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ÖZET 
 

 

Urtica dioica (ısırgan otu), Urticaceae familyasında bulunan bir bitkidir. 

Urticaceae familyası tropik ve subtropik bölgelerde yetiĢen bitki grubudur. Dünya 

üzerinde çok geniĢ yayılıĢ alanına sahip olan bu familyanın ülkemizde 5 türü 

bulunmaktadır. Bunlardan biri olan U. dioica içeriğindeki çok yönlü kimyasal 

zenginliklerden dolayı tüm bitki kısımları geçmiĢten günümüze halk hekimliği, gıda, 

boya, lif, gübre üretimi ve kozmetik sanayisinde çeĢitli amaçlarla kullanılmaktadır. En 

belirgin morfolojik özelliği yakıcı tüyleridir ve bu sayede halk arasında kolayca 

tanınmaktadır.  

 

Etnobotanik açıdan çok büyük bir öneme sahip olan U. dioica‟nın, toplam 

fenolik içerik ve toplam antioksidan kapasite tayini metanol ve su çözücüleriyle 

incelenip en faydalı biçimde kullanımının sağlanması amaçlanmıĢtır. 

Türkiye‟nin farklı Ģehirlerinden ve farklı dönemlerde toplanan ısırgan otu 

örneklerinin online veritabanları kullanılarak U. dioica‟ya özgü primer seti dizayn 
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edilmiĢ ve moleküler tür tayini yapılmıĢtır. Bölgesel ve Ģehirsel farklılıkları incelemek 

amacıyla RAPD-PCR yöntemi kullanılmıĢ ve uygun primerler belirlenerek örneklerin 

DNA seviyesinde benzerlik ve farklılıkları, hem tür içi hem birey içi düzeyde 

incelenmiĢtir.  

 

Sonuç olarak, toplam antioksidan kapasite ve toplam fenolik madde 

miktarlarının Ģehirlere göre değiĢim gösterdiği, sanayi bölgesi ve kirlilik oranı yüksek 

Ģehirlerde bu tür yararlı bileĢiklerin miktarlarında azalma olduğu görülmüĢtür. Bunun 

yanında morfolojik olarak aynı olan U. dioica bitkisi ile yapılan RAPD-PCR 

sonuçlarına göre farklı sonuçların olduğu görülmüĢtür. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Isırgan otu, toplam antioksidan kapasite, toplam fenolik madde 

miktarı, RAPD-PCR. 
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ABSTRACT 
 

 

 

 Urtica dioica is a kind of plant which is a member of Urticaceae family. 

Urticaceae family groups in tropic and subtropic regions. There are 5 species in our 

country, whereas it spreads of a wide area around the world.  U. dioica is a one of these 

species, which includes high diversity of chemicals. Because of that diversity, all parts 

of the plants are used in medical treatment, nutrient, dye, fiber, dropping production and 

cosmetic industry from past to today. Searing feather are the most common 

morphological characteristic that‟s why, it‟s easily recognized by the people. 

 

The objective of this thesis is to determine total phenolic compounds and total 

antioxidant capacityto observe with the methanol and water solvents and to use it with 

the maximum efficiency. 

 

It‟s U.dioica collected from different cities in different times. Online databases 

were used for designing spesific set of primers determinate molecular species. To 
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observe the differences between regions and between cities RAPD-PCR methods was 

used. Differences and similarities of DNA were observed among the species and among 

the same plant by using spesific primers. 

 

As a result, its proved that there are changes of total phenolic compounds and 

total antioxidant capacity among the cities. And also, the amount of beneficial 

compounds decreases in industrial region and highly polluted cities. At the same time 

it‟s proved that morphologial similar U. dioica plant has different RAPD-PCR results. 

 

 

Keywords: Nettle, total antioxidant capacity, total phenolic compounds, RAPD-PCR. 
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BÖLÜM 1 

 

 

GĠRĠġ 

 

 
1.1.Amaç ve Kapsam  

GeçmiĢten günümüze insanlar çeĢitli amaçlarla bitkileri kullanmıĢlardır. Çok 

eski dönemlerden beri kullanılmakta olan bitkilerden biri olan Urtica dioica (ısırgan 

otu) ile yapılan çeĢitli araĢtırmalar bu bitkinin pek çok özelliğini ortaya çıkarmıĢtır.  

 

Klasik sınıflandırma metodu olan morfolojik sınıflandırma çalıĢmalarına destek 

amaçlı kullanılan moleküler yöntemler ile bitkilerin sınıflandırılması yapılmaktadır. 

Tezimizde online veri tabanları kullanılarak dizayn edilen primer seti ile U. dioica‟nın 

moleküler tür tespiti yapılmıĢtır.  

 

Antioksidan ve fenolik madde gibi birçok yararlı bileĢik sınıfı içerdiği bilinen 

ısırgan otunun, ülkemizde bölgelere göre farklılık gösterme durumlarının incelenmesi 

amaçlanmıĢtır. Bu amaçla ilkbahar ve sonbahar dönemlerinde 12 farklı Ģehirden alınan 

ısırgan otu örneklerinin % 70 metanol ekstraktı ve infüzyonu ile toplam antioksidan 

kapasite ve toplam fenolik madde miktarları belirlenmiĢtir.  

 

Moleküler tür tespiti yapılan U. dioica örneklerinin moleküler düzeyde 

değiĢimlerinin incelenmesi için 15 farklı primer ile RAPD-PCR yapılmıĢ ve korunmuĢ 

bölgeleri gösteren 2 (OPA-14 ve OPB-7) ve değiĢken bölgeleri gösteren 3 (OPB-5,     

OPB-12 ve OPB-18) primer belirlenerek deneylere bu 5 oligonükleotid primer ile 

devam edilmiĢtir.  

 

Tüm sonuçlar incelendiğinde tür tespiti yapılmıĢ U. dioica bitkilerinin, Ģehirlere 

göre toplam antioksidan kapasite ve toplam fenolik madde miktarları metanol ekstraktı 

ve infüzyonu yapılmıĢ örnekleriyle belirlenmiĢtir. Etnobotanik olarak kullanılan ısırgan 

otunun kullanımı ile ilgili olarak bu tür yararlı bileĢiklerin miktarlarının yoğun olduğu 

Ģehirlerin tercih edilmesi ve yararlı kısımlarının kullanılması amaçlanmıĢtır. 
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Ġçerdiği yapısal kimyasalların farklılığı genetik düzeyde de farklılığın 

olabileceği düĢüncesini getirmiĢtir. Bu amaçla yapılan RAPD-PCR sonuçlarına göre U. 

dioica‟nın Ģehirlere göre genetik altyapı farklılıkları olduğu görülmüĢtür. 

 

1.2.Etnobotanik ve Isırgan Otu 

 

Etnobotanik, Grekçe halk anlamına gelen “ethnos” ile bitki anlamına gelen 

“botane” sözcüklerinden oluĢan “etnobotanik” terimi ilk kez 1895 yılında ABD‟li bilim 

adamı John W.Harsberger tarafından kullanılmıĢtır. Ayrıca etnobotanik teriminin ilk 

geçtiği The Purposes of Ethnobotany adlı eser bu konuda bilinen ilk yayındır (Chen, 

1996). Harsberger etnobotaniği „yerli halkın bitki kullanımı‟ olarak tanımlamıĢtır. 

Etnobotanik, insan-bitki iliĢkilerini inceleyen bilim dalıdır ve “bir yörede yaĢayan 

halkın çevresinde bulunan bitkilerden çeĢitli gereksinimlerini karĢılamak üzere 

yararlanma bilgisi ve o bitkiler üzerine etkileri” olarak tanımlanabilir. Tıbbî bitki terimi 

ise, hastalık tedavisinde veya hastalıklardan korunmak amacıyla kullanılan bitkileri ya 

da bitkisel ürünleri kapsar. Dünya Sağlık Örgütü (WHO), 1980 yılında tıbbî bitkileri 

“bir veya daha fazla organıyla tedavi edici veya hastalıkları önleyici olabilen veya 

herhangi bir kimyasal farmasötik sentezin öncüsü olabilen bitki çeĢidi” olarak 

tanımlamıĢtır (Yıldırımlı, 2004).  

 

Etnobotanik çalıĢmalar, deneme yanılma yoluyla edinilmiĢ ve uzun bir zaman 

sürecinde nesilden nesile aktarılarak günümüze ulaĢmıĢ, çok değerli bilgileri yansıtan, 

içerikleri ile bitkilerin bilimsel olarak değerlendirilmelerine önemli katkıda bulunmuĢ 

çalıĢmalardır (Yıldırımlı, 2004). Bu çalıĢmalar; yalnızca insanlarla bitkilerin 

yüzyıllardan beri devam eden karĢılıklı etkileĢimlerini kaydetmekle kalmaz aynı 

zamanda bu etkileĢimden doğan sonuçların, biyolojik çeĢitliliğin korunması ve kırsal 

kesimde yaĢayan halkın geliĢiminde kullanılmasına da olanak verir (Mart, 2006; Ertuğ, 

2000).  

 

Bitkilerin tedavide kullanılıĢı insanlığın varoluĢuyla baĢlamıĢtır. GeçmiĢten 

gelen, günümüzde hala kullanılan ve günümüzün sentetik ilaçlarının birçoğunun 

temelini oluĢturan bitkileri tanıyıp doğru kullanmak büyük önem taĢımaktadır. 20. 

yy.‟ın son çeyreğinde sentetik ilaçların faydalarının yanında zararlarının ve yan 
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etkilerinin de oldukça fazla olduğunun saptanması sonucu birçok hastalığın tedavisinde 

bitkisel ilaçlara bir geri dönüĢ yaĢanmıĢtır. „YeĢil akım, doğaya dönüĢ‟ olarak 

adlandırılan bu akımda, bitkisel ilaçlar basit günlük hastalıkların tedavisinde ilk tercih 

olmuĢlardır (Kızılarslan, 2008).  

 

Diğer taraftan, Dünya‟nın büyük bir kısmında, yüzlerce yıldır, bitkiler en önemli 

Ģifa kaynağını meydana getirmiĢlerdir (Tablo 1.1). Dünya Sağlık TeĢkilatı (WHO) 

geliĢmekte olan ülkelerdeki halkın büyük oranda bitkisel ilaçlarla tedavi olduğunu 

bildirmektedir (Kızılarslan, 2008). 

 

Tablo 1.1 : Dünya‟da ısırgan otunun etnobotanik kullanımı. 

(http://www.rain-tree.com/nettles.htm. EriĢim tarihi; 23.11.2010). 

ÜLKE ISIRGAN OTUNUN ETNOBOTANĠK KULLANIMLARI 

Brezilya Ġdrar söktürücü, gut, prostat, ishal, diyabet, idrar bozuklukları, alerji. 

Kanada 
Ağrı, alopecia, göğüs hastalıkları, tahriĢ giderici olarak, doğumlarda, 

romatizmal hastalıklarda. 

Almanya Prostat, idrar söktürücü, romatizma. 

Hindistan TahriĢ giderici, gut, romatizma, burkulma. 

Türkiye 

Astım, kan hastalıkları, bronĢit, idrar söktürücü, müshil, romatizma, 

uyarıcı olarak, egzama, baĢ ağrıları, böbrek hastalıkları, kan yapımı, 

idrar yolu hastalıkları, kan Ģekeri düĢürücü, karaciğer, safrakesesi ve 

dalak hastalıklarında. 

ABD 
Sırt ağrısı, kanser, sara, akıl hastalıkları, romatizma, sinir krizi, idrar 

söktürücü, prostat, yüksek tansiyon. 

Peru 
Kas ve eklem ağrısı, egzama, ülser, astım, diyabet, bağırsak iltihabı, 

romatizma. 

 

Dünya üzerinde 750.000- 1.000.000 arasında bitki türünün bulunduğu tahmin 

edilmektedir. Gıda elde etmek için yetiĢtirilen türler 3.000 civarındadır. Dünya Sağlık 

Örgütü (WHO) bitkisel drogların sayısını 1900 olarak vermiĢtir. Tedavi amacıyla 
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kullanılan yaklaĢık 20.000 bitkinin 600 kadarı Türkiye‟de yetiĢmektedir. Bu sayının 

diğer ülkeler içinde geçerli olabileceği düĢünülürse gerçekte kullanılan tıbbi bitki 

miktarının da 100.000 civarında olduğu tahmin edilebilir (Baytop, 1999). 

 

Yüzyıllardır süregelen etnobotanik çalıĢmalar incelendiğinde ısırgan otunun 

tedavide büyük öneme sahip olduğu görülmüĢtür. Geleneksel kullanımda hala birçok 

hastalığın tedavisinde aktif olarak rol almaktadır (Konrad ve ark., 2000; Leporatti ve 

Corradi, 2001; Miraldi ve ark., 2001).  

 

Tamamlayıcı ve alternatif tıp (TAT- CAM: Complementary and Alternative 

Medicine), bilimsel tıbba destek amacıyla yapılan, bilimsel tıbbi uygulamalar yerine 

yapılan ve etkisi bilimsel olarak kanıtlanmamıĢ tedavilerdir (Kav ve ark., 2008). 

Dünyada giderek yaygınlaĢan uygulamalar ve literatürdeki eksiklikler nedeniyle 1991 

yılında BirleĢik Devletlerde Ulusal Sağlık Enstitüsüne (NIH) bağlı Ulusal Tamamlayıcı 

ve Alternatif Tıp Merkezi (NCCAM) kurulmuĢtur. Bu merkezin amacı tamamlayıcı ve 

alternatif tıp uygulamalarının güvenilirlik ve etkinliğini incelemek, etkinliği bilimsel 

olarak kanıtlanmıĢ uygulamaların konvansiyonel tedavilere katılımını sağlamaktır. 

Alternatif/tamamlayıcı tıp uygulamaları kanser, artrit, inflamatuvar bağırsak hastalıkları 

ve kronik karaciğer hastalıkları gibi kronik hastalıklarda da giderek artmaktadır (Altun 

ve Özden, 2004). 

 

2001-2007 yılları arasında kanser ve TAT ile ilgili yapılan çalıĢmaların 

sonucuna göre Türkiye‟de en yaygın olarak kullanılan bitkinin ısırgan otu olduğu 

belirtilmiĢtir (Kav ve ark., 2008). 

 

1.3.BiyoçeĢitlilik  

 

BiyoçeĢitlilik, bir bölgedeki genlerin, türlerin, ekosistemlerin ve ekolojik 

olayların oluĢturduğu bir bütündür. Canlı yaĢam için gerekli olan yaĢam destek sürecini 

sürdürebilme yeteneğinin ve sağlıklı çevrenin bir göstergesidir (IĢık, 1997). 

 

Biyolojik çeĢitlilik bir türü meydana getiren bireyler arasındaki kalıtsal 

farklılıkları içeren genetik çeĢitlilik ve türler arası farklılıkların meydana getirdiği 

ekolojik çeĢitlilik olarak iki ana kategoride ele alınabilir. 
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Ekolojik çeĢitlilik, belirli bir bölgedeki farklı ekosistemler, tür toplulukları ve bu 

toplulukların içindeki tür sayıları olarak tanımlanmaktadır. Bir tür topluluğundaki tür 

sayısı arttıkça, topluluğun enformasyon içeriği, tür çeĢitliliği de artmaktadır (Kence, 

2005). Genetik çeĢitlilik ise, bir türün gen havuzundaki kalıtsal bilginin çeĢitliliği, 

zenginliği olarak tanımlanabilir. Her canlı türünün değiĢen çevre koĢullarına uyum 

sağlayabilmesi için genetik çeĢitliliğe sahip olması Ģarttır. Yeterli genetik çeĢitliliğe 

sahip olmayan canlı türleri, değiĢen çevre koĢullarına ayak uyduramayarak yok olmaya 

mahkûmdur. 

 

Biyolojik çeĢitliliğin korunması için gerekçe olarak ekosistem dengesindeki 

önemi dıĢında, insanlığın yararı açısından pek çok sebep sayılabilir. Biyolojik 

zenginlikler tıp, tarım ve endüstride önemli yararlar sağlamaktadır. Biyolojik 

zenginlikler ileride tarımsal amaçlı biyoteknoloji uygulamalarında gerekli kaynakları 

oluĢturacaktır. Biyolojik zenginliklerin yeterince tanınmaması ve bilinmemesi, bu 

kaynaklardan yararlanmada biyoteknoloji uygulamalarının sınırlı kalmasına ve bu 

alandaki yatırımların istenilen verimi sağlayamamasına sebep olabilecektir (Kence, 

2005). 

 

Biyolojik çeĢitliliğin korunmasında ekosistemlerin bir bütün olarak korunması 

temel yaklaĢım olmalıdır. Ancak, bu kaynakların yalnızca korunması değil aynı 

zamanda değerlendirilmesi, sürdürülebilir kullanımı ve kayıt altına alınması ve 

toplumun da bu kaynakları bilinçli olarak koruması önemlidir (Varol, 2007). 

 

BiyoçeĢitlilik üzerindeki tahribatların nedenleri arasında: 

- Tarımsal etkinlikler (örneğin, meraların tarlaya dönüĢtürülmesi, aĢırı 

otlatma, anız yakma, aĢırı gübre ve ilaç kullanımı, modern çeĢitlerin 

marjinal alanlarda kullanımı), 

- EndüstrileĢme, ĢehirleĢme ve imar yapılarının artması, 

- Doğadan bitki toplama ve doğal kaynakların ihtiyaçların karĢılanması 

amacıyla diğer kullanımları, 

- Kontrol dıĢı ormancılık faaliyetleri ve orman yangınları, 

- Turizmdeki geliĢmeler, 

- Canlı ya da canlı parçalarının patentlenebilir olarak görülmeye baĢlanması, 
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- Biyolojik ve genetik çeĢitliliğin kontrolsüz ve izinsiz kullanımı gelmektedir. 

 

  Biyolojik çeĢitliliğin bileĢenlerinden biri olan genetik çeĢitliliğin belirlenmesi, 

ekosistemlerin sağlıklı ve verimli olması, sürdürülebilir iĢletimi için en önemli 

Ģartlardan biridir. Tür içi genetik çeĢitliliğin yüksekliği, değiĢen çevre Ģartlarına uyum 

açısından önemlidir. Popülâsyonlar içi ve arasındaki genetik farklılıklar bitki ve 

hayvanların kendi çevrelerinde ortak evrimleĢmesinin bir sonucudur. Bu çeĢitliliğin 

yapılanmasının ve boyutunun tespiti türlerin iĢletilmesi açısından zorunludur. Genetik 

çeĢitliliğin yüksek olması iki açıdan önemlidir: 

 

1. Genetik çeĢitliliği fazla olan türler zamana ve yere göre değiĢen çevre 

koĢullarına daha baĢarılı uyum sağlama yeteneğine sahiptir. 

 

2. Genetik çeĢitliliği fazla olan türler bilimsel ve teknolojik geliĢmelere bağlı 

olarak değiĢen insan isteklerini karĢılamada daha etkili ve daha yararlı olurlar (Varol, 

2007). 

 

1.3.1. Genetik Kaynakların Temel Korunma Yöntemleri 

Bitki genetik kaynaklarının korunması, gen havuzunda bulunan çeĢitliliğin 

gerçek ya da potansiyel kullanımı, etkin biçimde saklanması ve genetik çeĢitliliğin 

insanlığın kullanımına sunulmasıdır. Temelde her biri değiĢik tekniklerin bir araya 

gelmesiyle oluĢan ve in situ ile ex situ olarak adlandırılan iki temel koruma sistemi 

vardır. 

 

In situ; ekosistemlerin ve doğal habitatların korunması ve tür populasyonlarının 

kendi çevresi içinde canlı olarak saklanıp, devam ettirilmesi ya da kültür çeĢitlerinin 

kendi özelliklerini geliĢtirdikleri çevre koĢullarında yetiĢtirilmesidir. 

 

Ex situ; doğal habitatının dıĢında ve genel olarak yok olma tehlikesi altında olan 

genotiplerin korunması olarak tanımlanır (Rao, 2004), bazı vejetatif olarak üretilebilen 

bitki türlerinin ex situ muhafazası için in vitro imkânları da bulunmaktadır (Varol, 

2007). Meyve türlerinin doğal genetik kaynaklarının ulaĢılabilirliği, ürün geliĢtirme ve 

ıslah çalıĢmalarına yardımcı olabilir (Tahir, 2003). 



7 

 

 
 

 

Bitkisel gen kaynaklarının korunmasının temel prensipleri, uzun süre 

depolanabilme, canlılık kayıplarının en az olması, çok sayıda örneğin depolanması, 

bakım çalıĢmalarının ve maliyetin düĢük olması oluĢturmaktadır. 

 

Bitki genetik kaynaklarının korunmasında en yaygın uygulama alanı bulan 

strateji ex situ koruma (tohum depolama, in vitro depolama, DNA depolama, çiçek tozu 

depolama, tarla gen bankası ve botanik bahçeleri) olmuĢtur. Özellikle modern 

biyoteknolojide sağlanan geliĢmeler, organizmaları tüm olarak değil gen düzeyinde 

değerlendirmeyi zorunlu hale getirmiĢtir. Dolayısıyla doğal kaynaklarımızda var olan 

her türlü canlı organizmanın çalıĢılması gerekmektedir (Varol, 2007). Ülkemizde ex situ 

koruma çalıĢmaları Ege Tarımsal AraĢtırma Enstitüsü bünyesinde 1964 yılında 

baĢlamıĢtır. Bu çalıĢmada ülkemizde yetiĢen bitkilerin tohumları korunmaya 

baĢlanmıĢtır. Daha sonra Tarla Ürünleri Merkezi AraĢtırma Enstitüsü ve Ankara 

Üniversitesi Ziraat Fakültesi de koruma çalıĢmalarına katılmıĢtır (Aka, 2005). 

 

1.4.Türkiye’nin Bitki ÇeĢitliliği ve Nedenleri 

Ilıman kuĢak içerisinde bulunan Türkiye, sahip olduğu bitki çeĢitliliği açısından 

çevresinde yer alan birçok ülkeden farklı olan özellikleri ile dikkati çeker. Son yıllarda 

yapılan çalıĢmaların da eklenmesiyle, Türkiye‟nin 12.000 civarında bitki taksonuna 

(tür, alttür ve varyete düzeyinde) sahip olduğu ortaya çıkmıĢtır. Türkiye‟nin bu özelliği 

coğrafi faktörlerin ya da diğer bir ifade ile bitkilerin yetiĢme ortamlarının çeĢitliliğinden 

kaynaklanmaktadır. Ġklim özelliklerinde kısa mesafelerde ortaya çıkan değiĢiklikler   

(ġekil 1.1), morfolojik özelliklerinden kaynaklanan çeĢitlilikler, toprak tiplerinin 

farklılıkları (ġekil 1.2)  gibi çok sayıda coğrafi faktör, bitki formasyonlarının da 

farklılaĢmasına ve türce çeĢitlenmesine yol açmaktadır (Avcı, 2005). 

 

Ülkenin 7 coğrafi bölgesinin her biri ayrı iklim, flora ve fauna özellikleri 

gösterir ve dünyanın en önemli üç fitocoğrafik bölgesine sahiptir (Avrupa-Sibirya, Ġran-

Turan, Akdeniz bölgesi) (Seçmen ve ark., 2004). ġekil 1.3‟te Türkiye‟deki fitocoğrafik 

bölgeler gösterilmiĢtir. 
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ġekil 1.1: Türkiye iklim haritası. http://www.cografyadersanesi.blogspot.com-

200805trkiye- haritalari.html. EriĢim tarihi; 15.09.2010. 

 

 

ġekil 1.2: Türkiye toprak haritası. http://www.yukle.tc/galeri/Turkiye_Toprak_Haritasi-

862.html. EriĢim tarihi; 16.09.2010.  

 

 

ġekil 1.3: Türkiye‟nin bitki coğrafya bölgeleri (Özhatay, 2005, 

http://www.britannica.com/EBchecked/topic-art/. EriĢim tarihi; 15.09.2010). 
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Yüksek endemizme sahip Türkiye florası, tıbbi ve aromatik bitkiler açısından da 

oldukça zengindir. Bu yüksek endemizm düzeyi, Türkiye‟ye bu türlerin, özellikle de 

dünyanın büyük bölümünün bağımlı olduğu tahılların türetildiği yabani türlerin 

yeterince korunması, tehlike altına girmemesi veya yok olmaması konusunda daha da 

büyük bir sorumluluk yüklemektedir (Eminağaoğlu, 2004). 

 

Bitki formasyonlarını oluĢturan bitki türleri her yerde aynı özellikleri göstermez. 

Ġklim, toprak ve jeomorfolojik özelliklerden kaynaklanan yerel farklılıkların da ortaya 

çıkması ile bitki topluluklarını oluĢturan bitki türleri çeĢitlenir (Avcı, 2005). 

 

Türkiye‟nin flora bölgeleri açısından sahip olduğu bu özellikler bitki çeĢitliliği 

açısından büyük önem taĢımaktadır. Bu bölgelere ait çok sayıda özel bitki, Türkiye‟deki 

bitki toplulukları içinde yayılıĢ göstermektedir. Bunlardan bazıları endemik, bazıları da 

yayılıĢ alanı ülke sınırları dıĢına da taĢan bitkilerdir.  

 

Ġklim özellikleri açısından da Türkiye‟de çeĢitlilik söz konusudur. Çok kısa 

mesafelerde yerel özellikler nedeniyle ortaya çıkan farklılıkların, bitki çeĢitliliğine 

katkıları önemlidir (Avcı, 2005). 

 

Bitki topluluklarının dağılıĢının belirlenmesinde iklim çok önemlidir. Bu 

dağılıĢın nasıl Ģekilleneceğinin yanında bitki topluluklarına hangi türlerin dahil olacağı, 

yani bu toplulukların floristik kompozisyonlarının hangi taksonlardan meydana geleceği 

de iklimle yakın iliĢkilidir (Svenning ve Skov, 2005). 

 

Türkiye‟de yıllık ortalama sıcaklık dağılıĢında önemli farklar göze çarpar        

(ġekil 1.4). En yüksek ortalama sıcaklık değeri 20 
o
C civarında iken bazı yerlerde 6 

o
C‟nin altına iner. Yıllık ortalama sıcaklıklar kıyı bölgelerinde yüksek dağ sıralarının 

çevrelediği iç kısımlardan yüksektir. En yüksek yıllık ortalama sıcaklık değerlerine 

Akdeniz kıyılarında eriĢilir. Akdeniz kıyılarını Ege, Marmara ve Karadeniz kıyıları 

izler. Ġç Anadolu‟ya geçilince yıllık sıcaklık değerleri belirgin Ģekilde azalır. Doğu 

Anadolu‟da ise yıllık ortalama sıcaklıklar en düĢük değerlere inerler (Avcı, 2005). 
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ġekil 1.4 : Türkiye‟de sıcaklığın dağılıĢı. 

 

1.5. Urticaceae 

Urticaceae (ısırganotugiller) familyası Urticales takımı içerisinde, her iki yarım 

kürenin tropikal ve subtropikal (ġekil 1.5) alanlarında geniĢ yayılıĢ alana sahip bir 

gruptur. Genel olarak yakıcı tüylü, tekli tohumları olan, çoğunda sütsü öz bulunmayan, 

basit yapraklı özellikleriyle tanımlanmıĢtır. Spesifik yakıcı tüyleri tüm bitki geneline 

yayılmıĢ olup, küresel, çubuksu, yıldızsı Ģekiller gösterirler ve bazı türlerde teĢhis edici 

özellik olarak kullanılmaktadır (Ayan ve ark., 2006).  

 

Urticaceae familyasındaki bitkilerin büyük bir kısmı çok yıllık olup, diğerleri 

tek yıllık geliĢim göstermektedirler. Genelde otsu forma sahip olmakla birlikte çalı 

formunda olanları da vardır (Ayan ve ark., 2006).  

 

          Tropik Bölge 

              ---   Subtropik Bölge. 

ġekil 1.5 : Dünya‟nın tropikal ve subtropikal iklim bölgeleri. 

(http://www.joabbess.com. EriĢim tarihi; 06.04.2010). 

Ğ

ğ

ğ 
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1.5.1. Urtica L. (Isırgan otu) 

 

Isırgan Otunun Yapısal Özellikleri 

  30-150 cm kadar büyüyebilir. 

 Otsu, gövdesi dik, dört kösemsi, basit veya tabandan itibaren dallanmıĢtır. 

  Gövdeyi ve yaprakları kaplayan tüyler salgı maddesi ile doludur ve 

dokunulduğunda patlar. Bir iğne gibi deriye girerek sıvıyı akıtır ve deri yüzeyinde 

kızarıklık oluĢturur. 

  Yaprakları saplı, oval Ģekilli, diĢli kenarlı, üst tarafı koyu yeĢil renkli, 5–10 mm 

uzunluklu, parlak yakıcı tüylerle kaplıdır. 

 Meyveler esmer renkte, fındıksı, küçük, katı seklinde bir tohumdur. Bitki tohumla 

büyüyebilir. 

 Bitkinin kökleri sarı ve çok dallıdır. 

 Çiçekler tek ve iki eĢeylidir. 

 Türkiye‟de basta Karadeniz Bölgesi olmak üzere her bölgede yetiĢir. 

 Yapraklar mayıs- temmuz aylarında gövdeden sıyrılarak toplanır. 

 Tohum temmuz - ağustos aylarında toplanır. 

 Kökler ilkbaharda ve sonbaharda sökülür, tüm organları gölgede kurutulur 

(Eröztürk, 2000). 

 Ülkemizde 5 türü bulunmaktadır (ġekil 1.6). 

 

 

ġekil 1.6 : Isırgan otu türlerinin Türkiye‟deki yayılıĢı (www.tubitak.gov.tr/tubives). 

 

http://www.tubitak.gov.tr/tubives
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Ülkemizde bulunan türler; Urtica pilulifera (ġekil 1.7), Urtica membranacea  

(ġekil 1.8), Urtica urens (ġekil 1.9), Urtica haussknechtii ve  Urtica dioica (ġekil 

1.10). U. Haussknechtii ülkemizde yalnızca Malatya‟da yetiĢmektedir (Seçmen ve ark., 

2004, www.tubitak.gov.tr/tubives/-17.09.2010). 

 

 

ġekil 1.7 : Urtica  pilulifera 

 

 

ġekil 1.8 : Urtica membranacea 

 

ġekil 1.9 : Urtica urens 

 

ġekil 1.10 : Urtica dioica 

 

1.5.1.1. Urtica dioica  

Urtica dioica L. çok yıllık, dioik ve otsu bir bitkidir (Tablo 1.2). Boyu bazen bir 

metreyi geçer (Baytop, 1996). Türkiye‟deki yetiĢme alanları çok yaygın olup her yere 

dağılmıĢtır (Towsend ve Davis, 1982., Baytop, 1983) (ġekil 1.11). 

 

U. dioica‘nın yaprakları karĢılıklı, basit ve kenarları diĢlidir. Çiçekler çok 

küçüktür, erkek veya diĢi çiçekler karıĢık bir Ģekilde toplanarak gövde üzerinde 

salkımlar halindedir (Çelebi, 2001), (ġekil 1.12). Meyve tipi akendir (içinde tek tohum 



13 

 

 
 

bulunan ve olgunlaĢtığında açılarak tohumun çıkmasına olanak verecek özel bağlantı 

yerleri olmayan kuru meyve) (ġekil 1.13, 14).  

 

 

Tablo 1.2 : Urtica dioica taksonomik sınıflandırılması. 

Alem:  Plantae (Bitkiler) 

Bölüm:  Magnoliphyta (Kapalı Tohumlular) 

Sınıf:   Magnoliopsida (Ġki Çenekliler) 

Takım: Urticales 

Familya: Urticaceae (Isırgangiller) 

Cins:   Urtica (Isırgan Otu) 

Tür:   Urtica dioica (Büyük Isırgan Otu) 

 

 

 

ġekil 1.11 : Urtica dioica’nın Türkiye‟deki dağılımı (www.tubitak.gov.tr/tubives). 
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ġekil 1.12 : Urtica dioica’nın hayat döngüsü. 

 

U. dioica L. bitkisinin kökleri, gövdesi, yaprakları ve tohumları tedavi amaçlı 

olarak kullanılır (Baytop, 1996). Mineralce zengin yapraklarında demir, kalsiyum, 

magnezyum, fosfor, potasyum, A, C ve K vitaminleri bol miktarda bulunur. Tedavi 

amaçlı kullanım alanı, çok eski tarihlere kadar dayanmakta olup oldukça geniĢtir. Kan 

temizleyici, idrar arttırıcı, iĢtah açıcı, kemik erimesini önleyici, deri hasarlarını giderici, 

sindirimi düzenleyici, süt salgılanmasını baĢlatıcı ve ishal kesici etkileri olduğu 

bilinmektedir    (http://www.rain- tree.com/nettles.html). 

Yapraklar Mayıs-Temmuz 

aylarında toplanır. 
Gövde, baharda 

düğümlerinden kök salar. 

Yaz baĢından sonbahar 

baĢına kadar çiçek açar.  

Döktüğü minik tohum- 

larıyla ya da yayılıcı 

köklerin filizlenmesiyle 

çoğalır. 

Tohum, Temmuz- Ağustos 

aylarında toplanır. 
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ġekil 1.13 : Carl Linnaeus tarafından sınıflandırılmıĢ olan Urtica dioica‟nın morfolojik 

yapısı. 

 

ġekil 1.14 : Mayıs-2010 döneminde Ġstanbul-Avrupa yakasından toplanan ısırgan otu    

(U. dioica)  örneği. 

U. dioica„nın tümünde, asetik asit, asetofenon, ferulik asit, P-kumarik asit, asetil 

kolin, folasin, histamin, koproporfirin, likopen, bütirik asit, protoporfirin, serotonin ve 

Çiçek örtüsü 

Tohum  

Meyve  

Gövde ve 

salgı tüyleri 

Yaprak  

Erkek çiçek   

Dişi çiçekler   
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ksantofil bulunmaktadır. Yaprak kısımlarında çinko, sodyum, rubidyum, potasyum, 

brom, fosfor, klor, azot, molibden, krom, mangan, kurĢun, demir, bakır, kobalt, 

magnezyum, kalsiyum, bor, alüminyum gibi kimyasal elementlerin yanında tiamin, 

riboflavin, niasin, gibi vitamin grupları ve bunlarla beraber çeĢitli karbonhidrat, selüloz 

ve betain grupları bulunmaktadır. Tohumları ise gliserol, linoleik asit, oleik asit, 

palmitik asit ve çeĢitli proteinler içermektedir (http://www.ars-grin.gov/cgi-

bin/duke/farmacy2.pl). 

 

U. dioica’nın kuru maddesi % 18 protein, % 14,5- 17 albüminli maddeler, % 2,5 

yağlı maddeler ihtiva eder. Tohumlarda % 8-10 civarında sabit yağ bulunur. 1 kg taze 

bitki 130 mg C vitamini, 730 mg karotin ve oksalat içerir. Yakıcı tüyleri içersinde 

asetilkolin, histamin ve formik asit bulunur. Yapraklar; K, vitamin B1, provitamin A, 

ürtisin glikozidi, sistosterin, sepi maddeleri, ksantofil, külü ise % 6,3 demirtrioksit, 

silisyum, potasyum, kalsiyum içerir (Koç, 2002) (Tablo 1.3). 

 

Tablo 1.3: Isırgan otunun yapısında bulunan maddeler. http://www.ars-grin.gov/cgi-

bin/duke/farmacy2.pl. EriĢim tarihi: 06.12.2010; (Yıldız, 2008). 

 Yaprak Bütün bitki Tohum Tüyler 

 

 

 

 

Kimyasal 

element  

Çinko 

Sodyum 

Rubidyum 

Potasyum 

Brom 

Fosfor 

Klor 

Azot 

Molibden 

Krom 

Mangan 

KurĢun 

Demir 

Bakır 

Kobalt 

Magnezyum 

Kalsiyum 

Bor 

Alüminyum 
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Aminoasit- 

Vitamin  

Tiamin 

Riboflavin 

Niasin 

Beta-karoten 

K vitamini 

Provitamin A 

Folasin 

130mg Cvitamini 

(1 kg içinde) 

730mg karotin 

(1kg içinde) 

Oksalat 

  

 

Kuru 

madde 

 %18 protein 

%14,5-17 albüminli 

madde 

%2,5 yağlı madde 

 

%8-10 sabit 

yağ 

 

 

 

 

Diğer 

 

 

 

Karbonhidrat 

Selüloz 

betain 

grupları 

Asetik asit 

Asetofenon 

Ferulik asit 

P-kumarik asit 

Asetilkolin 

Histidin 

Koproporfirin 

Likopen 

Bütirik asit 

Protoporfirin 

Serotonin 

Ksantofil 

 

 

 

Gliserol 

Linoleik asit 

Oleik asit 

Palmitik asit 

 

 

 

Asetilkolin 

Histamin 

Formik asit 

 

1.5.1.2. Isırgan Otunun Etkileri ve Kullanım Alanları 

Anti-inflamatuar etki: Isırgan otunun hem yaprakları hem de köklerinin, TNFα, IL-1β 

gibi proenflamatuar sitokinlerin aĢırı stimulasyonunu önlediği gösterilmiĢtir. Sitokinler 

immun sistemin mesajcıları olarak düĢünülebilir (Telo, 2006). 

 

Anti-viral ve immun denge: Isırgan otu kökünden UDA (Urtica dioica agglutinin) 

süper lektin denen küçük molekül ağırlıklı lektin elde edilmiĢtir. UDA N-asetil 

glukozamin spesifik lektin olarak kabul edilmektedir. Bu süper lektinin HIV, soğuk 

algınlığı ve influenzadan sorumlu virusleri inhibe ettiğine dair kanıtlar mevcuttur. 

Ayrıca UDA T hücre sitümülanıdır. CD4+ ve CD8+ T-hücrelerinin her birini ayırt 

edebildiği gibi T hücre aktivasyonu ve sitokin üretimine neden olabilme kapasitesinden 

dolayı diğer klasik T hücre stimülanlarından farklıdır. Isırgan otundaki süper lektin 

dengeyi korumak için immun sistemi stimüle etmektedir (Telo, 2006). 

 

Antioksidan etkileri: Isırgan otu yaprak ekstraktlarının lipid peroksidasyonu üzerine 

belirgin inhibitör etkileri gösterilmiĢtir. Yapılan bir çalıĢmada ısırgan otunun, serbest 

radikal oluĢumunun bir belirleyicisi olan MDA (malondialdehit)‟nın, yükselmiĢ 
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düzeylerini azaltması bir antioksidan adayı olabileceğini göstermiĢtir. Yine bir 

çalıĢmada ısırgan otu ekstraktının serbest radikal oluĢumu üzerine etkili azaltıcı gücü 

aktivitesi olduğu gösterilmiĢtir. Linoleik asit peroksidasyonunda ısırgan otu 

ekstraktlarının ilaç olarak verilmesi α-tokoferolden daha fazla antioksidan aktiviteye 

sahip olduğu belirtilmiĢtir. Isırgan otunun ekstraktından çok sayıda flavanol glikozidler 

izole edilmiĢtir (Telo, 2006).  

 

Ġyi huylu prostat hipertrofisi ve Prostat kanseri: Isırgan otu köklerinin kaynatılması 

ile elde edilen çayın, iyi huylu prostat hipertrofili hastaların yaĢam kalitesini arttırması 

poliüri ve nokturiyi azaltmasına bağlı olduğu gösterilmiĢtir. UDA gibi kökteki 

bileĢimler prostat hücrelerinde membran Na+ -K+ -ATPazını inhibe ederek prostat 

hücre metabolizma ve büyümesini süprese etmektedirler. Bu lektin immünstimulatör 

aktivite göstermekte ve epidermal büyüme faktör reseptörü ile etkileĢtiği 

varsayılmaktadır (Telo, 2006). 

 

Diğer etkiler; Isırgan otu yaprak ve kökleri kan temizleyicisi ve diüretik olarak, 

bitkinin infüzyonu ise nasal ve menstrual kanama, diabet, romatizma egzema anemi, saç 

kaybı ekspektoran ve antidiyareal olarak kullanılmaktadır (Fijalek ve ark., 2003). 

Kardiovasküler etkileri, insan lenfosit proliferasyonunu stimüle ettiği, nötrofiller 

üzerine güçlü immün stimülatör etkileri gösterilmiĢtir (Cetinus ve ark., 2005). Isırgan 

otu ekstraktının antibakteriyel aktivite gösterdiği ve ülser oluĢumu azalttığı 

ispatlanmıĢtır (Gülçin ve ark., 2004) (Tablo 1.4). 

 

1.5.1.3. Isırgan Otu Tarımı 

Isırgan otu bitkisinin baskın bir tür olması ve nemli alanlarda hızla geliĢmesi 

sebebiyle yetiĢtiriciliği kolaydır. Çok yıllık ısırgan otu türü olan ve lif üretimi amacıyla 

yetiĢtiriciliği yapılabilen U. dioica, aynı araziden uzun yıllar verim alınabilen bir 

bitkidir. 

 

a. Toprak Ġstekleri 

Isırgan otu bitkisi, besin maddelerince zengin, ağır, humuslu, nemli ve yabancı 

otu bulunmayan topraklarda daha iyi geliĢmektedir. Ġklim adaptasyonu bakımından özel 

istekleri yoktur ve bu nedenle kuzey ve güney yarımkürenin ılıman bölgelerinde yaygın 
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olarak bulunmaktadır. Toprak seçiciliği yoktur. Isırgan otu bitkisi farklı karakterlerdeki 

topraklarda yetiĢtirilebildiği gibi fazla gübrelenmiĢ arazilerde yapılan tarımda 

karĢılaĢılan problemlere karĢı da çözüm olabilmektedir. Bu nedenle hem marjinal 

alanların tarıma kazandırılmasında hem de fazla gübrelenmiĢ yerlerde rahatlıkla 

yetiĢtirilebilmektedir (Ayan ve ark., 2006).  

 

Tablo 1.4: Isırgan otunun kullanım alanları. 

 

Ġlaç olarak kullanımı 

 

 

Gıda olarak kullanımı 

 

Diğer kullanım 

alanları 

 

Astım 

Akciğer iltihabı 

Hemoroid 

Karaciğer iltihabı 

Anemi 

Kanser 

Böbrek rahatsızlığı 

Solunum yolları 

rahatsızlığı 

Öksürük tedavisi 

Saç dökülmesi 

Nefes darlığı 

Felç 

Tansiyon 

Mide ağrısı 

Mantar enfeksiyonları 

Kemik erimesi 

Kadın hastalıkları 

Hipertansiyon 

Böbrek taĢı düĢürme 

Hazmı kolaylaĢtırma 

 

 

 

 

 

 

 

Çay olarak kullanımı  

(kök,   tohum ve yaprak çayları) 

Isırgan otu tentürü  hazırlanarak 

Direk yaprakların yemeklerde 

kullanılmasıyla. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gübre 

Lif 

Boya 

Kozmetik 

 

 

 

b. Üretim ġekli 

Isırgan otu tarla tesisi tohumla veya fide yetiĢtirerek yapılmaktadır. U. dioica 

ayrıca stolonlar ve tepe sürgünlerinin köklendirilmesi ile vejetatif olarak da 

çoğaltılabilmektedir. Fide ile üretimde ise öncelikle hazırlanmıĢ olan fide yastıklarında 

fidelerin yetiĢtirilmesi gereklidir. Isırgan otu bitkisi için nisan-haziran ve eylül-ekim 

dönemleri olmak üzere 2 farklı zamanda tarla tesisi yapılabilir. Ancak, eylül dönemi 
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tarla tesisi sıcak bölgeler için önerilebilir, aksi takdirde genç bitkiler kıĢtan zarar görür. 

Tohumların çıkıĢı 10-15 gün civarında bir süre aldığı için yapılacak fideliğin özelliğine 

ve iklim değerlerine bağlı olarak fideliklere tohum ekimi yapılmalıdır. Fideliklerin 

güneĢli bir bölgede ve örtü altı yetiĢtiriciliği Ģeklinde yapılması durumunda daha kısa 

sürede fide geliĢimi sağlanabilmektedir. Elde edilen fideler ile lif üretimi amaçlanıyor 

ise 75 cm aralıklarla tarlaya yerleĢtirilmelidir. U. dioica 1,5 m ve bazı araĢtırıcılara göre 

2-4 m boylanabilir (Ayan ve ark., 2006). 

 

1.6.   Antioksidanlar ve Isırgan Otu Antioksidanları 

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamıĢ elektron ihtiva eden atom 

veya moleküllerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamıĢ elektronlardan dolayı oldukça 

reaktiftirler. Biyolojik sistemlerde serbest radikal oluĢumu normal metabolik olaylar 

esnasında meydana gelebildiği gibi organizmanın çeĢitli dıĢ etkenlere maruz kalmasıyla 

da meydana gelebilir. Serbest radikal hasarları, hücreyi oluĢturan organellerle ve bu 

organellerin supromoleküler yapılarının içerdiği moleküler bileĢiklerle iliĢkilidir. Bu 

yapı ve organeller mitokondriler, lizozomlar, peroksizomlar, nukleus, endoplazmik 

retikulum ve plazmam membranıdır. Bunların tamamı membranlı yapılardır ve hücrenin 

metabolik fonksiyonları için gerekli elemanlarıdır (Çöllü, 2007).  

 

Normal metabolik reaksiyonlar sırasında, serbest radikallerin endojen olarak 

ortaya çıkmaları nedeniyle, tüm aerobik organizmalar doku hasarından korunmak için 

antioksidant savunma mekanizmalarını geliĢtirmiĢlerdir. Antioksidantlar, okside 

edilebilir substrata oranla daha düĢük konsantrasyonlarda bile, substratın 

oksidasyonunu geciktiren, engelleyen maddelerdir (Cao ve Prior, 1999). Fizyolojik 

koĢullarda, organizmada oksidant etkenler ve antioksidant mekanizmalar bir denge 

halinde bulunmaktadır (Yavuz, 2002). 

 

Isırgan otunda tespit edilen bazı antioksidanların, geleneksel tedavide önemli 

etki mekanizmalarına sahip olmasının nedeni olarak düĢünülmektedir (Gülçin, 2004). 

Yapılan çalıĢmalarda ısırgan otunda tespit edilen bazı antioksidan maddeler; vitamin E 

(Tütem, 1997), vitamin C (Apak, 2004; Güçlü, 2005),  kateĢin, ferulik asit, riboflavin, 

niasin (http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/duke/farmacy2.pl;  Yıldız, 2008) ve proteinler 

(Sözgen, 2006) dir.  
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1.7.  Fenolik BileĢikler ve Isırgan Otu Fenolik BileĢikleri 

 

Fenolik bileĢikler meyve ve sebzelerin kendilerine has renk, tat, aroma ve 

dokuya sahip olmalarını sağlayan bileĢiklerdir. Bitki bünyesinde meydana gelen birçok 

metabolik olayda önemli roller üstlenmektedirler (Gao ve Mazza, 1995). Bitkiler 

üzerinde sahip oldukları özelliklerinin yanında, insan sağlığı üzerinde son derece 

önemli olan serbest radikalleri bağlama yeteneğine de sahiptir (Visioli ve Galli, 1998; 

Cetinus, 2005).  

 

Fenolik bileĢiklerin, kardiovasküler hastalıklara karĢı koruyucu etkilerinin 

bulunduğu (Keevil ve ark., 2000; Serafini ve ark., 2000; Cul ve ark., 2002) antimutajen, 

antikanserojen (Bell ve ark., 2000; Agarwal ve ark., 2003; Sanchez, 2006) ve 

antimikrobiyal (Nychas ve ark., 2003) özelliklere sahip olduğu da yapılan pek çok 

araĢtırma ile tespit edilmiĢtir. Yıldız ve arkadaĢlarının 2008‟de yaptığı çalıĢmaya göre; 

gallik asit, klorogenik asit, rosmarinik asit, kaemfenol, mirisetin, kuersetin, hesperidin 

gibi fenolik bileĢiklerin varlığı tespit edilmiĢtir. 

 

1.7.1. Flavonoidler 

Flavonoidler; doğal olarak bulunan fenollerin en büyük gruplarından birini 

oluĢturmaktadır. Önemli antioksidan ve kelatlama özelliğine sahip, düĢük molekül 

ağırlıklı ve en geniĢ bitki fenolikleri sınıfıdır. Ayrıca sahip oldukları biyolojik 

etkinliklerinden dolayı bitkilerin sekonder metabolitleri arasında en önemli bileĢik 

sınıflarından birisini oluĢturmaktadır (IĢık, 2005). 

 

 Doğada, birçoğu yaprak, çiçek ve kökte bulunan 4000‟den fazla flavonoid 

çeĢidi vardır. ÇeĢitli meyve ve sebzede bol miktara bulunurlar (Karaman, 2008). Ġnsan 

ve hayvanlarda mide-bağırsak sisteminden emilirler veya değiĢmeden ya da 

metabolitleri halinde idrar ve dıĢkı ile atılırlar (Cook ve Samman, 1996). Flavonoidlerin 

en yaygın sınıfı flavonollerdir ve en önemli bileĢikleri kuersetin, kuersetin glikoziti 

rutin, kamferol, mirisetin, izoramnetindir. Kuersetin bitkilerin en temel 

flavonollerindendir (Karaman, 2008). 
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1.7.2. Fenolik Asitler 

Bitkilerde yüksek miktarda bulunan fenolik asitler, hidroksisinnamik ve   

hidroksibenzoik asitleri içeren iki gruptan oluĢur (Cadenas ve Packer, 2002). 

 

Hidroksisinnamik asitler, fenil-propanoid türevleridir ve genellikle bitkisel 

gıdalarda bulunur (Abu-Amsha, 1996). Hidroksi sinnamik asitler, bitkilerin fenolik 

metabolizmalarında merkezi rol oynayan ve fenil alaninin biyosentetik türevi olan 

fenolik bileĢenlerdir. Bu bileĢikler aynı zamanda flavonoidlerin öncüsüdür ve bitkilerde 

hücre duvarının yapısına katılırlar (Heler ve Forkman, 1993). Genellikle bu tür fenolik 

asitler bitkilerde esterleri halinde veya Ģekerlerle, organik asitlerle veya yağlarla 

birleĢmiĢ halde bulunurlar. 

 

Hidroksi benzoik asitler, yapılarındaki hidroksi ve metoksi gruplarının yerleĢimi 

ve sayılarına göre çeĢitlenirler. Monohidroksibenzoatlar etkili hidroksil radikal 

süpürücülerdir Dihidroksi benzoik asit türevlerinin antioksidan aktiviteleri hidroksil 

gruplarının pozisyonlarına bağlıdır (Karaman, 2008). 

 

1.7.3.  Fenolik Polimerler (Tanenler) 

Fenolik polimerler, yüksek molekül ağırlıklı bileĢiklerdir. Koyu renkli ve tadı 

buruk bileĢiklerdir (Cadenas, 2002). Polimerik yapıdaki yüksek molekül tartısına sahip 

tanenler kondanse ve hidrolizlenebilir olmak üzere iki alt sınıfa ayrılır. Kondanse 

tanenler polimerik flavonoidlerdir. Hidrolizlenebilir tanenler, gallik asit ve benzer 

bileĢiklerin karbonhidratlara esterlenmiĢ yapılarıdır (Yıldız, 2008). 

 

1.8.   Elektron Aktarımına Dayalı Toplam Antioksidan Kapasite Tayin 

Yöntemleri 

 

1.8.1. CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity; Cu (II) Ġyonu 

Ġndirgeyici Antioksidan Kapasite) Yöntemi 

Hem hidrofilik hem de lipofilik maddeler için elveriĢli, basit, ucuz, pratik, seçici 

ve duyarlı bir antioksidan kapasite tayin yöntemidir. 
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CUPRAC yönteminde reaktif, amonyum asetat tampon ortamında iyi bir 

yükseltgen olan bakır (II)-neokuproin çözeltisidir. Reaktifin indirgenmesiyle oluĢan Cu 

(I)-neokuproin kelatının 450 nm dalgaboyundaki absorbansı okunmaktadır. Bu 

yöntemde, toplam antioksidan kapasite, bakır (II) iyonu indirgeme kapasitesi cinsinden 

ölçüldüğünden dünya literatürüne CUPRAC adıyla kazandırılmıĢtır. Toplam 

antioksidan kapasite/aktivite tayininde kullanılan bu spektrofotometrik yöntem; bakır 

(II) klorür çözeltisi, neokuproin çözeltisi ve amonyum asetat (pH=7 tamponu) 

çözeltilerinin karıĢtırılmasından sonra, üzerine tayin edilecek herhangi bir antioksidan 

çözeltisi ilave edilmesi ve bunu takip eden 30 dakika sonunda referansa karĢı 450 

nm‟de absorbans değerlerinin ölçülmesinden ibarettir (Apak, 2004) (ġekil 1.15).  

 

 

ġekil 1.15 : (A) Cu (II)-Nc, (B) Cu (I)-Nc komplekslerinin spektrumları. 

Bitki örneklerinin CUPRAC yöntemiyle toplam antioksidan kapasiteleri Troloks 

eĢdeğeri olarak hesaplanır. Troloks için doğru denklemi (kalibrasyon denklemi) 

aĢağıdaki gibidir.  

   y  εCUPRAC x +0,0048 (R
2
=0,9994)  

Tüm hesaplamalarda Troloks için εCUPRAC (molar absorblama katsayısı) değeri 

1,62x10
4 

kullanılmıĢtır. 
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1.8.2. TEAC (Troloks EĢdeğeri Antioksidan Kapasitesi)/ABTS Yöntemi 

Troloks eĢdeğeri antioksidan kapasitesi olarak ifade edilen TEAC/ABTS 

yöntemi, ilk olarak Miller ve ark. (Miller, 1993) tarafından geliĢtirilmiĢtir. Bu yöntem; 

2,2‟-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS) kromojen radikal katyonunun 

absorbansının hidrojen verici antioksidanlar tarafından inhibe edilmesine dayanan bir 

metoddur. 730 nm‟de ölçülen abzorbansdan (ġekil 1.16) yararlanılarak toplam 

antioksidan kapasitesi troloks cinsinden bulunur. Bu nedenle bu yönteme “troloks 

eĢdeğeri antioksidan kapasite yöntemi” (ABTS/TEAC) adı da verilir. Troloks için 

doğru denklemi (kalibrasyon denklemi) aĢağıdaki gibidir.  

y  εABTS x  0,0322 (R
2
=0,9998) 

Tüm hesaplamalarda Troloks için εABTS (molar absorblama katsayısı) değeri 

2,75x10
4 

kullanılmıĢtır.  

 ABTS 
.+

 katyon radikalini oluĢturmak için, ABTS; myoglobin ve H2O2 ile 

inkübe edilir (Girotti, 2002). 

HX-Fe
ııı

 + H2O2                      X-[Fe
ıv 

(O] + H2O   

ABTS + X-[Fe
ıv

(O]                 ABTS 
.+

 + HX-Fe
ııı 

(HX-Fe
ııı

 = myoglobin;     X-[ Fe
IV

(O] =ferrilmyoglobin) 

 

ġekil 1.16 : ABTS
.+

  radikal katyonunun absorbsiyon spektrumu 
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1.9.  Toplam Fenolik Madde Tayini Yöntemi 

 

1.9.1.  Folin-Ciocalteu Yöntemi 

Bu yöntem antioksidanların toplam fenolik içeriğini ölçmek için geliĢtirilmiĢtir 

(Singleton ve Rossi, 1965; Singleton ve ark., 1999). Yöntemde kullanılan CuSO4 (bakır 

(II) sülfat) alkali ortamda protein veya antioksidan ile kompleks yapar. Folin fenol 

reaktifi (fosfo molibdik fosfotungstik asit) eklendiğinde, folin reaktifi proteine bağlanır. 

Protein veya antioksidanla Cu (II)‟nin reaksiyonundan açığa çıkan Cu (I) olasılıkla 

molibdatotungstat ayıracını heteropoli mavisine indirger ve rengi sarıdan maviye 

dönüĢür. Reaksiyon tamamlanınca 750 nm‟de örnek absorbansları ölçülür. Bitki 

örneklerinin toplam fenolik içerikleri gallik asit eĢdeğeri olarak hesaplanır. Gallik asit 

için doğru denklemi (kalibrasyon denklemi) aĢağıdaki gibidir. 

y = εFolin-Ciocalteu - 0,0545 (R
2
 = 0,9979) 

Tüm hesaplamalarda Gallik asit için εFolin-Ciocalteu (molar absorblama katsayısı) 

değeri 3,25x10
3
 kullanılmıĢtır.  

 

1.10.  Bitkilerde Kullanılan Belirteçler 

Belirteçler, kalıtımsal modelleri morfolojik, biyokimyasal veya DNA 

seviyesinde izleyebildiğimiz "karakter"lerdir. Bu karakterler doğrudan olmamasına 

rağmen, bir organizmadaki ilgilenilen diğer özelliklerin genetikleri hakkında bilgi 

sağlamalarından dolayı belirteç diye adlandırılırlar. Genel olarak belirteçleri; morfolojik 

ve moleküler belirteçler olmak üzere iki ana grupta toplamak mümkündür (Doğaç, 

2008).  

 

1.10.1. Morfolojik Belirteçler 

Klasik morfolojik belirteçler, genotipik tanımlama amacıyla 

kullanılabilmektedir. Morfolojik belirteçler, kolay elde edilebilmeleri ve bazı 

durumlarda kullanımları mutlak gerekli olmasına rağmen, çevresel faktörlerden 

etkilenebilmekte ve yanlıĢ kararlara yol açabilmektedirler. Fenotipik özelliklerin 

genetik kontrol mekanizmasının tam bilinmemesi, yetersiz varyasyon ve aranılan 

fenotipik özelliklerin, uygun büyüme aĢamasında ortaya çıkıĢının uzun zaman alması, 
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bitki ıslahçılarını daha hızlı ve doğru karar vermekte yardımcı olan, belirteç 

sistemlerine yönelten diğer sınırlayıcı etkenlerdir (Doğaç, 2008). 

 

1.10.2. Moleküler Belirteçler 

Protein ya da DNA'da bulunan polimorfizme dayanan moleküler belirteçler‟in 

geliĢtirilmesi; taksonomi, filogeni, ekoloji, genetik ve bitki ıslahı araĢtırmalarını büyük 

oranda kolaylaĢtırmıĢtır (Weissing, 1995). 

 

Populasyonların karakterizasyonu ve taksonomisinde kullanılan birçok 

moleküler yöntem vardır.  Protein elektroforezi, DNA Parmak Ġzi Metodu, Rastgele 

Amplifiye OlmuĢ Polimorfik DNA (RAPD), Restriksiyon Fragmentlerinin Uzunluk 

Polimorfizmi (RFLP), Amplifiye OlmuĢ Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi (AFLP), 

DNA dizi analizi, Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR) 

bunlardan bazılarıdır (Kılıçoğlu ve Özkoç, 2008; Ergüden, 2007). 

 

DNA belirteçleri stabildirler, tüm dokularda ortaya çıkabilirler, ekolojik 

koĢullardan etkilenmezler. Bütün bir genomun analiz edilebileceği DNA'yı elde etmek 

için az miktarda bitki dokusu yeterli olmaktadırlar. Bitkiden alınan herhangi bir kısım 

DNA izolasyonu için kullanılabilir (Botstein ve ark., 1980). 

Tüm yüksek yapılı organizmaların (ökaryotlar) genomlarındaki bir veya daha 

fazla özelliğin karakterizasyonu DNA bantlarının ortaya koyulması ile olur. Farklı 

büyüklükte ve farklı sayıdaki DNA bantlarının analizi her birey için özeldir. Bu 

bantların ortaya koyulması ile her birey için DNA parmak izi elde edilmiĢ olur. DNA 

profillerinin çıkarılması ve spesifik DNA parmak izlerinin elde edilmesindeki 

basamaklar Ģu Ģekilde sıralanabilir;  

 

 Bitkisel materyalin temini, 

 Bitkisel materyalden DNA izolasyonu, 

 Kullanılacak yönteme göre, genetik materyalin çoğaltılması (PCR), 

 Bireyler arasındaki polimorfizimin farklı DNA belirteç teknikleri (RAPD), 

 DNA bant profillerinin spesifik bir programda analiz edilmesi. (Doğaç 2008). 

 

Doğadaki yabani tür ve varyetelerin toplanması ve moleküler düzeyde 

tanımlanması ekonomik değeri olan çeĢitlere yeni ve üstün özellikler kazandırılması 

açısından önemlidir (Bothmer ve ark., 1991). 
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1.10.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Uygulamaları 

PCR, genomik DNA dizisi bilinen veya dizisi henüz tespit edilmemiĢ olarak 

klonlanan yabancı DNA'nın çoğaltılmasını (amplifikasyonu) ve bunun dizi analizini 

tespit etmeye yarayan önemli bir tekniktir. Günümüzde oldukça önem arz eden insan 

genom projesi bu teknik sayesinde yapılmıĢtır (Dilsiz, 2004). PCR'ın önemli yönü özel 

bir DNA dizisini seçip çoğaltarak istenmeyen dizilerin ortaya çıkmasını önlemesidir. 

Bu özellik sadece dizinin tanınmasını kolaylaĢtırmakla kalmaz, ek olarak DNA'nın 

analiz edilmesini de sağlar (Saiki ve ark. 1985; Dilsiz, 2004). 

 

PCR‟ın temeli; DNA denatürasyonu, primerlerin birleĢmesi ve DNA 

polimerizasyonu ilkelerine dayanır. Çoğaltılması istenen DNA bölgesinin her iki 

ucunda belli sayıda diziyi tanıyan ve DNA'nın her iki zincirini de tamamlayıcı olan bir 

baĢlatıcı oligonükleotid (primer) çifti zıt ve birbirleriyle çakıĢan yönlerde ilerleyen 

DNA sentezinin çok sayıda döngüde gerçekleĢtirilmesinde kullanılır. Her döngüde çift 

sarmallı DNA, iki yeni çift sarmallı molekülün yapılmasını sağlar. Bu da teorik olarak 

her döngüde DNA dizilerinin sayısal olarak ikiye katlanmasına yol açar (Kumar, 1989).  

 

Uygun primer seçimi PCR‟ın baĢarısını etkileyen en önemli faktördür.  

Genellikle 15-30 baz uzunluğunda sentetik oligonükleotidler kullanılır. Ġdeal bir 

primerde G-C oranı %50 olmalı, amplifiye edilecek kalıba özellikle 3‟ ucuna uymalıdır. 

Ġki primer hemen hemen aynı erime özelliklerine sahip olmalıdır (Çulcu, 2007). 

 

PCR üç aĢamada gerçekleĢmektedir. 

1. DNA ipliklerinin yüksek ısı ile birbirinden ayrılması (denatürasyon), 

2. Primerlerin bağlanması (annealing), 

3. Primerlerin uzaması (extension). 

 

DNA ipliklerinin birbirinden ayrılması (denatürasyon) aĢamasında, sıcaklık ile 

çoğaltılmak istenen DNA çift iplikten tek ipliğe dönüĢür. Yüksek ısıda sarmalları bir 

arada tutan hidrojen bağlarının ayrılması için DNA denatüre edilir. Primerlerin 

birleĢmesi (annealing) aĢamasında DNA için spesifik olan ve primer adı verilen 

oligonükleotid, ilk evrede elde edilen DNA tek sarmalı üzerinde kendisine tamamlayıcı 

olan nükleotid dizisi ile birleĢir. Primerler hedef DNA‟nın amplifikasyonunu baĢlatmak 

için kullanılır. Bu sebeple primer (öncü) olarak adlandırılır. Primerin bağlanması 
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sırasında ısı 40-60 ºC ye düĢürülür. Pimerlerin bağlanması için gereken ısı ve süre 

amplifikasyon primerlerinin yoğunlaĢma ve uzunluklarına bağlıdır.  

 

Primerlerin uzaması (extension) aĢamasında tamamlayıcı diziyle birleĢen primer 

hibritleĢtiği sarmalın karĢılığını sentezler. Bu sentez için termostabil özelliği olan 

Thermus aquatis adlı bakteriden elde edilen Taq polimeraz enzimi kullanılır (Erlich ve 

ark., 1991; Çulcu, 2007). Taq DNA polimeraz enziminin aktivitesi için ortamda serbest 

magnezyum iyonlarına ihtiyaç vardır (Dilsiz, 2004). 

 

PCR tekniğinde bu üç temel aĢama bir döngüyü oluĢturur ve bu döngü 30-45 

defa tekrarlanır. Bu döngülerin sonunda elde edilen PCR ürünlerinin tanımlanmasında 

agaroz jel elektroforez yöntemi kullanılır (ġekil 1.17). Bu yöntemde elde edilen ürünler 

agaroz jel kullanılarak ultraviyole ıĢık kaynağında görünür hale getirilir (Çulcu, 2007). 

 

 PCR ile saç teli, sperm ve değiĢik dokulardan elde edilen az sayıdaki hücreden 

DNA amplifikasyonu yapılabilmektedir. Zarar görmüĢ, kırılmıĢ DNA kalıbından DNA 

elde edilmesinde, genetik haritaların oluĢturulmasında, kalıtsal hastalıkların birçoğunun 

teĢhisi ve patojen organizmaların DNA'larının teĢhisinde PCR tekniği baĢarıyla 

uygulanmaktadır (Çulcu, 2007). 

 

1.10.2.2. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA- Rastgele 

ÇoğaltılmıĢ Polimorfik DNA) ve Uygulama Alanları 

RAPD, 1990 yılında geliĢtirilmiĢ olup, rastgele seçilmiĢ kısa oligonükleotid 

primerler kullanılarak çoğaltımının yapılması ve çoğaltım ürünlerinin jel elektroforezi 

ile ayrılması esasına dayanır (Welsh ve Mc Clelland, 1990; Williams ve ve ark., 1990). 

RAPD yönteminin temel tekniği, yüksek saflıkta DNA elde ettikten sonra kısa 

uzunluktaki (6-10 baz) primerleri ekleyerek PCR yapmayı ve son olarak ürünleri jel 

elektroforeziyle elektriksel alanda yürüterek UV altında ortaya çıkan farklılığı 

gözlemlemektir (Arif ve ark., 2010) (ġekil 1.17).  

 

RAPD yöntemi PCR yöntemi baz alınarak geliĢtirilmiĢtir (Atienzar, 2006; Vural 

ve Dağeri, 2009). RAPD sonrası elde edilen sonuçlar her deneyde değiĢen bağlanma 

noktaları (Budak ve ark., 2004), ekipman ve kiĢi farklılıkları  nedeniyle her defasında 

aynı sonucu vermemektedir (Arif ve ark., 2010). RAPD çalıĢmaların da kullanılan 
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primerler genellikle on baz uzunluğunda olmakla beraber, daha uzun ya da daha kısa 

olan primerler de çalıĢmalarda kullanılabilir. Böylece daha kısa primerlerin 

kullanımıyla daha yüksek oranda polimorfizm belirlenebilirken, daha uzun 

primerlerden de çeĢitli haritalama ve parmak izi analizlerinde yararlanılabilir (Kavaklı, 

2006; Yesbek, 2007). Ayrıca primerlerin çok değiĢik DNA bölgelerine bağlanma 

olasılığını arttırmak için daha düĢük sıcaklık dereceleri (34-36 
o
C) kullanılmaktadır 

(Williams ve ark., 1990). 

 

RAPD-PCR sonrası elde edilen monomorfik bantlar türe özgü bantlar olarak 

düĢünülmektedir. Her tür içinde, bu türe özgü bantlar homozigot bölgeler ya da alanları 

temsil eder (Zhou ve ark., 2005). Taksonomik karıĢıklığa sahip olan bazı türlerin 

(safron gibi) kültür ve koruma stratejileri, polimorfik ya da monomorfik olduğunun 

belirlenmesi RAPD ile mümkün olabilmektedir (Rubio-Moraga ve ark., 2009). Bazı 

genlerin tanımı için, gen grupları yada genomları bulunmalı ve bireyler arası 

değiĢmeyen bölgeler ile olan benzerlikleri ortaya çıkarılmalıdır (Altukhov ve ark., 

2000).  

 

RAPD yöntemi yaygın olarak genetik çeĢitlilik araĢtırmalarında polimorfizmin 

belirlenmesinde, soy ağacı çıkarılmasında (akrabalık iliĢkilerinde), genetik 

haritalamada, genotipik farklılaĢma, moleküler taksonomi, zararlı genlerin 

belirlenmesinde ve cinsiyet markeri gibi çeĢitli uygulamalarda özellikle farklı 

topluluklar arasında ve hatta aynı organizmanın farklı doku, organ ve kısımları arasında 

farklılaĢma ve farklılaĢma kapasitesi için kullanılmaktadır (Atienzar, 2006; Bharmauria 

ve ark., 2009; Uzonur ve ark., 2004; Alpsoy ve ark., 2010; Kekeç ve ark., 2010). 

 

RAPD ile yapılan çalıĢmalarda genomik kararsızlığa sahip kanser hücrelerini 

bulma ile ilgili çalıĢmalarda yararlı olduğu ortaya çıkmıĢtır (Atienzar, 2006). Bunların 

yanında, genetik haritaların oluĢturulması, tohumların test edilmesi, varyasyon/tür 

tanımlanması, marker yardımlı seçilim ve bitki ıslahı çalıĢmaları kullanım alanlarından 

bazılarıdır (Yesbek, 2007). 

 

Ekotoksikolojik çalıĢmalarda RAPD değiĢkenleriyle yapılan farklı PCR 

sonuçlarında ortaya çıkan bantların fazla/az oluĢu ile toksikolojik değerlendirmeler 

yapılabilmektedir (Atienzar, 2006). 
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ġekil 1. 17 : RAPD-PCR reaksiyonunun Ģematik gösterimi 

RAPD-1, RAPD-2 reaksiyoları bir tane primer ve iki tane farklı kalıp DNA 

kullanılmıĢtır. 

a) Oklar reaksiyona katılmıĢ olan aynı diziye sahip primerin kopyalarıdır 

b) Okların yönü DNA sentez yönünü belirlemektedir 

c) Sayılar kalıp DNA‟da primerlerin bağlanma bölgelerini göstermektedir 

1.RAPD reaksiyonunda 2 ve 5 pozisyonlarına bağlanan primerler arasındaki DNA 

dizisinin çoğaltılmasıyla ürün A, 3 ve 6 pozisyonlarına bağlanan primerler arasındaki 

DNA dizisinin çoğaltılmasıyla ürün B oluĢmaktadır. 

2.RAPD reaksiyonunda sadece 3 ve 6 pozisyonları arsındaki bölgedeki DNA 

dizisinin 

çoğaltılmasıyla ürün B oluĢmaktadır. 

Reaksiyon 1 ve reaksiyon 2‟ ye eklenen primerlerin tümünden PCR sonucu bant 

elde edilemez. Elde edilebilen bantlar agaroz jelde görüntülenmektedir.  
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BÖLÜM 2 

 

MATERYAL ve METOD 

 

 

2.1. MATERYAL 

 

 

2.1.1. Bitki Örnekleri 

 Urtica dioica bitkisi ile çalıĢılmıĢtır. Yılda iki defa (ilkbahar- sonbahar) çiçek 

açması tedavi amaçlı kullanımda her dönemde elde edilmesini kolaylaĢtırmaktadır. 

ġekil 2.1‟de bu dönemlerde toplanan ısırgan otunun alındığı Ģehirler ve toplama zamanı 

gösterilmiĢtir. Örneklerin toplanması ve ulaĢımı sırasında zarar görme oranı en aza 

indirilecek Ģekilde muhafaza edilmiĢtir. Laboratuara ulaĢtıktan sonra deneylerin 

yapılacağı süreye kadar içeriğinin bozulmaması için gerekli ısı derecesi olan -30 
o
C‟de 

muhafaza edilmiĢtir. 

 

 

ġekil 2.1 : Türkiye‟nin farklı Ģehirlerinden ve farklı dönemlerde alınan U. dioica 

örnekleri. 
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2.1.2. Cihazlar 

Termal Döngü Cihazı : TECHNE TC-512(UK)  

Santrifüj :    Hettich, Mikro 22 

Derin Dondurucu :   BEKO 

Buzdolabı :    Philips, (+4
o
C, -20

o
C), Sanyo MDF-U332 (-30

 o
C) 

Elektroforez :    Mupid-One  

Translüminatör:   Bio-Rad GelDoc 2000 

Vorteks :    IKA LABORTECHNIK 

Hassas Terazi:   Sartorius, Scaltec SPB 54 

Pipetler :    Thermo, Electron Corporation CH57666-4500 

Pipet Uçları :    Neptune BT brand barrier tips 

Spektrofotometreler:   UNICAM Heλios α 

Florometre :   Qubit™ Florometer 

Su banyosu:    GFL 

Isıtıcı :    WiseStir Wisd Laboratory Instruments MSH- 20A 

Ultrasonik banyo :  Sonamak Ultrasonic Cleaner 

Homojenizatör :  IKA LABORTCHNIK Ultra Turrax T 25 basic 

 

 

2.1.3. Kullanılan Kimyasallar 

 

2.1.3.1. Bitki Su Ġnfüzyonları ve Metanol Ekstraktlarının Hazırlanması 

 Metanol ve su ile hazırlanan ısırgan otu ekstraktları için % 70‟lik metanol ve 

distile su kullanılmıĢtır. 

 

2.1.3.2. Kimyasal Analiz Çözeltilerinin Hazırlanması  

  Toplam antioksidan kapasite ölçülmesini sağlayan CUPRAC yönteminde, ; 1,0 

x 10
-2

 M bakır (II) klorür (CuCl2·2H2O) çözeltisi ve 1 M amonyum asetat tampon (pH 

7.0) çözeltisi (NH4Ac) distile suda, 7,5 x 10
-3

 M Neokuproin çözeltisi % 96‟lık etanol 

(EtOH) ile hazırlanmıĢtır. 

 

Toplam antioksidan kapasite ölçülmesini sağlayan diğer bir yöntem olan 

ABTS‟de; 4,0 x 10
-3 

M ABTS (2,2‟-azinobis [3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat]) çözeltisi 
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distile suda, 1,2 x 10
-4

 M hidrojen peroksit (H2O2) çözeltisi % 96‟lık etanolde (EtOH), 

2,4 x 10
-5

 M HRP (Horseradish peroksidaz) çözeltisi etanol ve distile su karıĢımında 

(1:1) hazırlanmıĢtır. 

 

Toplam fenolik içerik belirlenmesinde kullanılan yöntem olan Folin Ciocalteu 

yönteminde % 2‟lik Na2CO3, 0,1 M NaOH, % 0,5 CuSO4, % 1 NaKC4H4O6 (Sodyum 

potasyum tartarat), distile su ile hazırlanmıĢtır. % 2‟lik Na2CO3 ile 0,1 M NaOH 

karıĢtırılarak Lowry A çözeltisi, % 0,5 CuSO4 ile % 1‟lik NaKC4H4O6 karıĢtırılarak 

Lowry B çözeltisi hazırlanır. 50 ml Lowry A ile 1 ml Lowry B çözeltilerinin 

karıĢtırılmasıyla da Lowry C çözeltisi hazırlanmıĢ olur. Folin Ciocalteu çözeltisi ise 

distile su ile 1:3 oranında seyreltilmiĢ olarak kullanılır.  

   

2.1.3.3. DNA Ġzolasyon Kimyasalları 

DNA izolasyonu için Macherey-Nagel marka NucleoSpin® Plant II Kit 

kullanılmıĢ, hücre yıkımı aĢamasında PL1 buffer kullanılan protokole göre izolasyon 

yapılmıĢtır.  

 

   2.1.3.4. Florometre Kimyasalları 

Qubit Florometre cihazında DNA konsantrasyon ölçümleri için 2-1000 ng arası 

DNA miktarını ölçmek için kullanılan Quant-IT dsDNA BR Assay Kit içerisindeki 

kimyasallar Quant-iT™ tampon çözelti, Quant-IT™ ayıraç (reagent) ve çalıĢma 

solüsyonudur. 

2.1.3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonlarında Kullanılan Kimyasallar 

 

i. Fermentas DreamTaq™ PCR Mastermix (2X) 

    Polimeraz Zincir Reaksiyonu için gerekli DNA Polimeraz enzimi (hot start), 

tampon çözelti, MgCl2 ve dNTP‟leri içeren formülasyona sahip solüsyondur. 

 

ii.    FINNZYMES Phire® Bitki Doğrudan PCR Kiti Kimyasalları  

   Bitki dokularından doğrudan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

yapılabilmesi hedeflenerek dizayn edilmiĢtir. Tek prosedür ve uygulama ile DNA 

pürifikasyonu yapmadan PCR ile DNA amplifikasyonu yapılmasını sağlar. Kit 

içeriğindeki kimyasallar Phire® DNA polimeraz (Hot start), 2X Phire® Bitki PCR 

Tampon Çözeltisi (dNTP ve MgCl2) ve Dilüsyon Tampon Çözeltisidir. 
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iii.          Moleküler Tayinde Kullanılan Primerler 

ÇalıĢmamızda moleküler tür tayinine yönelik tür tespiti yapabilecek primerler 

online veritaban ve programları kullanılarak kullanılarak dizayn edilmiĢtir. NCBI, 

Primer 3 ve Oligo Analyzer programları kullanılarak dizayn edilen Urtica dioica primer 

seti Tablo 2.1‟deki gibidir. Dizileri Tablo 2.1 ve Tablo 2.2‟deki gibi verilen tüm 

primerler Alpha DNA (Kanada) firması tarafından sentezlenmiĢtir. 

 

Tablo 2.1 : Dizayn edilen Urtica dioica primeri. 

 

Gen Bölgesi Uzunluk Primer Sekans 
Tm 

(
o
C) 

Urtica dioica 

isolectin VII 

precursor 

(chia5.7.2) gene, 

exon 3 

463 bç 

Right Primer 
5‟ GCATGTCGCAGTACCTCTTG  

3‟ 
57 

Left Primer 
5‟ GCCTTGTGGTTCTGGATGTC  

3‟ 
57 

 

iv. Oligonükleotid Primerleri 

RAPD- PCR yöntemi için kullanılan10 bç uzunluğundaki primerler aĢağıdaki 

gibidir.  

 

Tablo 2.2 : Oligonükleotid primerler. 

Primer Adı Dizisi Primer Adı Dizisi 

OPA-08 5‟-GTGACGTAGG-3‟ OPB-08 5'-GTCCACACGG-3' 

OPA-09 5'-GGGTAACGCC-3' OPB-10 5'-CTGCTGGGAC-3' 

OPA-14 5'-TCTGTGCTGG-3' OPB-11 5'-GTAGACCCGT-3' 

OPA-18 5'-AGGTGACCGT-3' OPB-12 5'-CCTTGACGCA-3' 

OPB-01 5'-GTTTCGCTCC-3' OPB-14 5'-TCCGCTCTGG-3' 

OPB-05 5'-TGCGCCCTTC-3' OPB-17 5'-AGGGAACGAG-3' 

OPB-06 5'-TGCTCTGCCC-3' OPB-18 5'-CCACAGCAGT-3' 

OPB-07 5‟-GGTGACGCAG-3‟   
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2.1.3.6. Agaroz Jel Elektroforezi Kimyasalları 

 

i. Agaroz  

Sigma marka agaroz kullanılmıĢtır. 80 ml için 1,6 g agaroz kullanılmıĢtır. 

 

ii. 10X TBE Tampon Çözeltisi                                                                                                             

Her litre için  108 g Tris base, 55 g Borik Asit, 40 ml 0.5M EDTA (pH 8.0) 

 

iii. 6X Yükleme Boyası                                                                                                          

0.5 mM Tris-HCl (pH 7.6), % 0.03 bromofenol mavi, % 0.03 xylene cyanol FF,    

% 60  gliserol, 1 mM EDTA. 

 

iv.   GeneRuler™ 100 bp DNA Ölçü Standardı                                                                                                             

100- 1000 bç ölçü aralığında (100 μl, 0.5 μg/μl), 10 mM Tris-HCl (pH 7.6), 1 mM 

EDTA. 

 

v. SafeView™   DNA Boyası 

SafeView™, agaroz jel görüntülemede ssDNA (tek zincirli DNA), dsDNA (çift 

zincirli DNA) ve RNA tespit etmeye yarayan yeni ve güvenli nükleik asit boyasıdır. 

Etidyumbromür (EtBr) yerine kullanılabilecek, karsinojenik olmayan, daha hassas yeni 

bir görüntüleme boyasıdır. SafeView™ agaroz jel görüntülemede bağlandığı nükleik 

asitten (ssDNA, dsDNA, RNA) yeĢil floresan ıĢık yayılmasını sağlar. 
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2.2. METOD 

 

 

2.2.1. Bitki Örneklerinin Toplanması  

 Isırgan otu Dünya‟da geniĢ yayılım gösteren ve ülkemizde de her bölgede 

yetiĢebilen bir bitkidir. ÇalıĢmamızda ısırgan otunun ilkbahar ve sonbahar olmak üzere 

çiçek açtığı her iki dönemde toplanan örnekleriyle çalıĢılmıĢtır. Toplanan örnekler 

Tablo 2.3‟de belirtildiği Ģekliyle yeniden isimlendirilmiĢ ve numaralandırılmıĢtır. 

 

 

Tablo 2.3. ÇalıĢmada kullanılan ısırgan otu örneklerinin kısaltma, toplandıkları iller, 

toplanan bitki kısımları ve hangi mevsimde toplandıklarının bilgileri.  

Kodlamalar ġehir Bitki Kısmı Toplanan Mevsim 

UD-1 Antalya Yaprak, Gövde Sonbahar 

UD-2 Van Yaprak, Gövde Sonbahar 

UD-3 Muğla Yaprak, Gövde, Kök Sonbahar 

UD-4 Ġstanbul (Anadolu) Yaprak, Gövde Sonbahar 

UD-5 Ordu Yaprak, Gövde, Kök Sonbahar 

UD-6 Tekirdağ Yaprak, Gövde Sonbahar 

UD-7 Erzurum Yaprak, Gövde, Kök Ġlkbahar 

UD-8 Mersin Yaprak, Gövde, Kök Ġlkbahar 

UD-9 Tokat Yaprak, Gövde, Kök Ġlkbahar 

UD-10 Ġstanbul (Avrupa) Yaprak, Gövde Ġlkbahar 

UD-11 Ġzmir Yaprak, Gövde, Kök Ġlkbahar 

UD-12 Konya Yaprak, Gövde, Kök Ġlkbahar 

 

 

 

2.2.2. Isırgan Otu Örneklerinin Su Ġnfüzyonu ve Metanol Ekstraksiyonu 
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Isırgan otu yaprakları için yapılan metanol ekstraktında %70‟lik 10 ml metanol 

içerisine 1 g parçalara ayrılmıĢ ısırgan otu yaprakları eklenir. Ultrasonik banyoda 

ağızları kapalı cam erlenler içinde 1 saat süren ilk aĢamanın ardından ekstraksiyon sıvısı 

alınarak erlende kalan ısırgan otu üzerine 10 ml metanol eklenir ve 45 dakika daha 

ultrasonik banyoda ekstraksiyon yapılır. Ekstraksiyon sıvısı tekrar alınarak ısırgan otu 

üzerine son olarak 5 ml daha %70‟lik metanol eklenip 15 dakika inkübasyonu 

yapıldıktan sonra süzülür ve tüm ekstraksiyon sıvıları bir araya getirilir.  

 

Ġnfüzyon için, 1 g tartılıp küçük parçalara ayrılan ısırgan otunun yaprak 

örnekleri ile 95
 o

C‟ye getirilmiĢ 25 ml distile su içerisine koyularak 8 dakika süre ile 95 

o
C‟de ekstraksiyon iĢlemi yapılmıĢtır. Isırgan otu örneklerinin yaprak, gövde ve kök 

kısımları için ayrı ayrı infüzyonlar yapılmıĢtır. 

 

Deneylerde kullanılan ısırgan otu kısımlarının hepsi yaĢ materyal olarak 

kullanılmıĢtır.  

 

2.2.3. CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity; Cu(II) Ġyonu 

Ġndirgeyici Antioksidan Kapasite) Yöntemi  

Deney tüplerinin içerisine sırasıyla 1 ml 1,0 x 10
-2

 M Cu(II) klorür çözeltisi, 1 

ml 1 M amonyum asetat tampon (pH 7.0) çözeltisi, 1 ml 7,5 x 10
-3

 M neokuproin 

çözeltisi ilave edilir. Daha sonra x ml ısırgan otu metanol-su ekstrakt çözeltilerinden ve 

son olarak (1– x) ml distile su ilave edilerek çözeltiler karıĢtırılır.  

 

Çözeltiye örnek yerine 1 ml distile su eklenen tüp ise referans olarak hazırlanır. 

Tüpler oda sıcaklığında ağzı kapalı olarak 30 dakika bekletilir ve süre sonunda 

çözeltilerin referans çözeltiye karĢı 450 nm‟deki absorbansları ölçülür.  

 

Bu yöntem metanol ekstraksiyonu yapılmıĢ yaprak ve infüzyon yapılmıĢ yaprak, 

gövde ve kök örneklerine uygulanmıĢtır. Abzorbansları ölçülen örneklerin toplam 

antioksidan kapasitesi CUPRAC yöntemin ile aĢağıdaki formüle göre hesaplanmıĢtır.  
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ε CUPRAC : 16200 Lmol
-1

.cm
-1 

 

2.2.4. TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity; Troloks EĢdeğeri 

Antioksidan Kapasitesi)/ABTS Yöntemi  

Deney tüplerinin içerisine sırasıyla 1 ml 4 x 10
-3

 M ABTS, 1 ml 1,2 x 10
-4

 M 

H2O2 ve 1 ml 2,4 x 10
-5

 M HRP ilavesinden sonra çözelti karıĢtırılır ve oluĢan ABTS 

radikalinin absorbansının kararlı hale gelebilmesi için 5 dakika oda sıcaklığında 

bekletilir. Bu süre sonunda x ml ısırgan otu metanol ekstrakt-infüzyon çözeltilerinden 

ve (1  x) ml distile su ilave edilir ve 5 dakika daha oda sıcaklığında bekletilir. 

 

 10. dakika sonunda 730 nm‟de ısırgan otu ekstraktı ilave edilmemiĢ referansa 

karĢı absorbans değerleri okunur. Radikal çözeltisinin (örnek yerine örnek çözücüsü 

içeren) absorbansından, örnek içeren çözeltinin absorbansı çıkarılarak A absorbans 

değerleri hesaplanır. 

 

A = A Radikal çözeltisi - A Örnek Çözeltisi 

 

Bu yöntem metanol ekstraksiyonu yapılmıĢ yaprak ve infüzyon yapılmıĢ yaprak, 

gövde ve kök örneklerine uygulanmıĢtır. Abzorbansları ölçülen örneklerin toplam 

antioksidan kapasitesi ABTS/HRP yöntemi ile aĢağıdaki formüle göre hesaplanmıĢtır.  

 

 

 

ε ABTS/HRP : 27500 Lmol
-1

.cm
-1 
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2.2.5. Folin-Ciocalteu Yöntemi  

Deney tüplerine koyulan 2,5 ml Lowry C üzerine x ml ısırgan otu metanol 

ekstraktı- infüzyonu örnekleri ve (2-x ml) distile su eklenir. 10 dakika inkübasyon 

sonrasında bu tüplere 0,25 ml seyreltilmiĢ Folin-Ciocalteu çözeltisi ilave edilir ve 30 

dakika daha oda sıcaklığında inkübasyona bırakılır. Ġçerisinde örnek bulunmayan 2 ml 

distile su, 2,5 ml Lowry C ve 0,25 ml Folin-Ciocalteu çözeltisi bulunan referansa karĢı 

750 nm‟de abzorbansı ölçülür.  

 

Bu yöntem metanol ekstraksiyonu yapılmıĢ yaprak ve infüzyon yapılmıĢ yaprak, 

gövde ve kök örneklerine uygulanmıĢtır. Abzorbansları ölçülen örneklerin toplam 

antioksidan kapasitesi Folin-Ciocalteu yöntemi ile aĢağıdaki formüle göre 

hesaplanmıĢtır.  

 

 

ε Folin-Ciocalteu : 3254 Lmol
-1

.cm
-1 

 

2.2.6. Urtica dioica’ya Özgü Primer Dizaynı Örneklerin Moleküler Tayininin 

Yapılması 

 Primer dizayn etmek için, güvenilir ve sürekli güncellenen veritabanları 

kullanılmaktadır. ÇalıĢmamızda kullanılmak üzere Urtica dioica bitkisine özgü primer 

dizayn etmek için sırasıyla NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Primer 3 

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) ve Oligo Analyzer 

(http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/Default.aspx) veritabanları 

kullanılmıĢtır. 

 

 Primer seçiminde önemli optimum özellikler aĢağıdaki gibidir;  

 Primer 18-25 baz uzunluğunda olmalıdır, 

 Kendi içerisinde homoloji göstermemeli; özellikle 3‟ ucunun primer-dimer 

formasyonundan kaçınılmalıdır, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi
http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/Default.aspx
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 3‟ ucunun DNA kalıbı üzerinde spesifik olmayan bölgelere bağlanmadığı 

kontrol edilmelidir, 

 Guanin-Cytosin (GC) tekrarı dört bp den fazla olmamalıdır, 

 GC içeriği % 40 ile % 70 arasında olmalıdır, 

 Erime ısıları (Melting temperatures :Tm) birbirine olabildiğince yakın olmalıdır, 

 Loop (halka) oluĢturmamalıdır. 

 

Primer dizaynı için ilk basamak NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) sitesinde 

arama sınırını “nucleotide” olarak değiĢtirip arama kutusuna Urtica dioica yazılarak 

tarama sonuçlarını incelemektir. Uygun olduğu düĢünülen bir gen bölgesi belirlenip 

“FASTA” formatına ulaĢılır (FASTA: DNA dizilerinin biyoinformatik programları 

tarafından okunması için oluĢturulmuĢ standart formattır.  

(http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA_dizisi EriĢim tarihi: 20.10.2010) (ġekil 2.2).  

 

 

ġekil 2.2: Urtica dioica‟ya ait agglutinin isolectin VII precursor (chia5.7.2) gene, exon 3 

gen bölgesinin FASTA formatı. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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FASTA formatı kopyalandıktan sonra Primer 3 

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) sitesindeki metin 

penceresine yapıĢtırılır. Bu site, verilen FASTA formatına ait uygun primerler belirler. 

Bu sırada dizayn edilmek istenilen primere ait tüm bilgiler (Tm değeri: bağlanma 

sıcaklığı, primer uzunluğu vs.) girilerek “Pick primers” tıklanır ve uygun olan primerin 

seçilmesi sağlanır (ġekil 2.3).  

 

 

ġekil 2.3 : Primer 3 programıyla istenilen özelliklere uygun olarak belirlenen ilk dört 

primer setine ait ekran görüntüsü. 

 

 

 Uygun olan 4 primer belirlendikten sonra bu primerlerin uygunluğunu 

denetlemek için Oligo Analyzer 

(http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/Default.aspx) sitesinde her primer 

seti için hairpin, selfdimer, heterodimer yapma durumları (optimum G-S oranı, düĢük 

Delta G ve hairpin değeri gibi) incelenir ve istenmeyen konformasyonları en az 

oluĢturan primer seti belirlenir (ġekil 2.4).  

 

 

http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi
http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/Default.aspx


42 

 

 
 

 

 

ġekil 2.4 : Oligo Analyzer programında primerlerin uygunluk derecelerinin 

belirlenmesi. 

 

 Oligo Analyzer veritabanında en uygun primer seçimi yapıldıktan sonra seçilen 

primerin gerçekten Urtica dioica bitkisine özgü olup olmadığının tayini ise BLAST 

yapılarak sağlanır. Bunun için BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) sitesine 

girilerek arama seçenekleri “nucleotide blast” olarak ayarlanır ve dizayn edilen primerin 

sağ ve sol dizileri sırayla metin penceresine yazılır ve “Choose Search Set- Database “ 

ayarı “Others” seçildikten sonra Blast yapılır. E-Value değeri, sonuçların istatistiksel 

olarak anlamlı olduğunu gösteren değerdir. Sorgunun, düĢük E-Value değere sahip 

sonuçlarla homolog olma ihtimali fazladır. (ġekil 2.5).  

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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ġekil 2.5 : Belirlenen primer setinin Blast sonuç tablosu. 

 

 Online veritabanları ve programları kullanılarak dizayn edilen primer seti Alpha 

DNA (Kanada) firması tarafından temin edildikten sonra 100 pmol/ml stok çözelti 

seyreltmesi yapıldıktan sonra FINNZYMES Phire® Doğrudan PCR kiti kullanılarak 

PCR yapılmıĢtır. Bu kite ait bileĢenler Tablo 2.4‟te verilmiĢtir. 

 

Tablo 2.4 : FINNZYMES Phire®Doğrudan-PCR bileĢenlerine ait bilgiler. 

Doğrudan-PCR BileĢenleri                                                      Son Hacim 

Phire® Plant PCR Tampon Çözelti (2X) 10 µl 

Phire® Plant Hot Start DNA Polimeraz 0.4 µl 

Primer (F) 0.5µM/20 µl 

Primer (R) 0.5µM/20 µl 

Örnek (sıvı)  0.5 µl 

Örnek (katı)  0.5 mm 

ddH2O 8  µl 

Toplam hacim 20 µl 

 

 

 Türkiye‟nin 12 farklı ilinden toplanan ısırgan otu örnekleri ile moleküler tür 

tayini için dizayn edilen primerler kullanılarak PCR yapılmıĢtır. Yapılan PCR‟a ait 

Ģartlar Tablo 2.5‟teki gibidir.  
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Tablo 2. 5 : FINNZYMES Phire® Doğrudan-PCR Ģartlarına ait bilgiler. 

Basamak Sıcaklık (°C) Süre Döngü Sayısı 

Ġlk Denatürasyon       98 5 dakika 1 

Denatürasyon       95 5 saniye 

40 Bağlanma       57 5 saniye 

Uzama       72 20 saniye 

Sonlanma       72                             1 dakika                                     1 

 

 

Yabancı maddelerin uzaklaĢtırılması için örnekler distile su ile birkaç defa 

yıkandıktan sonra kit içerisindeki zımba (uni-core) ile bitkilerin yaprak dokularından 

0,5 mm çapında doku kesiti alınmıĢtır. Bu bitkisel dokulara hiçbir iĢlem uygulanmadan 

FĠNNZYMES Phire® Bitki Doğrudan PCR kiti ile hazırlanmıĢ tüp içindeki PCR 

bileĢenlerine doğrudan eklenmiĢtir. 

 

Örneklerden doku kesiti alınması sırasında örnekler arası kontaminasyonun 

engellenmesi için her bir farklı dokudan kesit alındıktan zımbanın ucu % 2‟lik NaClO 

çözeltisine batırılmıĢ ve sterilizasyonu sağlanmıĢtır.  

 

2.2.7. DNA Ġzolasyonu 

 12 farklı Ģehirden toplanan ısırgan otu örnekleri deneylerin yapılacağı süreye 

kadar -30°C de muhafaza edilmiĢtir. Örnekler önce distile su ile yıkanmıĢ daha sonra 

her örneğin kök, gövde ve yaprak kısımlarından yaklaĢık olarak 100 mg alınarak 

dakikada 11,000 PRM devir ile mekanik parçalama yapan IKA LABORTCHNIK Ultra 

Turrax T 25 basic marka homojenizatör ile homojenize edilmiĢtir. Homojenizasyon 

sonrası Macherey-Nagel firmasının NucleoSpin® Bitki DNA izolasyon kiti kullanılarak 

DNA izolasyonu yapılmıĢtır.   

 

MN-NucleoSpin® Bitki DNA izolasyon kiti ile DNA izolasyon prosedürü 

aĢağıdaki gibidir: 

 100 mg örnek üzerine 400 µl PL1 tampon çözeltisi ve 10 µl RNase enzimi 

eklenerek vortekslenir. 
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  65 °C‟de 10 dakika inkübasyona bırakılır. 

 8000 rpm‟de 1 dakika maddelerin dibe çökmesi için santrifüj yapılır.  

 Örnek, violet halkalı NucleoSpin filtre kolonu içeren tüpe aktarılarak 2 dakika 

10000 rpm‟de santrifüj ile filtrasyon yapılır. Violet halkalı NucleoSpin filtre, 

izolasyonun ilk aĢamalarında mevcut atıkları uzaklaĢtırmak için kullanılır.  

 Örnek üzerine 450 µl PC tampon çözeltisi eklenerek vortekslenir. 

 700 µl örnek yeĢil halkalı NucleoSpin filtre kolonu içeren yeni bir tüpe aktarılır. 

10000 rpm‟de 1 dakika santrifüjlenir. Filtre edilmiĢ alttaki sıvı uzaklaĢtırılır. 

 Örneğin bulunduğu süzüntü (üst faz) üzerine 400 µl PW1 tampon çözeltisi eklenir. 

10000 rpm‟de 1 dakika santrifüjlenir. Filtre edilmiĢ alttaki sıvı uzaklaĢtırılır. 

 Örnek üzerine 700 µl PW2 tampon çözeltisi eklenir. 10000 rpm‟de 1 dakika 

santrifüjlenir. Filtre edilmiĢ alttaki sıvı uzaklaĢtırılır. 

 Örnek üzerine 200 µl PW2 tampon çözeltisi eklenir. 10000 rpm‟de 1 dakika 

santrifüjlenir. Filtre edilmiĢ alttaki sıvı uzaklaĢtırılır. 

 8000 rpm‟de 1 dakika santrifüj ile boĢ kurulama yapılır.  

 Filtrasyon kolonu DNA örneğini saklayacağımız tüpe takılır. 

 PE tampon çözeltisi 70 °C‟de 5 dakika inkübasyona bırakılır. 

 Örneğin bulunduğu süzüntü (üst faz) üzerine 50 µl PE tampon çözeltisi (70 °C‟ye 

ısıtılmıĢ) eklenir. 10000 rpm‟de 1 dakika santrifüjlenir. 

 Örnek üzerine tekrar 50 µl PE tampon çözeltisi (70 °C‟ye ısıtılmıĢ) eklenir. 10000 

rpm‟de 1 dakika santrifüjlenir. 

 Filtre kolonu uzaklaĢtırılır ve saf DNA -20 °C‟de saklanır. 

 

2.2.8. DNA Konsantrasyonu Ölçümü 

DNA izolasyonu sonrasında her bir örnek için DNA konsantrasyonu Qubit™ 

Fluorometer ve Quant-IT dsDNA BR Assay Kit ile yapılmıĢtır. 

 

Qubit™ Fluorometer ile DNA miktar tayini protokolü aĢağıdaki iĢlemlerle 

gerçekleĢtirilir: 
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a. ÇalıĢma solüsyonu hazırlanması: 

 1,5 ml yada 2 ml‟lik mikrosantrifüj veya 15 ml‟lik santrifüj tüpüne Standart (2 yada 

3 adet) ve çalıĢılacak örnek miktarı (n) baĢına 199 µl Quant-iT™ tampon çözelti 

eklenir. [(n+3) x 199 µl]  

 Quant-iT™ tampon çözelti üzerine, Standart (2 yada 3 adet) ve çalıĢılacak örnek 

miktarı (n) baĢına 1 ul Quant-iT™ ayıraç (reagent) eklenir. [(n+3) x 1 µl] 

 Sonuçta, her örnek ve standart baĢına “199 µl Quant-iT™ tampon çözelti ve 1 ul 

Quant-iT™ ayıraç (reagent) ” olmak üzere 200 µl çalıĢma solüsyonu elde etmiĢ 

oluruz. 

 

b. Standartların Hazırlanması: 

 0,5 µl Ģeffaf ve ince cidarlı mikrosantrifüj tüpüne; 

 Standart 1 için; 190 µl Working solusyon ve 10 µl standart 1 eklenir. 

 Standart 2 için; 190 µl Working solusyon ve 10 µl standart 2 eklenir. 

 

c. Örneklerin Hazırlanması: 

 Kullanılacak örnek miktarına göre 180-199 µl Working solusyon ve 1-20 µl örnek 

eklenir. 

 

d. Ġnkübasyon: 

 Quant-iT™ dsDNA, ssDNA ve RNA kitleri için en az 2 dk boyunca oda 

sıcaklığında inkübe edilir. 

 

e. Protokolün seçilmesi ve Cihaz kalibrasyonu: 

 Ġnkübasyon sonrası Qubit™ Fluorometer cihazında Quant-iT™ kit seçeneğine 

gelip bir önceki kalibrasyonu kullanılır ya da yeni bir kalibrasyon yapılır.  

 Yeni kalibrasyon yapılacaksa aĢağıdaki yönergeler takip edilir;  

  Standart 1‟in yer aldığı mikrosantrifüj tüpünü cihazın ilgili haznesine yerleĢtirip 

cihaz kapağı kapatılır ve “GO” tuĢuna basarak Standart 1 okutulur. 

 Standart 2‟in yer aldığı mikrosantrifüj tüpünü cihazın ilgili haznesine yerleĢtirip 

cihaz kapağını kapatılır ve “GO” tuĢuna basarak Standart 2 okutulur. 
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f. Örneklerin Ölçülmesi:  

 Ölçülecek örneği içeren mikrosantrifüj tüpü cihazın ilgili haznesine yerleĢtirilir ve 

cihaz kapağı kapatılır ve “GO” tuĢuna basarak örnekler okutulur. 

 

g. Standardın Kalibrasyonu 

 Hazırlanan standart 2, örnek ölçümlerinden sonra güneĢ ıĢığı alacak Ģekilde 5 

dakika oda sıcaklığında inkübasyona bırakılır. Ġnkübasyon sonrası cihazın ilgili 

haznesine yerleĢtirilerek “GO” tuĢuna basılır ve konsantrasyonu ölçülür. Çıkan 

sonucun 100 µg/ml‟ye yakın olması ölçülen değerlerin güvenilirliği açısından 

önemlidir.  

 

2.2.9. Agaroz Jel Hazırlanması ve Jel Elektroforezi 

 PCR ürünlerin incelenebilmesi için % 2‟lik agaroz jel hazırlanır. Bunun için 2 g 

Agaroz 100 ml 0.5xTBE tampon çözeltisi içerisine eklenir ve manyetik karıĢtırıcı ile 

beraber ısıtıcı yardımıyla çözünmesi sağlanır. Hazırlanan solüsyon kaynama derecesine 

geldiğinde ısıtıcıdan alınır ve 65 
o
C-70 

o
C‟ye soğuması beklenir. Birkaç dakika sonra 

içine 5 μl/100 ml konsantrasyonunda SafeView floresan boyası karıĢtırılır. SafeView 

floresan boyası DNA bazları arasına girebilen ve bu sayede DNA‟yı UV ıĢığı altında 

görebilmemizi sağlayan, bilinen kanserojenik ve mutajenik boyalara göre güvenli 

olduğu iddia edilen bir boyadır. 

 

Isısı 65 
o
C-70 

o
C‟ye düĢürülen jel hazırlanan kalıba dökülür ve soğuması 

beklenir. Soğuma sırasında dökülen kalıbın Ģeklini alan jele, yerleĢtirilen tarak 

sayesinde 20-22 kuyu açılması sağlanmıĢtır. Örnekler bu kuyulara yükleme tamponu ile 

karıĢtırılarak yüklenir. Bu tampon örneklerin yüklenebilmesini, örneklerin yürümesinin 

takibini yapabilmemizi sağlarken, hem de yerine göre bir çeĢit standart boy markörü 

gibi kullanılmaktadır. 

 

Elektroforezde 10 volt/cm‟de yürütülen DNA‟ları görüntülemek için bir UV 

ıĢık kaynağı kullanılmaktadır. Fotoğraflar Geldoc 2000 sistemi ile çekilmiĢtir. 
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2.2.10. Rastgele ÇoğaltılmıĢ Polimorfik DNA - Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

  (RAPD- PCR) ġartları 

RAPD-PCR yönteminin temel prensibi, ilgili olan türe ait genomik DNA 

üzerinde rastgele seçilmiĢ, tek bir 9-10 bp oligonükleotidin, düĢük bağlanma 

sıcaklığında çoğaltma yapmasıdır. Toplam hacmi 25 µl olacak Ģekilde hazırlanan 

örneklerin içeriği Tablo 2.6‟daki gibidir. 

 

Tablo 2.6 : Bir RAPD-PCR tüpündeki bileĢenler. 

RAPD-PCR BileĢenleri                                               Son Hacim/Konsantrasyon 

DreamTaq™  PCR Mastermix(2X) 12.5 µl 

Primer karıĢımı 0.1-1.0  µM  

Örnek DNA‟sı  10 pg - 1 µg 

ddH2O 5.5  µl 

Toplam hacim 25 µl 

 

Bazı durumlarda daha iyi sonuç alınabilmesi için fazladan Taq DNA polimeraz 

enzimi ilave edilebilir. Bu durumda toplam sonuç değiĢmeyecek Ģekilde hesaplamalar 

tekrarlanır. Hazırlanan bu karıĢımlar Tablo 2.7‟deki Ģartlara uygun olarak 

amplifikasyon için makineye yerleĢtirilir. Her ısırgan otu örneğinin yaprak, gövde ve 

kök kısımları ayrı ayrı çalıĢılmıĢ ve her örnek için bileĢenler x3‟lü olarak hazırlanmıĢtır.  

  

Tablo 2.7 : RAPD-PCR koĢulları. 

Basamak Sıcaklık (°C) Süre Döngü Sayısı 

Ġlk Denatürasyon 95 1-3 dakika 1 

Denatürasyon 95 30 saniye 

40 Bağlanma 36 30 saniye 

Uzama 72 1 dakika/kb 

Sonlanma 72 5-15 dakika 1 
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BÖLÜM 3 

 

 

BULGULAR  

 

ÇalıĢmamızın bulguları 3 ana baĢlık halinde sunulmuĢtur. Türkiye‟nin 11 farklı 

Ģehrinden elde edilen ısırgan otu örneklerinin Urtica dioica türü olduğunun anlaĢılması 

çalıĢmamızın devamı için önem arz etmektedir. Bu nedenle ilk önce örneklerimizin 

U.dioica doğruluğunu içeren sonuçlar ortaya konulmuĢtur. Daha sonra % 70 metanol 

ekstraktı ve infüzyonu yapılan U. dioica örneklerinin toplam antioksidan kapasite ve 

toplam fenolik madde içerikleri belirlenerek Ģehirlerarasındaki farklılıklar belirlenmiĢ, 

son olarak da yaprak, gövde, kök kısımları ayrılan U. dioica örneklerinin 

DNA‟larındaki değiĢim incelenmiĢtir. 

 

3.1. Türe Özgü Primer Dizaynı ve Ġlgili PCR Sonuçları 

 Klasik morfolojik özelliklere bakılarak tür tespiti yapılan 12 farklı Ģehirden 

temin edilen Urtica dioica örneklerinin moleküler açıdan da tür tespiti için,                          

online veri tabanları (NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Primer 3 

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) ve Oligo Analyzer 

(http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/Default.aspx)) kullanılarak 

dizayn edilen primer seti 5‟ GCCTTGTGGTTCTGGATGTC 3‟, ve primer 5‟ 

GCATGTCGCAGTACCTCTTG 3‟ ile yapılan tür tayinine yönelik PCR sonucu ġekil 

3.1‟de verilmiĢtir. DNA purifikasyon-izolasyon iĢlemine gerek duymadan çalıĢılmaya 

olanak sağlayan FĠNNZYMES Phire® Bitki Doğrudan PCR kiti ile hedeflenen DNA 

bölgeleri çoğaltılmıĢtır.   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi
http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/Default.aspx
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ġekil 3.1 : FĠNNZYMES Phire® Bitki Doğrudan PCR kiti ile yapılan tür tayinine 

yönelik PCR sonuçları. 193 bç‟lik amplifikasyon sonuçlarını gösteren %2‟lik agaroz jel 

fotoğrafı. UD-1Y, UD-2Y… UD-10Y, UD-11Y (Antalya, Van, Muğla, Ġstanbul 

(Anadolu), Ordu, Tekirdağ, Erzurum, Mersin, Tokat, Ġstanbul (Avrupa), Ġzmir) yaprak 

örnekleridir. Ġlk kuyu (M) boy markörünü, son kuyu negatif kontrol örneğini 

göstermektedir. 

 

Online veritabanları ve programlar kullanılarak dizayn edilen primer setinin, 

PCR sonrasında 193 bç uzunluğunda bant verdiği gözlenmiĢtir. Bu Ģekilde klasik 

morfolojik yöntemler ile yapılan tür tayinini moleküler yöntemlerle de teyit etmekteyiz. 

Kullanılan FĠNNZYMES Phire® Bitki Doğrudan PCR kiti ile kros-kontaminasyon riski 

en aza indirilmiĢtir. Zımba (uni-core) ile bitkilerin yaprak dokularından 0,5 mm çapında 

doku kesiti elde edilmesi sırasında % 2‟lik NaClO çözeltisi ile sterilizasyonu sağlanmıĢ 

ve her PCR‟da negatif kontrol kullanılarak kontaminasyon olmadığı doğrulanmıĢtır. 

 

Kullanılan primerlerin U. dioica özgünlüğünün teyidi sanal ortamda BLAST 

analizi (ġekil 3.2), deneysel ortamda ise nane ve fasulye bitkileri kullanılarak yapılan 

PCR ile gösterilmiĢtir (ġekil 3.3). PCR için FĠNNZYMES Phire® Bitki Doğrudan PCR 

kiti kullanılmıĢtır. 

1000 
 
  500  
  400 
   
  200  

193 bç 



51 

 

 
 

 

ġekil 3.2 : Primer setinin Blast sonuçları. 

 

ġekil 3.2‟de düĢük güvenilirlik değerine sahip farklı canlı ile eĢleĢmeler de 

görülmektedir. 

 

           

ġekil 3.3: Fasulye ve nane bitkileri ile bazı Urtica dioica türleri ile yapılan PCR 

amplifikasyon sonuçlarını gösteren % 2‟lik agaroz jel fotoğrafı. Ġlk kuyu (M) boy 

markörünü, son kuyu negatif kontrol örneğini göstermektedir. 
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3.2. Toplam Antioksidan Kapasite ve Toplam Fenolik Madde Ġçerik Sonuçları 

 DNA yapısının çeĢitli kirlilik tiplerine maruz kaldığında, ya da değiĢken ortam 

Ģartlarına göre değiĢim gösterdiği bilinmektedir ve bunlar canlının fizyolojik yapısında 

da birtakım değiĢikliklere neden olabilmektedir. Bu değiĢiklikler etnobotanik olarak 

kullanılan bazı bitkilerin kimyasal yapılarında da değiĢimler oluĢturabilmektedir. Bu 

durumu göstermek amacıyla 12 farklı ısırgan otu örneğinin toplam antioksidan 

kapasitesi ve toplam fenolik içerik miktarlarındaki değiĢimler çeĢitli deneyler ile 

gösterilmiĢtir. 

 

 CUPRAC yöntemi Cu (II) neukuprain çözeltisinin amonyum asetat tampon 

ortamında antioksidan madde varlığında Cu (II) neukupraine indirgenmesi esasına 

dayanır. 450 nm‟de abzorbansı ölçülen değerler CUPRAC formülü ile (sayfa 41) 

hesaplamasından sonra toplam antioksidan kapasite değerini vermektedir. 

 

 ABTS yöntemi 2,2‟-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS) kromojen 

radikal katyonunun hidrojen verici antioksidanlar tarafından inhibe edilmesine dayalı 

bir metoddur 730 nm‟de abzorbansı ölçülen çözeltinin toplam antioksidan kapasitesi 

ABTS formülüne göre (sayfa 42) hesaplanmıĢtır. 

 

Folin-Ciocalteu yöntemi CuSO4 (bakır (II) sülfat) çözeltisinin alkali ortamda 

protein veya antioksidanlar ile kompleks yapması esasına dayanır. 750 nm‟de ölçülen 

abzorbans değerleri Folin-Ciocalteu formülü ile hesaplanarak (sayfa 43) toplam fenolik 

içerikleri belirlenir.  

 

3.2.1. Isırgan Otu Yaprak Örneklerinin Sonuçları 

% 70 metanol ekstraktı ve infüzyonu hazırlanan ısırgan otu yaprak örnekleri ile 

yapılan CUPRAC, ABTS/HRP ve Folin–Ciocalteu deneylerinin sonuçları Tablo 

3.1‟deki gibidir. Hesaplamalar troloks ve gallik asit için belirlenen formüller ile 

yapılmıĢtır (sayfa 41, 42, 43).  
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Tablo 3.1 : Urtica dioica yapraklarının metanol ekstraktı ve infüzyonuna ait toplam 

antioksidan kapasite ve toplam fenolik madde sonuçları. 

   Yöntem 

ġehir 

CUPRAC 

mmol Troloks/g 

ABTS/HRP 

mmol Troloks/g 

Folin–Ciocalteu 

mmol Gallik asit/g 

 Metanol 

Yaprak  

Su  

Yaprak  

Metanol  

Yaprak  

Su  

Yaprak  

Metanol 

Yaprak  

Su  

Yaprak  

Antalya 1,11x10
-2

 1x10
-2

 0,37x10
-2

 0,43x10
-2

 2,98x10
-2

 3,6x10
-2

 

Van 0,37x10
-2

 1,13x10
-2

 0,24x10
-2

 0,45x10
-2

 1,51x10
-2

 3,9x10
-2

 

Muğla 0,51x10
-2

 1,1x10
-2

 0,28x10
-2

 0,44x10
-2

 2,02x10
-2

 2,6x10
-2

 

Ġstanbul 

(Anadolu) 

0,17x10
-2

 0,18x10
-2

 0,04x10
-2

 0,35x10
-2

 0,47x10
-2

 0,93x10
-2

 

Ordu 0,44x10
-2

 0,98x10
-2

 0,27x10
-2

 0,42x10
-2

 1,89x10
-2

 3,7x10
-2

 

Tekirdağ 0,94x10
-2

 0,75x10
-2

 0,33x10
-2

 0,37x10
-2

 2,53x10
-2

 2,8x10
-2

 

Erzurum 2,08x10
-2

 11,5x10
-2

 0,57x10
-2

 0,99x10
-2

 4,34x10
-2

 25x10
-2

 

Mersin 0,5x10
-2

 2,2x10
-2

 0,23x10
-2

 0,60x10
-2

 1,69x10
-2

 4,6x10
-2

 

Tokat 2,62x10
-2

 1,72x10
-2

 0,75x10
-2

 0,52x10
-2

 5,76x10
-2

 4,9x10
-2

 

Ġstanbul 

(Avrupa) 

0,2x10
-2

 0,31x10
-2

 0,14x10
-2

 0,36x10
-2

 0,89x10
-2

 2,7x10
-2

 

Ġzmir 0,42x10
-2

 1,2x10
-2

 0,25x10
-2

 0,48x10
-2

 1,98x10
-2

 4x10
-2

 

Konya 0,33x10
-2

 1,75x10
-2

 0,15x10
-2

 0,59x10
-2

 0,93x10
-2

 4,12x10
-2

 

 

% 70 metanol ekstraktı yapılan U. dioica yapraklarının toplam antioksidan 

kapasite ve toplam fenolik içerik korelasyonu ġekil 3.4, 3.5‟te verilmiĢtir. Toplam 

fenolik madde içeriği ve toplam antioksidan kapasite korelasyonu CUPRAC yöntemi 

için 0,9569      (ġekil 3.4); ABTS yöntemi için 0,9882 (ġekil 3.5) olarak bulunmuĢtur. 

Folin-CUPRAC ve Folin-ABTS deneylerinin sonuçlarının değerlendirildiği bu 

grafiklerde toplam antioksidan kapasite ve toplam fenolik içeriklerinin örtüĢtüğü 

görülmektedir. Bu sonuç deney güvenilirliliği açısından önemli ve destekleyicidir. 

 



54 

 

 
 

 

ġekil 3.4 : % 70 metanol esktratı yapılmıĢ Urtica dioica yaprak örneklerinin Folin–

CUPRAC korelasyonu. 

 

 

ġekil 3.5 : % 70 metanol esktratı yapılmıĢ Urtica dioica yaprak örneklerinin Folin–

ABTS korelasyonu. 

 

Ġnfüzyonu yapılan U. dioica yaprak örneklerinin toplam antioksidan kapasite ve 

toplam fenolik içerik korelasyonu ġekil 3.6, 3.7‟da verilmiĢtir. Isırgan otu yapraklarının 

infüzyon örnekleri için; toplam fenolik madde içeriği ve toplam antioksidan kapasite 

korelasyonu CUPRAC yöntemi için 0,9903 (ġekil 3.6); ABTS yöntemi için 0,8739    

(ġekil 3.7) olarak bulunmuĢtur. 
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 Korelasyon eğrilerinin değerleri toplam fenolik madde içeriği ve toplam 

antioksidan kapasite sonuçlarının birbirleriyle örtüĢtüğü ve infüzyon yapılmıĢ örnekler 

ile yapılan deneylerin güvenilir olduğu görülmüĢtür. 

 

 

ġekil 3.6 : Ġnfüzyonu yapılmıĢ Urtica dioica yaprak örneklerinin Folin–CUPRAC 

korelasyonu. 

 

 

 

ġekil 3.7 : Ġnfüzyonu yapılmıĢ Urtica dioica yaprak örneklerinin Folin–ABTS 

korelasyonu. 
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3.2.2. Isırgan Otu Gövde Örneklerinin Sonuçları 

Sadece infüzyonları hazırlanan U. dioica gövdeleri ile yapılan CUPRAC, 

ABTS/HRP ve Folin–Ciocalteu deneylerinin sonuçları Tablo 3.2‟deki gibidir. 

Hesaplamalar troloks ve gallik asit için belirlenen formüller ile yapılmıĢtır (sayfa 41, 

42, 43).  

 

Tablo 3.2 : Urtica dioica gövdelerinin infüzyonuna ait toplam antioksidan kapasite ve 

toplam fenolik madde sonuçları. 

               Yöntem 

          ġehir 

CUPRAC 

mmol Troloks/g 

ABTS/HRP 

mmol Troloks/g 

Folin – Ciocalteu 

mmol Gallik asit/g 

Antalya 9,87x10
-4

 3,3x10
-4

 57,6x10
-4

 

Van 39,1x10
-4

 18,2x10
-4

 200x10
-4

 

Muğla 16,9x10
-4

 8,72x10
-4

 91,7x10
-4

 

Ġstanbul (Anadolu) 10,3x10
-4

 5,51x10
-4

 66,6x10
-4

 

Ordu 36x10
-4

 15,9x10
-4

 150x10
-4

 

Tekirdağ 34x10
-4

 15,5x10
-4

 192x10
-4

 

Erzurum 14,5x10
-4

 7,32x10
-4

 89x10
-4

 

Mersin 35,7x10
-4

 15,8x10
-4

 198x10
-4

 

Tokat 21,8x10
-4

 11,3x10
-4

 110x10
-4

 

Ġstanbul (Avrupa) 12,7x10
-4

 7,2x10
-4

 85,8x10
-4

 

Ġzmir 7,22x10
-4

 4,4x10
-4

 62x10
-4

 

Konya 15,2x10
-4

 7,41x10
-4

 91,6x10
-4

 

 

Ġnfüzyonu yapılan U. dioica gövde örneklerinin toplam antioksidan kapasite ve 

toplam fenolik içerik korelasyonu ġekil 3.8, 3.9‟de verilmiĢtir. Isırgan otu gövdelerinin 

infüzyon örnekleri için; toplam fenolik madde içeriği ve toplam antioksidan kapasite 

korelasyonu CUPRAC yöntemi için 0,9381 (ġekil 3.8); ABTS yöntemi için 0,9311    

(ġekil 3.9) olarak bulunmuĢtur. Korelasyon eğrilerinin değerleri toplam fenolik madde 

içeriği ve toplam antioksidan kapasite sonuçlarının infüzyon yapılmıĢ U. dioica gövde 

örneklerinde de birbirleriyle örtüĢtüğü anlamına gelmektedir. 
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ġekil 3.8 : Ġnfüzyon yapılmıĢ Urtica dioica gövde örneklerinin Folin–CUPRAC 

korelasyonu. 

 

 

ġekil 3.9 : Ġnfüzyon yapılmıĢ Urtica dioica gövde örneklerinin Folin–ABTS 

korelasyonu. 

 

3.2.3. Isırgan Otu Kök Örneklerinin Sonuçları 

 Ülkemizin 8 Ģehrinden alınan U. dioica kök örnekleriyle hazırlanan infüzyonlar 

ile toplam antioksidan kapasite ve toplam fenolik madde tayini sonuçları                
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Tablo 3. 3‟deki gibidir. Hesaplamalar troloks ve gallik asit için belirlenen formüller ile 

yapılmıĢtır (sayfa 41, 42, 43). 

 

Tablo 3.3: Isırgan otu köklerinin infüzyonuna ait toplam antioksidan kapasite ve 

toplam fenolik madde sonuçları. 

Yöntem 

ġehir 

CUPRAC 

mmol Troloks/g 

ABTS/HRP 

mmol Troloks/g 

Folin – Ciocalteu 

mmol Gallik asit/g 

Muğla 21,7x10
-4

 9,7x10
-4

 120x10
-4

 

Ordu 24,6x10
-4

 10,4x10
-4

 123x10
-4

 

Tekirdağ 60,9x10
-4

 20,9x10
-4

 198x10
-4

 

Erzurum 10,3x10
-4

 4,54x10
-4

 75,7x10
-4

 

Mersin 39,7x10
-4

 14,1x10
-4

 141x10
-4

 

Tokat 20x10
-4

 8,49x10
-4

 111x10
-4

 

Ġzmir 19,6x10
-4

 7,32x10
-4

 107x10
-4

 

Konya 14,5x10
-4

 5,04x10
-4

 75,6x10
-4

 

 

Ġnfüzyonu yapılan U. dioica kök örneklerinin toplam antioksidan kapasite ve 

toplam fenolik içerik korelasyonu ġekil 3.10, 3.11‟da verilmiĢtir. Isırgan otu köklerinin 

infüzyon örnekleri için; toplam fenolik madde içeriği ve toplam antioksidan kapasite 

korelasyonu CUPRAC yöntemi için 0,9408 (ġekil 3.10); ABTS yöntemi için 0,9812    

(ġekil 3.11) olarak bulunmuĢtur.  

 

Korelâsyon eğrilerinin değerleri toplam fenolik madde içeriği ve toplam 

antioksidan kapasite sonuçlarının birbirleriyle örtüĢtüğü anlamına gelmektedir. Bu 

sonuçlar infüzyon yapılmıĢ U. dioica kök örnekleri ile yapılan toplam fenolik madde 

içeriği ve toplam antioksidan kapasite deneylerinin güvenilirliliği açısından önemli ve 

destekleyicidir 
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ġekil 3.10 : Ġnfüzyon yapılmıĢ Urtica dioica kök örneklerinin Folin–CUPRAC 

korelasyonu. 

 

 

 

 

ġekil 3.11 : Ġnfüzyon yapılmıĢ Urtica dioica kök örneklerinin Folin–ABTS 

korelasyonu. 

 

3.3. Örneklerin DNA Konsantrasyonları 

MN-NucleoSpin® Bitki DNA izolasyon kiti kullanılarak U. dioica bitkisinin 

yaprak, gövde ve kök kısımlarından DNA izolasyonu yapılmıĢtır. Örneklerin Qubit 
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Florometre cihazında Quant-IT dsDNA BR Assay Kit kullanılarak yapılan DNA 

konsantrasyon ölçümleri Tablo 3.4‟teki gibidir.  

 

Tablo 3.4 : Urtica dioica bitkisinin yaprak, gövde ve kök kısımlarının florometrik 

DNA konsantrasyon ölçüm sonuçları. 

 

KODLAMA 

 

ġEHĠR 
DNA KONSANTRASYONLARI  

(µg/ml) 

UD-1 Antalya Yaprak  28,8  

Gövde  18,2  

UD-2 Van Yaprak  30,1  

Gövde  21,9  

UD-3 Muğla 
Yaprak  9,83  

Gövde  5,29  

Kök  5,00  

UD-4 Ġstanbul (Anadolu) Yaprak  33,7  

Gövde  33,5  

UD-5 Ordu 
Yaprak  25,2  

Gövde  5,48  

Kök  11,1  

UD-6 Tekirdağ 
Yaprak  20,7  

Gövde  7,63  

Kök  11,0  

UD-7 Erzurum 
Yaprak 69,1 

Gövde 11,8 

Kök 4,97 

UD-8 Mersin 
Yaprak 23,7 

Gövde 0,010 

Kök 1,81 

UD-9 Tokat 
Yaprak 32,7 

Gövde 4,65 

Kök 10,8 

UD-10 Ġstanbul (Avrupa) Yaprak 18,7 

Gövde 5,81 

UD-11 Ġzmir 
Yaprak 56 

Gövde 3,33 

Kök 12,6 

UD-12 Konya 
Yaprak 21 

Gövde 7,10 

Kök 3,12 
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3.4. RAPD-PCR Sonuçları 

Atienzar ve Jha‟nın 2006‟da yaptığı çalıĢmada, aynı koĢullar altında kullandığı 

11 primer seti hayvan, bitki ve bakteriyel organizmalarda yüksek kalitede sonuçlar 

vermiĢ ve destekleyici benzer sonuçlar alındığı belirtilmiĢtir. Ayrıca bu çalıĢmada 

kullanılan primerler ile optimizasyona gerek duyulmamıĢ ve aynı koĢullar altında farklı 

DNA‟lar ile yapılan RAPD-PCR sonuçlarından yüksek kalitede bantlar elde edilmiĢtir. 

Bu çalıĢmanın ıĢığında çalıĢmamızda kullandığımız bazı oligonükleotid primerler 

Ģunlardır; OPB-1, OPB-5, OPB-6, OPB-7, OPB-8, OPB-10, OPB-11, OPB-12, OPB-17. 

 

Uzonur‟un 2005 yılında Mytilus galloprovincialis ile yaptığı doktora 

çalıĢmasında kullandığı oligonükleotid primerlerden bazılar ise; OPA-8, OPA-9, OPA-

14, OPA-18, OPB-18‟dir. Bu primerler Uzonur‟un bilgi ve danıĢmanlığında 

deneylerimizde kullanılmıĢtır.  

 

Urtica dioica ile yapılan RAPD-PCR çalıĢmaları; tekrarlı ve her dokuda sonuç 

veren primerlerin belirlenmesi, dokular arası farklılıkları ve yine dokular arası 

korunmuĢ bölgeleri belirlemede kullanılarak primerlerin belirlenmesi ile devam 

edilmiĢtir. 

 

Muğla örneğinin yaprak, gövde, kök DNA‟ları kullanılarak 15 farklı primer ile 

RAPD-PCR yapılmıĢtır. Bu primerlerden 6 tanesi ile yapılan deney sonuçları               

ġekil 3.12-a,b‟deki gibidir. ġekil 3.12-a,‟da OPB-5, OPB-7, OPB-11 primerleri ve 

Muğla örneğinin yaprak, gövde ve kökleri ile yapılan RAPD-PCR sonuçları 

görülmektedir.   

 

ġekil 3.12-b,‟de ise Muğla örneğinin yaprak, gövde, kökleri ve OPB-12, OPA-

14, OPB-18 primerleri ile yapılan RAPD-PCR‟ın amplifikasyon ürünlerinin % 2‟lik 

agaroz jel elektroforezi sonuçları görülmektedir. 
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        OPB-5            OPB-7     OPB-11 

 
 

                   OPB-12          OPA-14     OPB-18 

 

ġekil 3.12-a,b: Muğla örneği ile belirtilen primerler kullanılarak yapılan RAPD-PCR 

sonuçları. Aynı bitkinin yaprak, gövde, kök kısımlarının DNA‟sındaki benzerlik (OPB-

7, OPA-14) ve farklılıklaĢmalar (OPB-5, OPB-12, OPB-18) görüntülenmiĢtir. Ġlk kuyu 

(M) boy markörünü, son kuyu negatif kontrol örneğini göstermektedir. 

 

ġekil 3.12-a,b‟de OPB-5, OPB-12 ve OPB-18 primerleriyle elde edilen, aynı 

bitkinin yaprak, gövde, kök DNA‟sından elde edilen RAPD profillerindeki 

farklılaĢmalar görülmekte; OPB-7 ve OPA-14 primerlerinin monomorfik daha 

korunmuĢ bölgeleri gösterdiği düĢünülmektedir. 

1000 
 
  500  
  300 
  
  100  

1000 
 
 
 500  
 400 
 300  
   
 200  
 
 100 

a) 

 
b) 
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Kalıtım açısından büyük öneme sahip olan korunmuĢ bölgeler mutasyona 

uğramayan ve nesiller boyu değiĢmeden kalan gen bölgelerini temsil ediyor olabilir.   

OPA-14 ve OPB-7 primerleriyle ile yapılan RAPD-PCR amplifikasyonunda korunmuĢ 

bölgeleri ifade ettiği düĢünülen sonuçlar göze çarpmaktadır. (ġekil 3.13, 14). 

 

 

     

ġekil 3.13 : OPA-14 primeri kullanılarak Ġstanbul (Anadolu yakası), Ordu ve Tekirdağ 

gövde örnekleriyle yapılan aplifikasyon sonuçlarını gösteren %2‟lik agaroz jel 

fotoğrafı. Ġlk kuyu (M) boy markörünü, son kuyu negatif kontrol örneğini 

göstermektedir. 

 

ġekil 3.13‟de ok ile gösterilen bandın Ġstanbul (Anadolu yakası), Ordu ve 

Tekirdağ U. dioica gövde örneklerindeki tür içinde korunmuĢ genom bölgelerini 

gösterdiği düĢünülmektedir. 

ġekil 3.14‟de ısırgan otu genomunu korunmuĢ bölgeleri (RAMD -random 

amplified monomorphic DNA- bantları) varlığı ve birden fazla olabileceği oklarla 

gösterilmiĢtir. 

OPA-14 

  1000 
 
  500  
   
 
  200  



64 

 

 
 

 

ġekil 3.14 : OPB-7 primeri ile sırasıyla Antalya, Van, Muğla, Ġstanbul (Anadolu 

yakası), Tekirdağ ve Erzurum gövde örnekleri ile yapılan RAPD-PCR amplifikasyon 

sonuçlarını gösteren %2‟lik agaroz jel fotoğrafı. Ġlk kuyu (M) boy markörünü, son kuyu 

negatif kontrol örneğini göstermektedir. 

 

 U. dioica genomundaki polimorfik bölgeleri ve değiĢkenlik gösteren bölgeleri 

incelemek amacıyla belirlenen primerlerden biri olan OPB-12 primeri ile x3‟lü olarak 

yapılan RAPD-PCR sonuçları ġekil 3.15‟de gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 3.15 incelendiğinde aynı örneklerin yaprak ve gövdelerinin RAPD-PCR 

profilindeki farklılıklar açık bir biçimde görülmektedir. 

 

 Genetik heterojenite varlığının incelenmesi için belirlenen diğer bir primer olan 

OPB-18 ile yapılan RAPD-PCR sonucu ise ġekil 3.16‟te görülmektedir. 

1000 
 
  500  
   
 

1000 
 
  500  
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ġekil 3.15 : Erzurum, Mersin ve Tokat örneklerinin yaprak (a) ve gövde (b) 

kısımlarıyla yapılan RAPD-PCR amplifikasyon sonuçlarını gösteren %2‟lik agaroz jel 

fotoğrafı. Ġlk kuyu (M) boy markörünü, son kuyu negatif kontrol örneğini 

göstermektedir. 

   

ġekil 3.16 : Erzurum, Mersin ve Tokat örneklerinin kök kısımları ile yapılan 

amplifikasyon sonuçlarını gösteren %2‟lik agaroz jel fotoğrafı. Ġlk kuyu (M) boy 

markörünü, son kuyu negatif kontrol örneğini göstermektedir. 

 

 Erzurum, Mersin ve Tokat U. dioica örneklerinin kökleri ve OPB-18 primeriyle 

yapılan RAPD-PCR sonucunda tamamen farklı profil bantları elde edildiği görülmüĢtür.  

1000 
 
  500  
  300  
  200  
 
  100 

1000 
 
  500  
 
 
 
  100 

1000 
 
  500  
  400 
  300  
  200 
 
  100  

a) 
 

b) 
 



66 

 

 
 

 Moleküler tür tayini yapılmıĢ ısırgan otu örneklerinin genetik düzeydeki 

farklılaĢmaları farklı boyutlarda olabilir. Adaptasyon, çeĢitli mutajen ajanlar, kirlilik 

gibi faktörlerin etkisiyle DNA düzeyinde değiĢiklikler meydana gelebilir. Örneğin 

bireyin farklı kısımları incelendiğinde genetik düzeyde değiĢim görülmezken aynı türün 

farklı bölgedeki baĢka bir bireyi ile aralarında genetik düzeyde bir farklılık olabilir 

(ġekil 3.17), bireyin kısımları arasında farklılıklar oluĢabilir (ġekil 3.18-a, b, c) ya da bu 

kısımlar kendi içerisinde de farklılıklar gösterebilir (ġekil 3.19, 20, 21). 

 

 

ġekil 3. 17 : Ġstanbul (Avrupa yakası) gövde, Ġzmir örneğinin gövde ve kök kısımları ile 

yapılan RAPD-PCR amplifikasyon sonuçlarını gösteren %2‟lik agaroz jel fotoğrafı. Ġlk 

kuyu (M) boy markörünü, son kuyu negatif kontrol örneğini göstermektedir. 

 

 

ġekil 3.18-a, b, c : Muğla örneğinin yaprak (a), gövde (b) ve kök (c) kısımlarının OPB-

18 primeri ile yapılan RAPD-PCR amplifikasyon sonuçlarını gösteren %2‟lik agaroz jel 

fotoğrafı. Ġlk kuyu (M) boy markörünü, son kuyu negatif kontrol örneğini 

göstermektedir. 
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ġekil 3.19 : Van (UD-2G) örneğine ait gövdesin x3‟lü RAPD-PCR amplifikasyon 

sonuçlarını gösteren %2‟lik agaroz jel fotoğrafı. Ġlk kuyuda (M) boy markörü, son 

kuyuda negatif kontrol örneği vardır. 

 

 

ġekil 3.20 : Tekirdağ (UD-6Y) örneğine ait yaprağın OPB-5, OPB-12 ve OPB-18 

primerleri kullanılarak x3‟lü RAPD-PCR amplifikasyon sonuçlarını gösteren %2‟lik 

agaroz jel fotoğrafı. Ġlk kuyuda (M) boy markörü, son kuyuda negatif kontrol örneği 

vardır. 

 

Genetik çeĢitlilik ya da DNA‟da farklılaĢma (polimorfizm) diyebileceğimiz 

durum, populasyonların sürekli değiĢiklik gösteren çevrelerine adapte olabilmeleri için 

bir mekanizmadır. Genetik heterojenlik türlerin evrimsel adaptasyonları açısından çok 

olumlu bir özellik olarak karĢımıza çıkmaktadır. Yüzyıllardır çok farklı yayılıĢ alanı ve 

farklı koĢullarda yetiĢebilme özelliğine sahip olan ısırgan otunun genetik heterojenite ve 

genetik çeĢitliliğinin çok yüksek olduğu düĢünülmektedir. 

UD-6Y 
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ġekil 3.21 : Erzurum ve Mersin örneklerine ait köklerin x3‟lü RAPD-PCR 

amplifikasyon sonuçlarını gösteren %2‟lik agaroz jel fotoğrafı. Ġlk kuyuda (M) boy 

markörü, son kuyuda negatif kontrol örneği vardır. 

 

  Tamamen aynı koĢulları içeren x3‟lü hazırlanmıĢ RAPD-PCR sonuçlarında 

görülen bu değiĢimin bireylerin maruz kaldığı DNA hasarı oluĢturan ajanlardan 

kaynaklandığı düĢünülmektedir.  

 

 ÇeĢitli primerler ile yapılan RAPD-PCR sonuçlarına ait bulgular ġekil 3.22, 23, 

24, 25‟de verilmiĢtir. ġekil 3.23‟de tüm U. dioica örneklerinin gövde kısımları ve OPB-

18 primeriyle yapılan x1 RAPD-PCR sonucuna göre 12 örnek için 8 farklı RAPD 

profili gözlenmektedir. 

 

ġekil 3.22 : Sırasıyla Muğla, Erzurum, Mersin ve Ġzmir örnekleri ve OPA-14 primeri ile 

x1 hazırlanmıĢ RAPD-PCR amplifikasyon sonuçlarını gösteren %2‟lik agaroz jel 

fotoğrafı. 

1000 
 
  500  
  
 
  
  100 

1000 
 
  500  
  400 
  300  
  200  
  
 100 



69 

 

 
 

 

ġekil 3.23 : Tüm Urtica dioica örneklerinin gövdeleri ve OPB-18 primeriyle yapılan x1 

RAPD-PCR amplifikasyon sonuçlarını gösteren %2‟lik agaroz jel fotoğrafı. UD-1G,     

UD-2G…, UD-11G, UD-12G (Antalya, Van, Muğla, Ġstanbul (Anadolu), Ordu, 

Tekirdağ, Erzurum, Mersin, Tokat, Ġstanbul (Avrupa), Ġzmir, Konya) gövde 

örnekleridir. 

 

 

ġekil 3.24 : Sırasıyla Muğla, Erzurum, Mersin, Ġzmir, Antalya, Van, Ġstanbul (Anadolu 

yakası) ve Ġstanbul (Avrupa yakası) örnek yaprakları ve OPB-12 primeri ile x1 

hazırlanmıĢ RAPD-PCR amplifikasyon sonuçlarını gösteren %2‟lik agaroz jel fotoğrafı. 

 

 

 

ġekil 3.25 :  Sırasıyla Muğla, Erzurum, Mersin, Ġzmir, Antalya, Van, Ġstanbul 

(Anadolu yakası) ve Ġstanbul (Avrupa yakası) örnek gövdeleri ve OPB-7 primeri ile x1 

hazırlanmıĢ RAPD-PCR amplifikasyon sonuçlarını gösteren %2‟lik agaroz jel fotoğrafı. 
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Tamamen aynı koĢulları içeren x3‟lü hazırlanmıĢ RAPD-PCR sonuçlarında 

görülen bu değiĢimin bireylerin maruz kaldığı DNA hasarı oluĢturan ajanlardan 

kaynaklandığı düĢünülmektedir. 

 

Farklı DNA profillerinin gözlenmesinin nedeni heterojen genetik yapı ile 

ilgilidir. Ayrıca çeĢitli primerler ile yapılan deneylerde de yüksek seviyedeki genetik 

heterojenite gözlenmektedir (ġekil 3.22, 23, 24, 25). 
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BÖLÜM 4 

 

 

TARTIġMA  

 

Isırgan otunu çalıĢmamızda kullanmamızın temel amacı, yüzyıllardır tüm 

Dünya‟da tedavide kullanılan bir bitki olmasıdır. GeniĢ yayılıĢ alanına sahip olan 

ısırgan otu ülkemizde de hemen hemen Ģehirlerde yetiĢmektedir ve romatizmadan 

böbrek hastalıklarına, diyabetten kansere kadar geniĢ bir kullanım alanına sahiptir.  

 

ÇalıĢmamızda bitkisel tedavide büyük öneme sahip ısırgan otunun moleküler tür 

tespiti yapılmıĢ, Ģehirlerarası toplam antioksidan kapasite ve toplam fenolik içerik 

miktarlarındaki değiĢim incelenmiĢ ve genetik yapısındaki çeĢitlilik değerlendirilmiĢtir.  

 

Morfolojik tür tespiti çalıĢmalarında destekleyici bir yöntem olarak moleküler 

tür tespiti çalıĢmaları da yapılmaktadır. Bu sayede kontrol edilemeyen ve gözden kaçan 

durumların ortadan kalkması ve istenmeyen sınıflandırma yanlıĢları engellenmiĢ olur.  

 

Moleküler tür tespiti için Urtica dioica genomuna ait primer seti NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Primer 3 

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3) ve Oligo Analyzer 

(http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/Default.aspx) gibi online 

veritaban ve programları kullanılarak dizayn edilmiĢ ve 12 ısırgan otu örneğinin U. 

dioica türü olduğu ortaya konmuĢtur. Dizayn edilen primer ve sonrasında yapılan 

BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ile bu primerin doğru genoma ait olup 

olmadığı incelenmiĢ ve tüm sonuçlar U. dioica‟ya ait olduğunu göstermiĢtir. Bu Ģekilde 

sürekli güncel tutulan ve oldukça güvenilir olan online pek çok siteden primer dizaynı 

yapılabilmektedir. 
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Uygun iklim Ģartları, hava ve su etmenlerinin temizliği gibi faktörler ile bitki 

geliĢimi maksimum verim ile devam eder. Fakat çeĢitli kirleticilerin bulunduğu, 

biyolojik ya da kimyasal stres oluĢturan maddelerin varlığında bitkilerde genetik 

ve/veya fizyolojik anlamda değiĢiklikler olmaktadır. Fizyolojik değiĢiklikler ortam 

Ģartlarına uyum sağlamak için geri dönüĢümlü olabileceği gibi genetik bir değiĢiklikten 

kaynaklanıyor da olabilir.  

 

Çok farklı iklim ve Ģartlara uyum sağlayabilen ısırgan otu bitkisinde de kimyasal 

birtakım değiĢimlikler olduğu düĢünülmektedir. Bu amaçla 12 farklı ısırgan otu 

yapraklarının % 70 metanol ekstraktı ve infüzyon örnekleri ile CUPRAC, ABTS/HRP 

ve Folin–Ciocalteu deneyleri yapılmıĢtır. Sonuçlar değerlendirildiğinde genel olarak 

ısırgan otu yapraklarının infüzyon örneklerinin toplam antioksidan kapasite (CUPRAC 

yönteminde Antalya ve Tokat örnekleri, ABTS yönteminde Tokat örneği hariç) ve 

toplam fenolik madde içerikleri (Folin yönteminde Tokat hariç) % 70 metanol 

ekstraktına göre daha yüksek bulunmuĢtur.  

 

% 70 metanol ekstraktı yapılmıĢ U. dioica yaprak örneklerinin CUPRAC 

(toplam antioksidan kapasite), ABTS (toplam antioksidan kapasite) ve Folin–Ciocalteu 

(toplam fenolik içerik) deneyinin sonuçları ġekil 4.1‟de gösterilmiĢtir.  

 

Metanol ve infüzyon yapılan ısırgan otu örneklerinde en yüksek değeri veren 

Ģehirlerdeki sıralama farklılıkları metanol ve suda çözünen bileĢiklerin farklılığından 

kaynaklandığı düĢünülmektedir. Genel olarak hem % 70 metanol ekstraksiyonunda hem 

de infüzyon örneklerinde en yüksek değeri veren Ģehir Erzurum‟dur. Metanol ve 

infüzyon örnekleri ile yapılan tüm deneylerde en düĢük değeri ise Ġstanbul Anadolu ve 

Ġstanbul Avrupa yakası örnekleri vermiĢtir. Bunun nedeninin Ġstanbul‟daki sanayi ve 

kentleĢmenin yüksek olmasından kaynaklanan kirliliğin fazlalığı olduğu 

düĢünülmektedir. Bu yüzden ısırgan otunun tüketimi sırasında ürünün yetiĢme yerinin 

öğrenilmesi kullanım sırasındaki verimin artması açısından oldukça önemlidir.  
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ġekil 4.1 : % 70 metanol ekstraktı yapılmıĢ U. dioica yaprak örneklerinin toplam 

antioksidan kapasite ve toplam fenolik içerik sonuçları. Örnekler sırasıyla 1, 2, 3, … 11, 

12:  Antalya, Van, Muğla, Ġstanbul (Anadolu), Ordu, Tekirdağ, Erzurum, Mersin, 

Tokat, Ġstanbul (Avrupa), Ġzmir, Konya. 

 

Ġnfüzyon yapılmıĢ U. dioica yaprak örneklerinin CUPRAC (toplam antioksidan 

kapasite), ABTS (toplam antioksidan kapasite) ve Folin–Ciocalteu (toplam fenolik 

içerik) deneyinin sonuçları ġekil 4.2‟de gösterilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.2 : Ġnfüzyon yapılmıĢ U. dioica yaprak örneklerinin toplam antioksidan kapasite 

ve toplam fenolik içerik sonuçları. Örnekler sırasıyla 1, 2, 3, … 11, 12:  Antalya, Van, 

Muğla, Ġstanbul (Anadolu), Ordu, Tekirdağ, Erzurum, Mersin, Tokat, Ġstanbul 

(Avrupa), Ġzmir, Konya. 
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 Ġnfüzyon yapılmıĢ U. dioica gövde örneklerinin CUPRAC (toplam antioksidan 

kapasite), ABTS (toplam antioksidan kapasite) ve Folin–Ciocalteu (toplam fenolik 

içerik) deneyinin sonuçları ġekil 4.3‟te gösterilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.3 : Ġnfüzyon yapılmıĢ U. dioica gövde örneklerinin toplam antioksidan kapasite 

ve toplam fenolik içerik sonuçları. Sırasıyla 1, 2, 3, … 11, 12:  Antalya, Van, Muğla, 

Ġstanbul (Anadolu), Ordu, Tekirdağ, Erzurum, Mersin, Tokat, Ġstanbul (Avrupa), Ġzmir, 

Konya. 

 

Ġnfüzyon yapılmıĢ U. dioica kök örneklerinin CUPRAC (toplam antioksidan 

kapasite), ABTS (toplam antioksidan kapasite) ve Folin–Ciocalteu (toplam fenolik 

içerik) deneyinin sonuçları ġekil 4.4‟te gösterilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.4 : Ġnfüzyon yapılmıĢ U. dioica kök örneklerinin toplam antioksidan kapasite ve 

toplam fenolik içerik sonuçları. Örnekler sırasıyla 1, 2, 3, … 7, 8: Muğla,  Ordu, 

Tekirdağ, Erzurum, Mersin, Tokat, Ġzmir, Konya. 
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Folin-Ciocalteu yöntemine göre belirlenen toplam fenolik madde içeriği ABTS 

ve CUPRAC yöntemine göre daha yüksek bulunmuĢtur. Bunun nedeni Folin 

yönteminin antioksidan karakterinde olmayan (Ģekerler gibi) bileĢenler ile de 

reaksiyona girebilmesinden kaynaklanmaktadır.  

 

Isırgan otu ile alakalı biyokimyasal deneylerden sonra genetik değiĢiklikler ile 

ilgili uygulamalar 3 aĢamalı olmuĢtur. Ġlk aĢamada FINNZYMES Phire® Bitki 

Doğrudan PCR Kiti kullanılarak U. dioica’ya yönelik tür tespiti yapılmıĢtır. Tüm 

örneklerin U. dioica olduğunun ortaya çıkarılmasından sonraki ikinci aĢama, genetik 

çeĢitliliğin değerlendirilmesinde Atienzar ve Jha, 2006; Uzonur 2005 çalıĢmaları 

ıĢığında 15 farklı oligonükleotid primerin denendiği RAPD-PCR aĢamasıdır. 

 

NucleoSpin® Plant II Kit kullanılarak izole edilen Urtica dioica‟nın yaprak, 

gövde ve kök DNA miktarları incelendiğinde (Tablo 3.4) en yüksek toplam DNA 

konsantrasyonun yaprak kısımlarından elde edildiği görülmektedir. Yaprakta bulunan 

kloroplast ve mitokondri organellerinin fazlalığının DNA konsantrasyonunun 

artmasında etkili olduğu düĢünülmektedir. Konsantrasyon sonuçlarımızdan elde 

ettiğimiz diğer bilgi ise genellikle kök kısımlarından gövde kısımlarına göre daha fazla 

DNA izole edilmiĢtir. Bu durum ise kökte bulunan meristematik hücrelerin 

yoğunluğunun fazla olmasından kaynaklanabilir. Ayrıca gövdede bulunan bazı fenolik 

ve aromatik bileĢiklerin DNA izolasyonunda inhibe edici özellik gösterebileceği 

düĢünülmektedir. 

 

 Bu aĢamada 12 U. dioica örneğine ait yaprak, gövde ve kök kısımları ile 15 

farklı oligonükleotid primeri RAPD-PCR yapılmıĢ ve monomorfik bölgelerin ve 

polimorfizm gösteren bölgeleri incelememizi sağlayan primerler belirlenmiĢtir. 

Monomorfik bölgeleri gösteren primerler; OPB-7 ve OPA-14 polimorfik bölgeleri 

gösteren primerler ise OPB-5,  OPB-12 ve OPB-18 olarak belirlenmiĢtir. OPB-5, OPB-

12, OPB-18, OPB-7 ve OPA-14 dıĢındaki oligonükleotid primerler ise birey içi ve 

bireyler arası değiĢim yada korunmuĢ bölge varlığının incelenmesi açısından yeterli 

görülmemiĢtir. Bunun nedeni devam eden deneylerde değiĢken sonuçlar vermesi en 

önemlisidir. Bunun yanında incelenen %2‟lik agaroz jel fotoğrafındaki bantların silik 

olması, inceleme zorluğu gibi nedenler ile deneylere devam edilmemiĢtir. 
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Diğer primerler bazı örneklerde sonuç vermediği ve monomorfik bölgeler ile 

polimormizm gösteren bölgeleri incelememizi sağlayacak sonuçlar vermediğinden 

devam eden deneylerde kullanılmamıĢlardır. Bu beĢ primer daha önceki çalıĢmalarda 

çeĢitli bitki, havyan ve bakteriyel canlılar (Daphnia magna, Escherichia coli, Palmaria 

palmata, Platynereis dumerilii, Mytilus edulis, Mytilus galloprovicialis) DNA‟ları ile 

çalıĢılmıĢtır.  

 

Uzun yıllar varolan ve çeĢitli iklim koĢullarına uyum sağlayabilen canlıların 

genetik polimorfizm oranlarının yüksek olduğu bilinmektedir. Bu yüksek oran değiĢen 

ortam Ģartları ya da olumsuz koĢullar karĢısında canlıyı hayatta tutabilecek bir 

özelliktir. Birey, yüzyıllardır gerçekleĢen iklim değiĢiklikleri, toprak yapısındaki 

değiĢiklikler ya da sanayi ve nüfusun artması ile gerçekleĢen çevde kirliliklerine karĢı 

dirençli hale gelebilir. Bu da genetik düzeyde gerçekleĢen birtakım değiĢiklikler ile 

mümkün olmaktadır. 

 

ĠĢte bu amaçla canlılar ya da bireyler arasındaki farklılaĢmayı net bir biçimde 

görmemizi sağlayan RAPD-PCR yöntemi geliĢtirilmiĢtir. Genetik heterojenlik ya da 

monomorfik bölge incelemeleri de dahil olan tüm RAPD-PCR uygulamalarında 

tekrarlanabilirliğinin düĢük olması bir dezavantajdır. Kullanılan malzemelerdeki küçük 

değiĢiklikler, pipetleme hatası hatta oda sıcaklığının farklı olmasına duyarlılığı RAPD-

PCR tekrarlanabilirliğine olan güveni azaltmaktadır. ÇalıĢmamızda, her RAPD-PCR 

sonucu kendi içerisinde değerlendirildiğinden, farklı PCR sonuçlarına ait genetik 

haritalardaki farklılıklar göz önünde bulundurulmaz. Bu da RAPD-PCR ile gelen bu 

problemi ortadan kaldırmaktadır. 

 

ġekil 3.13, 14‟de OPA-14 ve OPB-7 primerleri ve U. dioica gövde örnekleri ile 

yapılan RAPD-PCR sonuçlarında monomorfik bantların varlığı ve birden fazla 

olabileceği görülmüĢtür. KorunmuĢ bölgeleri ifade ettiği düĢünülen bu bantlar canlı için 

hayati öneme sahip bölgelere ait olabilir. Tıbbi tedavide geniĢ kullanım alanına sahip 

olan ısırgan otunun böyle bölgelere sahip olduğunun tam olarak söylenebilmesi için 

birtakım destekleyici çalıĢmalara (sekans analizi gibi) ihtiyaç vardır.  

 

Yüzyıllardır var olduğu bilinen ve Dünya üzerinde geniĢ yayılıĢ alanına sahip 

olan ısırgan otunun değiĢik ortam Ģartlarına uyum sağlamasının en önemli nedeninin 
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moleküler düzeyde ortaya çıkan değiĢimlerden kaynaklandığı düĢünülmektedir. Bu 

nedenle yeryüzünün farklı iklimlerine sahip olan bölgelerinden alınan ısırgan otu 

örneklerinde farklılaĢmaların olması kaçınılmazdır. Ayrıca mutajen ajanların varlığı, 

olumsuz iklim Ģartları, kirlilik gibi durumlarda da genetik değiĢiklik görülmektedir ve 

bu değiĢikliğin seviyesi bu tür mutajenlerin seviyesine göre farklılık göstermektedir. 

Örneğin ġekil 3.17‟de olduğu gibi bireyler arası polimorfizmin bulunduğu Urtica 

dioica örneklerinde birey içi (yaprak-gövde-kök) farklılık gözlenmeyebilir. Bu durumda 

mutasyonun olduğu fakat birey içi değiĢime sebep olacak düzeyde olmadığı ve bireyi 

genetik olarak değiĢikliğe uğratacak Ģartların derecesi bitkinin farklı kısımlarındaki 

farklılaĢmayı belirlediği düĢünülmektedir. 

 

ġekil 3.18-a,b,c incelendiğinde Muğla örneğine ait RAPD-PCR sonuçları 

görülmektedir. Aynı primer kullanılarak yapılan bu deneylerde yaprak ve gövde 

kısımlarının RAPD profillerinin kısmen de olsa birbirine benzediği fakat kök kısmının 

büyük oranda farklılık gösterdiği görülmüĢtür. Aynı Ģartlar altında hazırlanan RAPD-

PCR sonuçlarındaki bu değiĢim bitkinin mutajen ajanlara maruz kalan kısmı ile ilgili 

yorum yapmamızı sağlamıĢtır. Buna göre; bitkide kök kısmının stabil olarak bulunduğu 

toprak ve su gibi faktörler ile ilgili bir kirleticinin olduğu düĢünülmektedir. 

 

Tüm bunlara ek olarak x3‟lü olarak hazırlanan RAPD-PCR örneklerinde görülen 

farklılıklar ise maruz kalınan mutajenite seviyesi hakkında bilgi vermektedir. Aynı 

bitkinin belli bir kısmına ait olan DNA‟nın tamamen aynı olmasını beklenirken ortaya 

çıkan farklılık mutasyonun ne kadar ciddi boyutlarda olduğunun bir göstergesidir. 

Ayrıca bu mutajenlerin bitkinin belli bir kısmında değil tüm kısımlarını eĢit derecede 

etkilediği de görülmüĢtür. 

 

X1 olarak hazırlanan RAPD-PCR sonuçlarını gösteren %2‟lik agaroz jel 

fotoğrafı incelendiğinde de bireyler arasındaki mutasyonlar net bir biçimde 

görülmektedir. OPB-18 ve OPB-12 primerleriyle yapılan deney sonuçlarında görülüyor 

ki tüm örneklerin U. dioica olmasına rağmen bireylerin hiçbiri birbirinin aynı olan 

sonuç vermemiĢtir.  
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SONUÇ ve ÖNERĠLER 

 

 

ÇalıĢmamızda çevrenin DNA düzeyinde etkileri ve bu etkilerin fizyolojik 

yansımalarının potansiyelinin iliĢkilendirilmesinden önce U. dioica’nın içsel genetik 

heterojenitesinin değerlendirilmesi için RAPD-PCR yöntemi kullanılmıĢtır. RAMD 

olarak adlandırılan total DNA‟nın RAPD yaklaĢımıyla türe özgü monomorfik bölgeleri 

ve yüksek heterojenite gösteren değiĢken bölgeleri incelenmiĢtir. 

 

Ġlk olarak genetik çeĢitliliğin incelenmesi, daha sonra genetik heterojenitenin 

düzeyi ve bunların sebeplerini anlamak için daha spesifik metodlar uygulanmalıdır.  

 

Sonuçlarımıza göre U. dioica‟nın poliformizm gösteren genetik heterojeniteye 

sahip olduğunu göstermiĢtir. Tıbbi açıdan geniĢ etki mekanizması olan U. dioica „nın 

tüm genom sekansının çalıĢılması açısından önemli bir ön hazırlık olmuĢtur. 

 

 Genetik ve moleküler düzeyde yeterli çalıĢma bulunmayan U. dioica gibi tıbbi 

açıdan önemli olan bitkilerin etkin kullanımında ön çalıĢma olarak önemlidir.  

 

Sonraki çalıĢmalarda, monomorfik bölgelerin sekans çalıĢmalarının 

tamamlanmasından sonra korunmuĢ bölgelerin gen haritaları çıkartılarak rekombinant 

DNA teknolojisi ile yararlı sekansların çoğaltılması ve ilaç üretimi mümkün 

olabilmektedir.  

 

RAPD-PCR profillerinde görülen değiĢim göz önüne alındığında, bu değiĢimin 

bulunduğu ortam uyum amaçlı mı gerçekleĢtiği ya da herhangi bir kirletici ajan ile mi 

olduğu konusu bir netlik kazanmaz. Bunun yanında gerçekleĢen polimorfizmin bitkinin 

fizyolojik yapısında nasıl bir değiĢiklik oluĢturduğu, tıbbi açıdan yararlı olan etki 

mekanizmalarındaki değiĢim (azalma ya da artma), kimyasal, biyokimyasal ya da 
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biyolojik yapılarındaki değiĢim tek baĢına RAPD-PCR yöntemi ile sonuca 

ulaĢtırabileceğimiz bir yol değildir.  

 

Yılın iki ayrı döneminde toplanan ısırgan otunun toplam antioksidan kapasite ve 

toplam fenolik içerik değerleri incelendiğinde en yüksek sonucun alındığı Ģehirlerin 

genel olarak ilkbahar döneminde toplanan bireylere ait olduğu görülmüĢtür. % 70 

metanol ekstraktı ve infüzyonu yapılan tüm örneklerde ise genel olarak Ġstanbul 

Avrupa-Anadolu yakası örnekleri en düĢük değerleri vermiĢtir. Tüm bu sonuçların 

ıĢığında ısırgan otunun tedavi amaçlı kullanımı sırasında Ġstanbul Ģehrinde yetiĢmemiĢ 

ve ilkbahar döneminde toplanan bitkinin kullanılması istenilen sonucun alınması 

açısından önem taĢımaktadır.  

 

Doğada yabani olarak da yetiĢebilen türlerden biri olan U. dioica için 

toksikolojik takiplerin yapılması söz konusu değildir. Fakat tarımının yapılması 

durumunda; kimyasal içeriğinin zenginliği, kolay yetiĢtirilebilirliği ve bitkinin tüm 

kısımlarının tıbbi açıdan büyük öneme sahip olması ve bunlara ek olarak verimsiz tarım 

arazilerinin tekrar kullanılabilirliğine olanak sağlayabilir. 
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