenler hem ucgucu hem de biiyiilk molekiillii olanlar1 ise ugucu
olmayan terpenler sinifinda da yer alir. Seskiterpenler asiklik, monosiklik, bisiklik, trisiklik ve
tetrasiklik olarak 5 ayr1 formda bulunabilirler (Robbers vd., 1996).

1.5.4.Diterpenler(C20)

Diterpenler bitkilerde yaygin olarak bulunan 20 karbonlu olup 4 izopren grubundan
olugsmus bilesiklerdir. 20 C’lu diterpenler daha az toksik olup daha basit bir yapiya sahiptir.
19C’lu yapisinda bir N atomu tastyan diterpen alkaloitleri ise daha karmagik bir yapiya sahip
olup asir1 toksik bilesiklerdir. Dogal bilesikler iginde 6nemli bir yeri olusturan diterpenler
antitiimor, antibiyotik, insektisit 6zellik gosterirler (Robbers vd., 1996).

1.5.5. Triterpenler

Triterpenler Alt1 tane izopren igeren (30 karbonlu) terpen bilesiklerine denir. Karmasik
bir yapiya sahip olan aldehit, alkol ve karboksilik asittten olusan erime noktasi yiiksek, rengi
olmayan bilesiklerdir. Triterpenlerin antibakteriyel, antiviral, anti-HIV-1, hepato Kkoruyucu,

antioksidasyon, antihipertansif ve kolestrol azaltic1 etkilere sahiptir (Harborne, 1988) .

1.6. Fenolik Bilesikler

Bitkilerde dogal olarak bulunan kimyasal bilesikleri tanimlamak ig¢in
kullanilan, yiliksek asitlik seviyesine sahip antioksidan olan fenolik bilesikler bitkilerin
savunma mekanizmasinda gorev almaktadirlar. Parazit, wvirlis, bakteri gibi =zararl
mikroorganizmalara kars1 etki gosterirler. Bitkisel iriinlerin dogal tat, koku ve renkleri bu
kimyasal bilesikler saglar (Bohn, 2014).

1.6.1. Flavonoidler

Bitkisel iirlinlerde bol olarak bulunan sayilart 4000’in iizerinde oldugu tahmin edilen
baklagiller, sogan, cay, elma ve domates gibi iiriinlerde bol miktarda bulunan antioksidan
ozelligiyle beraber antiviral, antialerjik, antienflamatuvar ve diger ozelliklerinin bulundugu

bilesiklerdir (Stavric, 1994).



1.6.2. Fenolik Asitler

Fenolik asitler genel olarak serbest halde bulunmayan fenol halkasmna bagli hidroksil
gruplar1 aktif olan sekerlerle birlesip glikozitleri olusturan, karboksil gruplar1 aminoasit

karbonhidrat ve proteinlerle reaksiyona giren asitlerdir (Yildiz ve Baysal, 2003).

1.6.3. Tanenler

Tannik asit olarak da bilinen su, etanol ve asetonda eriyen, bitkilerde bulunan eter,
kloroform gibi ¢oziiciilerde az eriyen, bitkilerin hemen hemen tiim organlarinda bulunan fenolik
asit molekiillerinin basit sekerlerle olusturdugu esterlerdir. Tanenler dogada yapili bitkilerin
familyasinda yaygmn olarak bulunur. Ozellikleri, proteinler ile kararli capraz baglar olusturacak

yeterli miktarda fenolik hidroksil grubu igermesidir (Deshpande vd., 1986).

1.6.4.Stilbenler

Stilbenlerin en yaygimn bilesigi bitki diinyasinda oldukga yaygm resveratrol olmakla
beraber resveratrol iiziimiin dis kabugu ve kirmizi sarapta yiliksek miktarda bulunur (Espin vd.,
2007).

1.6.5. Lignanlar

Lignanlar insanlarda ostrojenik etkinlik gosteren enterolakton ve enterodiol bilesikleriyle
benzer yapiya sahip olup keten tohumunda yiiksek miktarda bulunan bilesiklerdir (Ozkaynak ve
Ova, 2008).

1.7. Antioksidanlar

Serbest radikaller eslenmemis elektronlar1 bulundugundan dolayr diger maddelerle
kolaylikla reaksiyona giren dis orbitalinde bir ya da birden fazla eslenmemis elektron tasiyan,
yliksek enerjili atom olarak tanimlanmaktadir. Serbest radikaller endojen (i¢ kaynaklar) ve
eksojen (dis kaynak) kaynakli olmak tizere iki cesittir (Bast vd., 1991). Serbest radikallerin

fazlasin1 etkisizlestirmek, serbest radikallerin toksik etkilerinden hiicreleri korumak ve



hastaliklar1 6nlemede etkinlik saglayan ve hiicre hasarin1 dnlemeye yardimei olan viicutta gorev
yapan savunma sistemlerine antioksidanlar denmektedir (Pham-Huy vd., 2008).

Insanlarin satin aldiklar1 gidalarin dzelliklerini ve saghk iizerindeki olumlu olumsuz
etkilerini sorgulamalari, hayat standardinin yiikselmesi, kanser, kalp krizleri, diabet gibi
hastaliklardan dolayr 6liim oranlarinin asir1 yiikselmesi, sigara, alkol stres gibi risk faktorleri
yasami saglikli bir sekilde silirdiirebilme ve hastaliklar1 dnleme yollarinin arastirilmasini
saglamistir. Bundan otiirii insan viicudu iizerinde dogal sebze, bitki ve meyvelerin etkileri
gectikge Onem kazanmaktadir. Antioksidan kaynaklarla alinan antioksidanlarin zararh
maddelerin etkisine kars1 koruyucu bir kalkan olusturmasi dogal iiriinlere olan ilgiy1 arttrmustir
(Etherton vd., 2002).

Antioksidanlar, dort farkli mekanizma ile oksidanlar1 pasifize ederler (Memisogullari,
2005):

* Temizleme (Scavenging) etkisi: Hedef Oksidanlar1 zayif bir molekiil haline getirme
seklinde meydana gelmektedir.

* Baskilama (Quencher) etkisi: Oksidan maddelere kars1 bir hidrojen aktararak etkisiz
hale getirme seklinde ve bu ¢ogunlukla flavonoidler tarafindan yapilmaktadir.

* Onarma etkisi: Oksidanlarin hiicrelere karsit olusturdugu hasar1 ortadan kaldirip
onarma seklinde etki géstermektedirler.

« Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarmi engelleyen bu etki

hemoglobin ve E vitamini tarafindan gergeklestirilmektedir.



ANTIOKSIDANLAR
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Sekil 1.1. Antioksidanlarm Siniflandirilmasi (Carocho ve Ferreira, 2013).

1.7.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres serbest radikaller ve antioksidanlar arasinda olan dengenin serbest
radikaller lehine olmasina yani serbest radikallerin olusumunun artmasidir. Oksidatif stres, insan
viicudunda oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin, oksidanlar lehine bozulmasi olarak

da tanimlanmaktadir (Bhuvarahamurthy vd., 1996).

1.8. Antimikrobiyal ve Antifungal Etki

Tibbi ve aromatik bitkiler asirlardir hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla yaygin olarak
kullanilmistir. Son yillarda, geleneksel tip ilizerine olan ilginin artmasi, geleneksel tibbin
alternatif saglik hizmeti olarak kabul edilmesi ve insan viicudunun antibiyotiklere karsi
direncinin azalmasi gibi gelismeler aragtirmacilari bitkilerin antimikrobiyal etkilerini aragtirmaya
yoneltmistir  (Lis-Balchin ve Deans, 1996). Bazi arastirmalar M.pulegium bitkisinin
antimikrobial ve antioksidan etkisi oldugunu géstermistir (Sivropoulou vd., 1995; Mahboubi ve
Haghi, 2008).

Buna ek olarak, bazi bitkilerin dogal ekstraktlarinda fungisital etkili bilesikler mevcuttur.
Bu bilesikler antifungal etkiye sahip olup miktar ve 6zellik olarak esansiyal yag cesidine gore
antifungal etkilerde farkliliklar gostermektedir (Nguefack vd., 2009). M. pulegium’un antifungal
(Hmiri vd., 2011) ve antimikrobiyal o6zellikleri bildirilmistir (Mahboubi ve Haghi, 2008).



Yapilan bir arastrmada ise nane igeriginde bulunan mentol ve mentonun antimikrobiyal

aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (Kivang ve Akgiil, 1989).

1.9. Antienflamatuar Etki

Antienflamatuar iltihabi reaksiyonu, yangiy1 onleyici anlaminda kullanilir. M.S 30
yilinda ilk defa inflamasyon tanimi yapilmis olup 1897°de ise Felix Hoffman aspirini agizdan
kullanim i¢in uygun hale getirmis ve iki y1l sonra aspirin ila¢ olarak kullanilmaya baslanmistur.
Baslangicta agr1 kesici olarak kullanilan aspirin, 20. Yiizyilin baslarinda artan grip salgmni
sonrast grip i¢in kullanilmustir (Jack, 1997).

Cesitli bitkiler inflamasyon semptomlarini gidermek i¢in kullanilmistir. inflamasyon’un 5
belirtisi bulunmaktadir. Inflame bdlgede sicaklik artis, agri, kizariklik, sislik ve islevin kaybidir.
Bu belirtileri en aza indirmek ve bitirmek i¢in nonsteroid antienflamatuar ilaglar (NSAII) veya
tibbi bitkiler kullanilmaktadir (Ozalp Dural, 2002).

Yaralanmalarda meydana gelen inflamasyonun tedavisinde antienflamatuar, antiseptik,
antimikrobiyal etkilerle sahip olan bitkiler kullanildiginda yaralarin daha kisa bir zamanda

iyilesme gosterdigi bildirilmistir (Yesilada vd., 1999).

1.10. Enzimler

Yiizyillardan beri yogurt, peynir, sarap yapiminda enzimler kullanilmaktadir. 1825
yilinda Jakob Berzelius, nisastanin sindirilmesi i¢in etkili olan bitkisel enzimler iizerinde
calismalar yapmustir. i1k 1878 yilinda Kiihne tarafindan kullanilan enzim kelimesi Yunanca’da
"mayalanmak" anlamima gelmektedir. Alman fizyolojist Eduard Buchner ise fermentasyonun
canli icermeyen ortamlarda da olustugunu gostererek ve Nobel Kimya Odiiliinii 1907 yilinda
almaya hak kazanmistir (Hammamchi, 2014).

Enzimler diger ad1 ile biyolojik Katalizorler hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlarin hizini
artiran protein yapisinda olan hiicrelerde metabolik gorevleri olan molekiillerdir. Her enzim i¢in
ayr1 bir pH degeri vardir. Bu degerlerin disinda enzimlerin aktivitesi diiser. Her enzimin aktivite
degeri birbirinden farklidir (Bhat, 2000).

Enzimler yapisal a¢idan basit ve bilesik enzim olmak tizere ikiye grupta incelenir. Basit
enzimler yani apoenzim sadece proteinden olusan enzim tiirii olup sindirim enzimlerinin tamami
basit enzimdir. Bilesik enzimler yani holoenzim protein olan kisim ve protein olmayan yardime1

kisimlardan meydana gelen enzimdir. Protein kisim enzimin hangi maddeye etki edecegini
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belirler. Yardime1r kisim organik ise koenzim, inorganik ise kofaktor denir. Koenzim veya

kofaktor, substrati etkiler ve enzimi aktive ederler (Pandey ve Ramachandran, 2006).
1.10.1. Enzimlerin Ozellikleri:

-Enzimler RNA molekiilii disinda protein yapisindadir.

-Katalitik aktiviteleri cok ytiksektir.

-Enzimlerin etki ettigi maddelere substrat denir ve her enzim sadece bir substrata etki eder.

-Enzim ile substrat birbirleri ile baglanmasi anahtar-kilit iliskisine benzemektedir.

.~

Enzim Substrat Enzim-Substrat Kompleksi

Sekil 1.2. Enzim Substrat Anahtar-Kilit modeli (Kaya, 1993).
-Substratin ylizeyi ne kadar fazla ise enzimin aktivitesi o kadar yiiksek olur.
-Her hiicrede kimyasal reaksiyon ¢esidi kadar enzim bulunmaktadir.
-Enzimler tepkimeleri baglatmazlar, baslayan tepkimeleri hizlandirirlar.
-Enzimler 6 ana gruba ayrilmaktadirlar (Keha ve Kiifrevioglu, 1997).

-Oksirediiktazlar

Iki substrat arasnda redoks reaksiyonlarmi katalizleyen enzimlerdir. Dehidrogenazlar

veya oksidazlar olarak da bilinmektedirler. Ornek olarak; laktat dehidrogenaz, katalaz verilebilir.

- Transferazlar

Iki substrat arasinda hidrojen disindaki grubun transferini katalize eden enzimlerdir.

Ornek; glutamik piriivik transaminaz, fosforilaz vb.
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- Hidrolazlar

Eter, peptid, glikozid gibi baglarn suyun katilimiyla hidroliz olaymn1 katalize eden

enzimlere denir. Ornek; amilaz, proteazlar, karbonhidrazlar, lipazlar vb.

-Liyazlar

Hidrolizden farkli bir mekanizma ile substratlardan gruplarin uzaktastirilip, ¢ift baglarin
olusturuldugu reaksiyonlar1 ketalize eden enzimlere denir. Ornek; piriivat dekarboksilaz, sitrat

sentaz, adenilat siklaz vb.

-izomerazlar

Optik, geometrik ve yapisal izomerlerin birbirine doniistiiriilmesini katalize eden

enzimlere denir. Ornek; triozfosfat izomeraz, glukoz-6-fosfat izomeraz vb.

-Ligazlar

Yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden, fosfat baglarmin kopmasimni saglayarak molekiiller

arasindaki baglanmay1 saglayan enzimlerdir. Ornek; DNA ligaz vb. (Keha ve Kiifrevioglu,

1997).

1.10.2. Multienzim Sistemleri

Enzimler saglam hiicrede bir arada ve hizli bir sekilde calisirlar ve bir¢ok reaksiyonu
katalize ederler. Birinci enzimin iriini daha sonraki enzimin substratini olusturan enzim
sistemine multienzim sistemleri denir ve ii¢ sekilde molekiiler yapiya sahiptirler.

En basit multienzim sisteminde enzimler bir siv1 igerisinde ¢oziinmiis ve birbirinden ayr1
bir sekilde bulunurlar ve kiiciik substratlar diflizyonla bir enzimden diger enzime gecis saglarlar.
Ikinci tip multienzim sisteminde ise enzimler fiziksel olarak birlesmis, fonksiyonlar1 beraber
olarak gerceklestirir. Multienzim grubundan ayrilan enzimler aktivitelerini kaybederler. Ugiincii
tip multienzimlerde ise membramlar veya ribozom gibi yapilarin {izerine dizilmis halde enzimler
bulunur (Keha ve Kiifrevioglu, 1997).
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1.10.3. Enzim Kinetigi

Deneysel istatistiklerdeki degismelerle enzimatik tepkimelerin hizlar1 arasindaki iliskileri
ifade eden enzimatik tepkimenin hizi, enzim etkisiyle birim zamanda (1 saniyede) iiriine doniisen
substratin miktarina gore iliskileri ifade eder. Substratlarin {iriine doniisiinde reaksiyon hizimin ve
izlenen yolun bilinmesidir. Enzim kinetiginin bilinmesi gereken unsuru ise enzim-substrat
yogunlugundaki orandir. Bu yogunluk enzim tarafinda ise reaksiyon hizi artar ve substratlarin
yogunlukta oldugu reaksiyonlarm hizi da diiser. Ilgili en onemli unsur enzimin substrat
yogunlugu arasindaki orandir. Asir1 miktarda substratin arttirilmasi durumunda ise reaksiyon hiz
olarak sabitlesir enzim ve substrat arasinda doygunluk olusur ve reaksiyon hizinda higbir

degisme meydana gelmez (Keha ve Kiifrevioglu, 2010).

-

[S]I( Substrat derigini)

)

.

Sekil 1.3. Michaelis-Menten Doygunluk Grafigi (Bingol, 1977).

Enzimler tarafindan bir saniyede iiriine ¢cevrilen molekiil sayisina turnover sayisi denir ve
‘kcat® sembolii ile gosterilir. Henri ve arkadasi Brown 1903 yilinda enzim ve substrat ile enzim-
substrat arasinda bir dengenin oldugunu 6nermistir. Bu oneriden sonra Michaelis ve Menten ile
arkadaslar1 gibi Henri’'nin 6 denklemini dogrulayip iizerinde c¢esitli calismalar yapip
dogrulamiglardir. Bu reaksiyonlar enzimin eksilmedigini, yerine bir geri doniisiim katalizoriiniin
oldugunu kabul ederler. i1k asamada serbest bir E kompleksi olusturmak icin serbest enzimin (E)
ve substratin (S) hizl bir sekilde dengelenmesi islemidir. Bunu, ES (enzim substrat kompleksi)’
nin E + P’ ye (olusan iiriin) hiz smirlayici ayrilmasi takip eder. E, S ve ES arasindaki hizli denge
reaksiyon boyunca korunur (Segel, 2013).

Michaelis-Menten’in 1913 yilinda olusturduklar1 mekanizmalari, biiyilk enzim molekiil
topluluklart i¢in katalitik etkinliklerin olduk¢a doyurucu bir tanimini saglamistir. Enzim kinetigi,

enzim aktivitelerinin karakterizasyonu 6nemli bir yere sahiptir (Fersht, 1999).
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1.10.4. Enzim Inhibisyonu

Hem hiicre i¢inde hem de hiicre disindaki aktivitelerinin diger bilesikler tarafindan
azaltilmas1 ya da yok edilmesi olayma inhibisyon denir. Buna neden olan bilesiklere ise inhibitor
ad1 verilmekte olup, inhibitorler genellikle iyonlar veya kiigiik molekiil agirhigindaki
bilesiklerdir. Inhibitorler enzimin katalitik gorevini yerine getirmesini engeller. Inhibitdrler
enzim aktivitelerinin inhibisyonu i¢in kontrol mekanizmasi olusturur ve enzimlerin etki
mekanizmalarinin incelenmesinede yardimei olur (Keha ve Kiifrevioglu, 1997).

Enzimatik inhibisyon doniistimsiiz ve doniisiimlii olmak tizere iki ¢esittir. Doniislimsiiz
inhibitor enzime kovalent olarak ya da kompleks olarak baglanir ve baz1 enzimleri yok ederler.
Doniisiimlii  inhibitérlerden olan yarismali inhibitérlerde inhibitor substrata benzemektedir.
Subsrat ile inhibitér bir yarisin icerisindedir ve substrat yogunlugunu arttirmak bu durumu
¢ozmeye yardimci olur. Fakat yarigmasiz inhibitorlerde inhibitér enzimin farkli bir noktasma
baglanir ve substrata benzemez. Boyle bir durumda substrat yogunlugunu arttirmak ¢are olmaz

(Keha ve Kiifrevioglu, 1997).

1.10.5. Arasidonik Asit Metabolizmasi

Doymamig yag asitleri hiicre membraninin yapisal ve islevsel biitiinliigiiniin
korunmasinda rol oynamaktadir (Sargent vd, 1999). Arasidonik asit 20 karbonlu, 4 adet ¢ift bag
iceren, hiicre zarinda esterlesmis olarak bulunan inflamasyon sonucunda hiicre zarindan
enzimlerin etkisiyle ayrilan doymamis yag asitidir. Hiicre zar1 fosfolipidlerinin enzimler
aracilifiyla hidrolizi sonucunda serbest hale gecerler. Hayvanlarda fosfolipit metabolizmasinin
onemli bilesenlerinden biridir. ARA hiicre zarinda bulunup fosfolipid sentezinin belli bir
kisminda gérev almaktadir (Marnett vd., 1999).

Eikozanoidlerin ¢ogunun biyosentezi arasidonik asitle baslar. Eikozanoidler, ¢oklu
doymamis yag asitlerinin metabozima sonucu ortaya ¢ikan oksijenli metabolitleri olup viicuttaki
tim biyiik yollarda tamimlanirlar ve farkli fizyolojik reaksiyonlara katilim saglarlar.
eikozanoidler vuciidun tiim dokularinda ve wvuciit sivilarinda bulunmakta olup hastaliklarla
savasmada Onemli role sahiptirler. Memelilerdeki eikozanoidlerin sentezi ARA’den
siklooksijenaz  (COX), lipooksijenaz (LOX) ve sitokrom p-450 (CYP) vyollar1 ile
gerceklesmektedir (Yuan vd., 2014).
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1.10.6. Siklooksijenaz Yolag:

Aragidonik asitten prostaglandin H2’ye (PGH2) sentezlenmesi sonucunda eikosanoidlerin
sentezi iki temel yolla gergeklesir ve bunlardan biri olan siklooksijenaz yolagi prostaglandin ve
tromboksanlarin sentezledigi yoldur. Siklooksijenaz yolunda prostaglandin sentezi i¢in hiicre
membranindan serbest hale gelen arasidonik asit, Siklooksijenaz (COX) enziminin etkisiyle de
prostaglandin endoperoksit iizerinden prostaglandin H2’ye (PGH2) donistirilir. COX,
endoplazmik retikulumda ve ¢ekirdek membramina bagl olan bir enzimdir. Yapisal yani (COX-
1) ve uyarilan yani (COX-2) olmak iizere iki farkli izoformu yani farkli genler tarafindan sentez
edilen iki tipi vardir (Harris vd., 2014).

Siklooksijenaz, AA’nin Onemli anahtar enzimi olmasinin yaninda reaktif oksidan
metabolitlerin olusmasindan sorumlu enzimlerden biri olma &zelligine sahiptir (Rouzer ve
Marnett, 2003). Siklooksijenaz inhibitorlerinin enflamasyona neden olan serbest radikal hasarmi

onleyerek enflamasyonun tedavisine biiyiik katki sagladiklar1 biliniyor (Kara vd., 2004).

1.11. COX-1 ve COX-2 Enzimleri

COX enzimi ilk defa 1971’de tanimlanmistir ve COX enziminin ikinci izomeri oldugu
1980’lerde tespit edilmistir (Merlie vd., 1988).

COX-1 enzimi {retildigi hiicrelerde stirekli olarak sentez edilmesi yani
yapisal(konstitiitif) olmasi onu COX-2 enziminden ayiran en énemli 6zelligidir. COX enzimatik
reaksiyonlar1 analjezik inflamatuar ilaglar tarafindan aktiviteleri durdurulabilir yani inhibite
olurlar. Viicudumuzda baskin olan ¢esit COX-1’dir ve ayn1 zamanda fizyolojik uyarilarla COX-1
enzimi etki aktivite olur. COX-1 izoenzimi organizmada dengenin saglanip devam ettirilmesi
icin gereklidir. COX-1 enzimi memelilerde normal fizyolojik sartlar halinde mide mukozasinda,
damarlarm i¢ kisminda, kalp, bobrek tiibiillerinde ve trombositlerde bol miktarda bulunmaktadir
(Tolba vd., 2014).

COX-2 enzimi viicutta inflamasyon sonucu kizariklik, sislik, 1s1 artis1 ve agr1 olusmasina
tepkiyen hizla ¢ogu hiicrede normal olarak diisiik seviyelerde bulunurken, hizla pek ¢ok hiicrede
cogalarak PGI2 (prostasiklin) sentezinde goérev alan ve genellikle enzimlerin aktivitesinin
artmasi sonucu olusan bir izoformdur. COX-2’nin farkli hiicrelerdeki enzimlerin ve diger
proteinlerin ekspresyonunu yiikselttigi ve birkag¢ uyarici faktor araciligiyla, sitokinler tarafindan

enzim aktivitesinin artti1 veya regiilasyonunda artisa neden oldugu bilinmektedir (Flavahan,
2007).
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Yapilan ¢aligmalarda COX-2’nin patofizyolojik roliine ek olarak da fizyolojik roliiniin de
oldugu tespit edilmis ve bundan 6tiirii COX inhibitorlerinin yan etkilere sahip olmasi kaginilmaz
olmustur (Mukherjee, 2002). Asetil salisilik asit (aspirin), asetaminofen tarzi non-steroid
antienflamatuar ilaglar COX-1 ve COX-2 izoenzimlerini inhibe ederek prostaglandin sentezini
baskilar ve etki ederler. Aspirin etkisini yapisindaki asetil grubunu yollayarak enzimi geri
doniisiimsiiz bir sekilde inhibe etmek suretiyle gergeklestirirler. NSAI ilaglar iki enzimi birden
inhibe ederken, COX-2 inhibitérleri indiiklenenir ve COX-2 inhibisyonu yapmakta ve NSAI
ilaglarda goriilen yan etkileri olusturmaksizin etki yapmaktadirlar (Hasgelik, 2001).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Bitki Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

Calisma materyali olan M.pulegium Mayis-Temmuz 2020 aylarinda kokiiyle beraber
bitkiye zarar vermeyecek sekilde Bitlis Ili Koruk Kéyii civarindan toplandi. Bitki drneginin
metanol ekstrakti hazirlandi. Coziicli ortamdan uzaklastirildi. Coziicii uzaklastirildiktan sonra
kalan kisimdan ultrasaf su ortamina almmarak 7,98 mg/mL lik ¢dzeltisi hazirlandi. Hazirlanan
¢ozelti taze olarak kullamldi. Bitkilerin toplanmasi ve bilimsel teshisi YYU Egitim Fakiitesi

Biyoloji Boliimii Ogretim Eleman1 Mehmet FIRAT tarafindan yapildi.

2.2. Serbest Radikal (DPPH) Giderme Aktivitesi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, serbest radikal) serbest radikal temizleme aktivitesi
(Brand-Williams vd, 1995) tarafindan belirtilen metoda goére yapildi. Yontemde minGr
modifikasyon yapildi. Serbest radikal olarak 25 mg/L DPPH metanolde hazirlanilarak kullanild:.
Hazirlanan 7,98 mg/mL stok ¢ozelti 10 kat seyreltilerek deney tiiplerine sirasiyla 10, 20, 30, 40,
50 pL alind1 ve DPPH testinde kullanildi. Numuneler oda sicakliginda karanlik bir ortamda 30
dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda absorbanslar1 517 nm’de blanka karsi
(metanol) spektrofotometrede okundu. Reaksiyon ortamindan temizlenen DPPH miktarsi,

% Inhibisyon = (Ao — A1)/Aq] x 100 formiilityle hesaplandi.

Ao kontroliin absorbansi, A1 6rneklerin absorbansi olarak alind.

2.3.CUPRAC Yontemi ile Toplam Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

Bir cam tiip igerisine bakir (II) ¢Ozeltisi, neokuproin ¢ozeltisi ve amonyum asetat
tamponundan sirayla 1’er mL eklendi. Uzerine antioksidan ¢ozeltisi 7,98 mg/mL stok ¢ozeltiden
10 kat seyreltilerek deney tiiplerine sirasiyla 10, 20, 30, 40, 50 puL alinarak kullanildi ve distile su
eklenir. Toplam hacim 4 mL’ye tamamlandi. Elde edilen ¢ozelti oda kosullarinda agzi kapali
olarak 30 dakika bekletildi. 450 nm’de absorbans degeri 6l¢iildii (Apak vd. 2004). Askorbik asit
(AsA) standart olarak kullanildi. Askorbik asitten 4,44 x10* M stok ¢ozelti alinarak kullanildi.
AsA stok ¢ozeltisinden 50 pL alinarak normal test prosediirii uygulandi. Toplam antioksidan
kapasite askorbik asit cinsinden hesaplandi. Hesaplama agagidaki formiile gore yapildi.

TAK (mmol AA/g-6rmek) = A/ € X Vt/ Vo6 x S.F x Ve/m
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A: 450 nm’de 6lgiilen 6rnek absorbansi

&: AsA bilesiginin CUPRAC ydntemindeki molar absorplama katsayisi
Vt: CUPRAC 6l¢lim ¢ozeltisinin toplam hacmi (4.1 mL)

Vé6: Ornek hacmi (mL)

S.f.: Seyreltme faktorii

Ve: Hazirlanan ekstrenin hacmi (mL)

m: Ekstraksiyon isleminde alinan 6rnek miktar1 (g)

2.4.Antimikrobiyal Ozelliklerin Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivite disk difiizyon metoduna gore ¢alisildi (NCCLS,1997). Bakteri
izolatlar1 Mueller Hinton Broth (OXOID), mantar suslar1 ise SD Broth (DIFCO) s1v1 besiyerine
ekilerek 35+2°C’de 24 saat inkiibasyonla aktiflestirildi ve yogunluklart MCFarland 0.5’e (108
CFU/mL) gore ayarlandi (Barry ve Thornsberry, 1985). Bakteriler Mueller Hinton Agar
(OXOID), maya mantar1 Sabouraud Dextrose Agar (OXOID) besiyerlerine 100 pl birakilarak
cam baget ile siiriilerek kurumasi i¢in 15 dakika beklendi. 25 pl bitki ekstreleri 6 mm ¢apl steril
standart disklere emdirilerek kiiltiir ortamina birakildi (Barry ve Thornsberry, 1985). Sonrasinda
numuneler 24 saat siire ile 37 °C sicaklikta inkiibe edilerek inhibisyon ¢aplar1 belirlendi.
Antimikrobiyal ¢alismada diger testlerdeki bitki miktarina esdeger miktarda alinarak DMSO’da

¢Oziildii.
2.5. COX-1 Enzim Iinhibisyon Tespiti

Ticari kitler kullanilarak (Cayman Chemicals COX ovine/human Inhibitor Screening
Assay Kit tem No. 560131) yapildi. Calisma iki tekrarli olarak yapildi. Absorbanslar 70.
dakikada, Mikro Elisa plate okuyucuda okundu. Hesaplamalar kit prosediiriine goére yapildi.
Calismada bitki ekstrakti 10 kat seyreltilerek kullanild1.
2.6. COX-2 Enzim Inhibisyon Tespiti

Ticari kitler kullanilarak (Cayman Chemical COX ovine/human Inhibitor Screening

Assay Kit tem N0.560131) yapildi. Caligma iki tekrarli olarak yapildi. Sonuglar Mikro Elisa
plate okuyucuda okundu. Absorbanslar 70. dakikada, Mikro Elisa plate okuyucuda okundu.
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Hesaplamalar kit prosediiriine gore yapildi. Calismada bitki ekstrakti 10 kat seyreltilerek
kullanildi.
Sunulan ¢alisma Bitlis Eren Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatdrliigii

tarafindan BEBAP 2020.006 nolu proje olarak desteklenmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Tarihsel olarak bitkiler, insanlarin barinma, yakit ve gida gibi ihtiyaclarmi karsilamak
amactyla onemli bir kaynak olarak kullanilmistir. Ote yandan bitkiler, insanhigm saghk
ihtiyaclarini1 kargilamak i¢in her zaman halk tibbinin ve modern ilaglarin kaynagi olmustur
(Gilani ve Atta-ur-Rahman, 2005; Sharifi-Rad vd., 2018). Farmasotik tibbin yiiksek maliyet ve
giivenlik sorunlari nedeniyle, bitkilerin hem gida hem de ilag olarak kullanimimna yonelik yeniden
bir ilgi olusmustur (Anwar vd, 2016; Jamshed vd., 2015). Bitkilerden elde edilen tibbi tiriinlerin
daha giivenli oldugu kabul edilmektedir (Abbas vd., 2017).

Bu baglamda sunulan ¢alisma ile M. pulegium bitkisinin antioksidan ve antimikrobiyal
ozellikleri ile COX-1 ve COX-2 enzimleri iizerine etkisi incelendi. Antioksidan 6zellikleri DPPH
ve CUPRAC metotlar ile spektrofotometrik olarak incelendi. Calismadan elde edilen sonuglar,
M. pulegium yapraklarindan elde edilen metanol ekstraktmin antioksidan aktivitesinin DPPH

testi sonucunda %63 degerine ulastigi tespit edildi (Sekil 3.1).

64

62
61
60
59
58
57

% Inhibisyon

10uLl 20uL 30ulL 40uL 50uL
M Pulegium Hacmi

Sekil 3.1. M. pulegium bitkisinin DPPH testi bulgular1

CUPRAC testinde de yine 10 pL-50 uL arasinda degisen hacimlerde bitki ekstrakti
kullanilarak  toplam antioksidan kapasite belirlendi.  M.pulegium  bitkisinin  tiim
konsantrasyonlarda standart olarak kullanilan ASA’dan daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip

oldugu saptandi1 (Cizelge3.1).
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Cizelge 3.1. M. Pulegium metanol ekstrakti ve AsA’nin CUPRAC testi bulgulari.
Herbir deger X£SD (n=3) olarak gosterilmistir.

M. Pulegium TAK (mmol AsA /g- M. AsA (M) | TAK (mmol AsA
(uL) Pulegium) /9)
10 pL 1,532 + 0,316
20 uL 1,495 £ 0,014
30 uL 0,834 + 0,041 4.44x10% 0,329 £ 0,015
40 pL 0,663 £0,113
50 uL 0,560 + 0,034

Calismadan elde edilen sonuglara paralel olarak, Dzamic vd (2010) Mentha longifolia
bitkisinin DPPH serbest radikal siiplirme etkisini inceledikleri bir ¢calismada antioksidan etkinin
doza bagimli oldugunu tespit etmislerdir (Dzamic vd.,2010). Bardaweel vd (2018) yaptiklar1 bir
arastrmada Mentha spicata L.’ni DPPH, ABTS serbest radikal siipiirme aktivitesi ve FRAP
yontemi ile yaptiklar1 arastirmada gostermislerdir (Bardaweel vd., 2018). Aynmi caligmada
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Candida glabrata standart suslari {izerine
antimikrobial etkisi oldugunu gostermiglerdir. Bir bagska ¢alismada Poonam ve Anshu (2012) M.
Spicata’min siiperoksit radikal silipiirme aktivitesini farkli fraksiyonlarda test etmisler ve etil
asetat, su ve etanol ekstraktlarinin diger fraksiyonlara gore daha yiiksek aktivite gosterdigini
bildirmiglerdir (Poonam ve Anshu, 2012). Mimica-Dukic vd., (2003) M. piperita bitkisinin
antioksidan kapasitesinin M. aquatica ya da M. longifolia antioksidan kapasitesinden daha
yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Calismalarinda, M. piperita’nin DPPH radikal etkisini 1Csp,
2.53 ug/mL olarak tespit etmislerdir (Mimica-Dukic vd., 2003).

Bulasic1 hastaliklar diinyada tip alaninda gittikge artan endiselerden biri olarak kabul
edilmektedir (Nathan, 2004). Dahasi, baz1 mikroorganizmalarin ¢ogu zorlu ¢evre sartlarinda
yasayabilmektedir ve ¢oklu ila¢ direnci gelistirebilirler (Ahameethunisa ve Hoper, 2010). Ayrica
az gelismis ve gelismekte olan ve iilkelerde, sentetik ilaclar bulasict hastaliklar1 tedavi etmek icin
hem pahali hem de standartlarin altindadir ve yan etkiler sergilerler. Bu durum, mikrobiyal
enfeksiyonlar1 kontrol etmede ve bunlarla savasmada yeni ve daha giivenli dogal antimikrobiyal
ajanlarin arastirilmasi ihtiyacini dogurur (Ahameethunisa ve Hoper, 2010; Anwar vd., 2017).
Bitki bazli ilaglar ve bitkisel ilaglar, ayn1 zamanda yeni, daha giivenli ve etkili modern ilaglar
gelistirmek i¢in prototip gérevi goriir (Muhammad vd., 2015; Sahib vd., 2013).

Sunulan ¢alismada, M. pulegium bitkisinin ¢alismada kullanilan standart suslar iizerine

herhangi bir antimikrobiyal etkisi tespit edilemedi. Elde edilen sonuglardan farkl olarak, Jazani
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vd (2009) M. pulegium’in Klebsiella spp izolatlar1 lizerine kuvvetli antimikrobial etkisini
saptamiglardir (Jazani vd., 2009). Mentha’nin Pseudomonas aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Pseudomonas aerogenosa, Serratia marcesens ve Streptococcus aureus
standart suslarini iceren gram+ ve gram- suslarina karsi da antibakteriyel etki gdsterdigi rapor
edilmistir (Anwar vd., 2017; Saba vd., 2018).

Saba vd (2011) Mentha piperita’nin Escherichia coli, Salmonella typhius, Bacillus
subtilius, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermititis ve
Klebsiella pneumoniae suslarina karsi genis spektrumlu antibakteriyel etki gdsterdigini rapor
etmislerdir (Saba vd., 2011). Farkli bir ¢alismada ise Mentha longifolia, 6zellikle Pseudomonas
aerginosa, E. coli ve S. enterica dahil olmak {izere gram - suslara kars1 giiclii antibakteriyel
etkiler sergilemistir (Haris vd., 2012). Bunlara ek olarak, Padmini vd., (2010) M. spicata’nin
potansiyel dogal antibakteriyel ajan oldugunu gostermislerdir (Padmini vd., 2010).

Elde edilen sonuglarin farkli olmasinin nedeni konsantrasyon ve kullanilan ¢oziicli
farkliliklarindan olabilecegi gibi, calismada kullanilan bitkinin yetistigi bolgedeki toprak ve

iklim sartlarindan da kaynaklaniyor olabilir.

Cizelge 3.2. M.Pulegium 'un antimikrobiyal etki bulgular1

Menta Pulegium Mikroorganizma Antimikrobiyal Etki
(mg/mL)
Staphylococcus aureus Negatif
7,98 mgr/ml Pseudomonas aeruginosa Negatif
Escherichia coli Negatif
Candida albicans Negatif

[Itihabi hastaliklar, diinya ¢apmda dnemli saglik sorunlarindandir. Enflamasyon, vaskiiler
dokunun patojen ve tahris edici etkenlere kars1 gosterdigi karmasik bir biyolojik tepki olup sislik,
kizariklik ve agr ile karakterizedir (Ferrero vd., 2007; Palladino vd., 2003). COX enzimleri,
agr1, iltihaplanma ve trombosit agregasyonu ile baglantili olan prostasiklinler ve tromboksanlar
gibi farkli hormonlarin biyosentezinde goérev alan anahtar enzimler arasindadir (Pilotto vd.,
2010). Inflamasyonu azaltmak i¢in kullanilan ilaclar steroidlere disinda NSAIl’ler olarak
tanimlanir ve bu ilaglarin uzun siireli kullaniminin mide lezyonlari, kardiyovaskiiler bozukluklar
ve bobrek yetmezligi gibi ¢esitli yan etkilere neden oldugu bilinmektedir. (Huerta vd., 2002;
Wallace 2001). Bu durum da yeni ilaglarin kesfi ihtiyacin1 desteklemektedir.
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Sunulan ¢aligmada, M. pulegium bitkisinin COX-1 ve COX-2 enzimleri iizerine etkisi
ticari kitler ile galisildi. COX-1 iizerine %1.64 olarak belirlenirken, COX-2 degerleri kitin 6l¢tim
araligmin disinda kaldig1 i¢in hesaplanamadi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. M.pulegium’un COX enzimleri iizerine inhibisyon etkisi

Enzim Inhibitér % Inhibisyon Degeri
COX-1 M. Pulegium % 1.64
COX-2 M. Pulegium Hesaplanamadi

Filomena vd (2008), Mentha aquatica eckstraktinin antiinflamatuar aktivitesini
degerlendirdikleri ¢alismalarinda pozitif kontrol olarak NSAII indometasine kullanmislar ve bu
ilaca kiyasla Mentha aquatica’nin %27 6dem inhibisyonu iirettigini ve bunun 100 pg/cm?
dozunda 6dem yanitin1 %57 azalttigini bildirmislerdir (Filamena vd, 2008). Baska bir ¢alismada,
Verma vd (2003), ratlar tizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada, Mentha arvensis'in metanolik
ekstraktlarmin antiinflamatuar etkileri incelemis ve Mentha bitkilerinin potansiyel farmasotik
uygulamalar icin kesfedilebilecek antienflamatuar ajanlara sahip oldugunu bildirmislerdir
(Verma vd., 2003). Husseini vd (2016) farelerde L.officinalis’in hidroalkolik ekstraktinin COX-
1 ve COX-2 aktiviteleri tizerine etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda bitki ekstraktini 100 ile
800 mg/kg arasinda degisen dozlarda intraperitonal olarak uygulamislar ve ekstraktin COX-1 ve

COX-2 iizerine inhibisyon etkilerini sirasiyla %33 ve %45 olarak tespit etmislerdir.
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4. SONUC

Sonug olarak, sunulan c¢alismadan elde edilen veriler M. pulegium’un kullanilan
konsantrasyonda iyi bir antioksidan potansiyele sahip oldugunu ancak g¢alisgmada kullanilan
suslar tlizerine herhangi bir antimikrobiyal etkiye sahip olmadigini gosterdi. COX-1 enzimi

tizerine ¢ok zayif bir etki gosterirken COX-2 tizerine etkisi hesaplanamadi.
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