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TAAHHUTNAME

Tez icindeki biitiin bilgilerin etik davrams ve akademik kurallar gergevesinde elde
edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu
caligmada bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynaga eksiksiz atif
yapildigim bildirir ve taahhiit ederim.
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Alsideeq Abdulsalam Ahmed ABOUJANAH
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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KANSER OTU (Inula viscosa) EKSTRAKTLARININ ANTIMIKROBIYAL VE
DNA KORUMA OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Alsideeq Abdulsalam Ahmed ABOUJANAH
Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Genetik ve Biyomiihendislik Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Yasemin CELIK ALTUNOGLU

Gilintimiizde geleneksel tip, diinyanin her yerinde kullanicilarin giiglii bir saglik
egilimi haline gelmistir. Bu nedenle, kanser otu (Inula viscosa), havzanin Akdeniz
ilkelerindeki en geleneksel tibbi kullanimlardan biri olmaya devam etmektedir. Bu
arastirma ¢alismasinda, li¢ ¢ozlicii [metanol, etil asetat ve su (H20)] kullanilarak elde
edilen ve ¢esitli bakteri suslar1 (Gram-pozitif; S. aureus ATCC 25923, S. epidermis,
S. alfa haemolyticus, E. faecium, L. monocytogenes ATCC 7644, E. durans ve ayrica
Gram-negatif; P. vulgaris, E. coli, S. marcescens, P. aeruginosa, Salmonella
kentucky, E aerogenes ATCC 13048) iizerinde test edilen kanser otu ekstraktlart
(toprak {stii pargalardan) kullanilmistir. Deney asamalar1 iki farkli fazda
gerceklestirilmistir, birinci asamada, mikro seyreltme yontemi ile bakteriyel suslara
kars1 tek basina ekstraktlarin antibakteriyal etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglara
gbre, metanol ekstraktlarinin minimum inhibitdr konsantrasyonlar1 (MIK), 31,25 ile
125 pg/ml arasinda degisirken, etil asetat ve H,0 ekstraktlari 62,5 ile 125 pg/ml
arasinda degismistir. Ayrica, ikinci fazda, bitkinin koruyucu etkisi, siipersarmalli
pUC19 plazmid DNA's1 ile Fenton reaktifi kullanilarak test edilmistir. Kanser otu
ekstraktlarinin DNA {izerinde hic¢bir koruma aktivitesi belirlenmemistir. Sonuglar,
kanser otu ekstraktinin Gram-negatif bakteriler lizerindeki etkisinin Gram-pozitif
bakterilerden daha fazla oldugunu ortaya koymustur. Bu calisma Inula viscosa
ekstraktlarinin biyolojik etkileri i¢in bir 6n ¢aligma niteligindedir.

Anahtar Kelimeler: Kanser otu, Asteraceae, bitki ekstraktlari, biyolojik aktivite

2019, 45 Sayfa
Bilim Kodu: 923



ABSTRACT

MSc. Thesis

DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL AND DNA PROTECTION
PROPERTIES OF CLAMMY INULA (Inula viscosa) EXTRACTS

Alsideeq Abdulsalam Ahmed ABOUJANAH
Kastamonu University
Graduate School Of Natural And Applied Sciences
Department of Genetics and Bioengineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yasemin CELIK ALTUNOGLU

Nowadays, conventional medicine has become a strong healthcare trend of users all
over the world. Thus, clammy inula (Inula viscosa) remains one of the most
traditional medicinal usages in the Mediterranean countries of the basin. Actually,
this research study has utilized diverse extracts of clammy inula (from aerial parts)
which were obtained utilizing three solvents [methanol, ethyl acetate and water
(H,0)] and were tested on several bacterial strains (Gram-positive; S. aureus ATCC
25923, S. epidermis, S. alpha haemolyticus, E. faecium, L. monocytogenes ATCC
7644, E. durans, as well as Gram- negative; P. vulgaris, E. coli, S. marcescens, P.
aeruginosa, Salmonella kentucky, E. aerogenes ATCC 13048). All the experimental
stages have been done in two diverse phases; during the first phase, the antibacterial
effect of extracts alone exanimated against bacterial strains via micro dilution
approaches. Based on the results, the minimum inhibitory concentrations (MIC) of
methanol extracts varied from 31.25 to 125 pg/ml, although that of the ethyl acetate
and H,O extracts varied from 62.5 to 125 pug/ml. Moreover, in the second stage, the
protective effect of clammy inula on supercoiled pUC19 plasmid DNA was tested by
using Fenton’s reagent. All clammy inula extracts had no protection activity on
DNA. The outcomes presented that the effect of clammy inula extract on Gram-
negative bacteria was more than Gram-positive. This study provides a preliminary
report for the biological effects of the Inula viscosa extracts.

Key Words: Clammy inula, Asteraceae, plant extracts, biological activity.
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Science Code: 923
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1. GIRIS

Son on yilda, bitkisel ilaglar ve ev yapimu ilaglar, hem diinya sagligi hem de kiiresel
aligveris lizerinde etkisini gostermekte olan diinya capinda 6nem kazanmis bir
temaya doniismiistiir. Sifali bitkiler, insan toplumunun c¢ogunlugu icin tedavi
stirecinin odaginda yer almaktadir [1] [2]. Bu durum 6zellikle ev yapimui ilaglarin
uzun ve siirekli kullanim geg¢misine sahip oldugu gelismekte olan iilkelerde
gecerlidir. Bu bitkilerin tibbi ve ekonomik faydalarinin kabul goriiyor olmasi,
sanayilesmis lilkelerde de bu ilaclarin kullanim oranlarinda artislara yol agmaktadir.
Ulkedeki niifusun biiyiik bir kismi tarafindan ev yapimui ilaglarm siirekli olarak
kullanilagelmesinin sebepleri arasinda, bati ilaglariin genel olarak maliyetli
olmalari, sosyal zararinin yani sira yan etkilerinin fazla olmasi gosterilebilir. Kanser
otu (Inula viscosa), diinyanin birgok yerinde yetisen tipik, kalin, yaprak dékmeyen,
aromatik bir ¢ali olarak tanimlanabilir [1]. Kanser otunun antioksidan, antibakteriyel,
antifungal, hipoglisemik, hipolipidemik, antikanser, antiparaziter ve fitotoksik
etkileri bilinmektedir [3], [4]. Bu tiirlerin baz1 fitokimyasal incelemeleri,
seskiterpenoidlerin, triterpenoidlerin yani sira flavonoidlerin yakinliklarii ortaya
cikarsa da, [5], bu tiir metabolitlerin lipidikleri ve genis capli incelemeleriyle ilgili
yeterli veri bulunmadigimi  dogrulamaktadir. Ayrica, Onceki fitokimyasal
incelemelerin ¢ogu bitkinin yer istli par¢alarin1 veya koklerini kullanmiglardir [6],

ancak yapraklar fazla diistiniilmemistir.

Bu metabolitlerin, kalitsal 6zellikler ve fizyolojik kosullara bagl olarak o6zellikle
duyusal ve niceliksel gesitlilikte bulundugu goz ardi edilmeyerek mevsim, baslangig
asamasinda olus, ekstrakte edilen bitki boliimi, ekstraksiyon ve tanimlayici
cerceveye gore degisiklik gosterdikleri bilinmelidir. Bu noktada, l. viscosa'nin

yaprak yapist olusumu hakkinda bilgi almak makul gériinmektedir [5], [7].

1.1. Inula viscosa Bitkisi Hakinda Genel Bilgi

Inula viscosa (L.), cilt bakim firtinlerinin ¢ogunda kullanilan 6nemli bir bitki olmaya
devam etmektedir [6]. Bitki familya adi Asteraceae'dir. Bu bitki, sert kokulu kafuru

olan tath kokulu bir bitkidir, bu yiizden ¢ok etkili bulunmaktadir [7]. igerigi, diger



bireyler i¢in ¢ok sorun teskil etmeyen ancak bir¢ok cilt sorununun kétii etkilerini
yasayan seker hastalari i¢in de olduk¢a uygundur. Diyabetik bir kisi ¢ogunlukla, ¢ok
etkili bir sekilde kontamine olan yaralarin hastalik etkilerinden muzdarip olur, bu
nedenle, Inula viscosa cilt bakim iiriinlerinde kullanilabilmektedir. Bu bitki, Israil'in
en iyi sifali bitkileri arasinda ¢ok uzun yillardir géze carpan bir bitki olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu bitki ayn1 zamanda Yapiskan Anduz Otu olarak da bilinir, bunun
yani sira, canlilarin da daha hizli iyilesmelerine yardimer olarak komsu bitkilerin
giivenligini saglamaya yardimci oldugu bilinir. Akdeniz ¢evresinde dogada yetisen
sert bir ¢ali olarak varligini siirdiirmektedir. Sert bir kafur kokusuna sahip, tath
kokulu bir bitki olmasindan dolayr varliginin kesfedilmesi kolaydir. Bitkinin
yapraklart ve saplar1 yapiskan bir perdeye sahiptir ve bitki kiiclik sar1 ¢icekleri ile
filizlenir. Inula viscosa, yaralar, kuru ve sert cilt, artrit, romatizmal artrit, sertlik,
hemoroit, bronsit ve solunum yolu hastaliklar1 ve diyabet gibi hastaliklarin
ilaglarinda kullanilabilir. Baz1 ¢alismalar, Inula viscosa bitkisinin, bahge bitkileri i¢in
kullanilan ev yapimi mantar Oldiiriici maddelerin degerli bir kaynagi oldugunu

gostermistir [6].

Fotograf 1.1. Inula viscosa (Cigek)



Fotograf 1.2. Inula viscosa (yapraklar)

Inula viscosa Akdeniz havzasinin cevresindeki dogal bolgede biiylimeye devam

etmektedir. Tablo 1.1'de gosterildigi gibi bir yayilim sergilemektedir.

Tablo 1.1. Inula viscosa nin dogal olarak biiylimeye devam ettigi alanlar

Bolge Ulkeler
Kuzey Afrika Libya, Fas, Cezayir, Tunus ve Misir
Bat1 Asya Tiirkiye, Kibrs, Filistin, Liibnan, Urdiin
ve Suriye
Avrupa Arnavutluk, Bulgaristan, Yunanistan,

Italya, Fransa ve Ispanya

1.2. Inula viscosa’nin Siiflandirilmasi

Familya: Asteraceae

Tiur: Dittrichia = Inula

Takim: Asterales

Sube: Magnoliophyta ou Spermaphytes angiosperms

Smif: Magnoliopsida ou Dicotylédones

Alt-simif: Asteridae




Takim: Asterales

Cins: Inuleae

1.3. Inula viscosa’nin Morfolojisi

Bu bitki, bazal/ortalama kisimda birka¢ dal olusturmaz ve her dal, gesitli yapraklari
ve sar1 ¢i¢eklerin kalin salkimlarini ¢ergeveler. Geliskin bitkiler kiigiik bir ¢ali olarak
goriinebilir [8]. Ek olarak, bazal govde odunsu, donuk koyu renkli ve kalindir.
Yapraklar sivri uclu uzun bir mizrak seklindedir. Biiyiik yapraklar yaklasik 70 mm x
18 mm biiylikliiglindedir. Sapsiz yapraklarin ekseninden yeni siirgiinler gelisir.
Zamanla, bu yapraklar kisa sapli olurlar, uzun vadede, cekimler c¢ok fazla
yaratilmaya devam edince kaybolurlar. Yapraklarin iki ilgi cekici 6zelligi tirtikli
gergevenin yani sira yapiskan salgi tiiyleridir. Gelismekte olan yapraklarin kenarlari,

sert olmayan, kiiciik, genis (2mm) dis benzeri ¢ikintilara sahiptir.

Ayni sekilde, tiim yapraklar, yapraklarin alt tarafina dokunuldugunda hissedilen
yapiskan bir sap kokulu maddeyi salgilayan salgi tiiyleri ile sarilmaktadir. Bu
nedenle, bu bitkiye yapiskan ¢akal otu da denilmektedir. Bitki, kalin salkimlardan
olustugundan yaklasik 20 mm’den fazla olan birka¢ c¢icegini, Eylil ve Ekim
aylarinda agar. Her bir ¢igek, tipik bir temelde olusan ciceklerinin yani sira yaklasik
kirk ile altmis kiiclik 151n demeti toplayan dort ile bes misil kolondan olusan agik
yesil bir burum olusturan bir kapitulum olarak kalir. Ust iiste binme veya iist iiste
binme olmadan bagimsiz olarak yaklasik on iki ile on alti adet parlak sar1 ¢icegi

vardir [8].



Fotograf 1.3. Bouarbi (Dellys) ormaninda Inula viscosa

Merkezdeki yuvarlak cicekler, floret korolinden 4 mm genisleyen bir stil anter
stitununa sahiptir. Bu, tepesinde tiiylii bir pappusu olan tohumlarin (akenler)
iligkilerinden olusur. Dogal olarak bitki biiyiirken, filizlenme asamasinin ortasinda
mizrak benzeri yapilar boyutsal olarak yayilacaktir. Boylece akenler riizgarla canli
bir sekilde dagilmis olacaktir. Her bir tohum 2 mm uzunlugunda, 11k olarak
gdlgelenmis ve ayn1 zamanda yukarida adi gegen pappus, 5 mm uzunlugundaki on
bes dalsiz filamentin ¢evresinde kalir. Tahminen, orta biiyiikliikteki bir bitki, her biri
yaklasik elli tohumun hos kokulu bir kokuya sahip olmasi i¢in tipik olarak alt1 yiiz ila
yedi yiiz ¢igek acabilmektedir [9].

1.3.1. Inula viscosa’min Ozellikleri

Giiglii koku, bu bitkinin yerinin kolayca bulunmasia ve ayni zamanda da arilarin
yerlerini yonlendirmesine yardimci olur. Yapraklarin, ylizeyinde regine, UV

yiikseldiginde koruma saglar [1], [2].

1.3.2. Kanser Otu (Inula viscosa) Hakkinda Genel Bilgi

Asteraceae familyasi, Inula tiirlinden klan Inuleae [10], Giineydogu Avrupa, orta ve
giiney Rusya'da ve birka¢ Asya bdlgesinde bulunan yiizlerce tiirii asan bir ¢esitlilige
sahiptir. 590'dan fazla bitki, Inula ailesi ile yer almakta, ancak bunlarin yalnizca
112'nin Bitki Listesi veri tabani ile ilgili oldugu kabul edilmektedir. Inula cinsi,
100’den fazla tiirii kapsamaktadir. Bu tiirlerin pek¢ogu o6zellikle izole edilmis saf
sekonder metabolitlerin birgogunun 6nemli biyolojik aktivitelere sahip oldugunun

ortaya ¢ikmasindan dolayi ¢ok 6nemlidir [11]. Inula L., Sirbistan'da yetismekte olan



11 bitki grubuna sahip bir smiftir [12]. Inula oculus-christi L. geleneksel bir tibbi
bitkidir, bitki yirmi ile altmis cm yiiksekligindedir. Pontic-Pannonian floristik
bilesene sahiptir. Ayrica, Sirbistan'in Pannonian kesiminde bu tiir yaygindir [13].
Dahasi, bu tiir etnofarmakolojide kullanilan bir bitki olarak kabul edilmez, ancak
antimikrobiyal, amip o6ldiiriicii hiicre takviye sitotoksik, asetilkolinesteraz ve DNA
koruma etkileri ile [14] [15]; [16] de sunulmustur. Inula L. taksonunun bazik yaginin
sentetik sentezi hakkinda bir ¢ok lilkede birka¢ arastirma yapilmistir, 6rnegin: |I.
viscosa Tiirkiye’de yetistirilmis ve kullanilmistir [17]. . viscosa Ispanya’da [18], I.
viscosa italya’da [17]; [19]; [20], Inula graveolens Fransa’sa [21], |. macrocephala
Tirkiye’de [22], Inula crithmoides Tunus’ta [23]; ve 1. verbascifolia (Willd.)
Italya’da [24], I. graveolens (L.) Desf. ve Inula viscosa Cezayir’de [25], [26], I.
cuspidata Hindistan’da [27] tlizerinde incelemeler yapilmistir. EK olarak, Inula
oculus-christi  pargalarindan  seskiterpen laktonlar i¢in bir arastirma da

gerceklestirilmistir [28].

1.3.3. Deoksiriboniikleik Asidin (DNA) Kimyasal Yapisi

DNA (deoksiriboniikleik asit), canlilarin kalitsal anahatlarin1 kodlar. DNA, bir yasam
formunu {iretmek icin gereken verilerin ¢ogunu igerir [29]. Ek olarak DNA,
ilerlemede kullanilan kalitsal verileri ve tiim bilinen canli yasam bi¢imlerinin
calismasini iceren hiicrelerdeki genomik malzemedir. Ustelik, proteinlerin ve
RNA'nin yan1 sira DNA, sonsuza dek temel olan ii¢ 6nemli makromolekiilden biridir.
DNA'nin biiyiikk bir kismi, mitokondride (mitokondriyal DNA) de az miktarda
bulunabilmesine ragmen, c¢ekirdekte yer almaktadir. Okaryotik hiicrelerin
cekirdeginde DNA, kromozom adi verilen yapilara ayrilmistir. Bir hiicrede
kromozomlarin genel diizeni genomu olusturur; insan genomunun kirk alti
kromozomda diizenlenmis yaklasik {i¢ milyar baz DNA dizisi vardir. Ek olarak,
DNA yoluyla tasinan bilgiler, gen olarak adlandirilan DNA yapilarinda ardisik olarak
tutulur. DNA, niikleotitler olarak adlandirilan iki uzun basit birim polimerler,
sekerden elde edilen omurga ve ayrica ester baglar1 vasitasiyla birlestirilen fosfat
demetlerinden olusur. Bu iki zincir, birbirine paralel sekillerde oldugu gibi
birbirleriyle de ters yonde ¢alismaya devam eder. Her sekere birlestirilmis halde,

niikleobaz (baz) adi verilen dort cesit parcaciktan biri yer alir. Bu bazlarin



diizenlenmesi, bu nedenle, proteinlerin icindeki amino asitlerin arka arkaya
belirlenmesini saglayan kalitsal kodu igerir. DNA zincirlerinin goriniimleri 5° ve 3’

uca sahiptir [30].

Sugar-Phosphate
Backbones

Key:

[ Adenine
[] Thymine
B Guanine

[@ Cytosine

Hydrogen Bonds

Antiparallel DNA Strands DNA Ladder Double Helix

Sekil 1.1. DNA’nin Yapist [29].

1.4. Inula viscosa’nin Tibbi Kullanimn

[31] 'da belirtildigi gibi, farmasotik uygulamalarin sayisiz iriin kullanimi, |.
viscosa'nin farmakolojik kabiliyetinin yani sira restoratif etkisini de ifade etmektedir.
Balzamik, sifa veren, antipiretik, antidiyabetik, antiphlogistik etkileri olan
konsantrelerinden en Onemlisi viriis, parazit ve bakterilere karsidir. Inula viscosa,
insanlar [32] ve bazi ilag sirketleri tarafindan kullanilmistir. Bitki eski zamanlardan
beri, yaralari, yaralanmalar1 ve bagirsak sorununu tedavi etmek igin uygulanmustir.
Bitkiden elde edilen konsantreler, sakinlestirici bir etki sunmakta olup, model
katmanlardaki enzimatik ve enzimatik olmayan lipid peroksidasyonuna kars1 giivenli
olan ve siliperoksit radikalinde rumma o6zelligi gosteren serbest radikal-olusturucu
cerceveler sunmaktadir. Anti-lilserojen bir etkiye sahiptir. Ayrica, I. viscosa ile cilt
temast insanlarda asir1 duyarliliklara neden olabilir, ancak aym sekilde,
seskiterpenoidler araciligiyla cilt hastaliklarini, 6rnegin 6demleri ve ayrica dermatiti
diizeltebilir. Bitkinin dermatofitlere kars1 gosterdigi antimikotik etki, parazitik hiicre
duvarinin 6nemli bir bileseni olan kitin icerigindeki azalma nedeniyle olur. I.

viscosa'nin terapdtik  bir  bitki  olarak faydali etkilerine ragmen, uygun



kullanilmadiginda hiicrelere zarar vermenin yani sira 6nemli sorunlara da neden
olabilecegi de ifade edilmelidir. Ek olarak, c¢esitli Inula viscosa pargalarindan
diizenlenmis rafine edilmemis konsantreler, antifungal, hiicre takviyesi,
antiiilserojenik  ve antihelmintik o6zellikleri gostermesinin  yan1  sira  zigot
implantasyonunu onleyebilmektedir [32]. Inula, kalin gdvdelerde ve yapraklarda

bulunan polifenoller gibi ¢ok sayida tibbi madde olusturan terapétik bir bitkidir [9].

Ancak, dogal iirtinler artik uygulayicilarin yani sira internet iizerinden de elde
edilmekte ve saglanmaktadir. Dogal maddelerin yanlhs kullanimi, biiylik olgiide,
olumsuz etkilere hatta 6liime bile neden olabilir. Ayn1 sekilde, 6zellikle [33] de
bildirildigi gibi hastalar arasinda, bilinen ilaglarin énemini vurgulamanin yani sira,
elektif regete olarak bitkilerin kullanimi konusunda da uyarilmaya odaklanmustir.
Bulunan 6nemli karigimlardan biri, Inula viscosa L.'ya yakin olan inuviscolidtir. Bu
bitkinin standart kullanim1, miyelosupresyon ve nétrofillerin apoptozunu yiikseltmek
icin makul bir sekilde onerilmektedir. Evde hazirlanan ilaglarda, Inula viscosa L.,
yikici, antibakteriyal ve sitotoksik 6zelliklere sahiptir. Sonunda, Inula viscosa L.'nin
danigman doktor olmadan kullanilmasi, antitiimér tedavisinin ertelenmesi gibi asir

bir rahatsizliga da neden olabilmektedir [33].

Temel yaglar ve farkli bitki konsantreleri, karakteristik 6gelerin kaynagi olarak ilgi
uyandirmistir [34]. Cok sayida karsi konulmaz rahatsizligin tedavisi i¢in farklh
¢dziimler olarak potansiyel kullanimlar1 agisindan taranmuslardir. Ozellikle, bitkisel
yaglarin ve konsantre maddelerin antimikrobiyal ve antiviriis etkinlikleri, ham ve
hazirlanmis etkenlerin korunmasi, ilaglar, alternatik recete ve karakteristik tedaviler
dahil kullanim alanlarini sekillendirmistir. Muhtemel sayisiz koruma ve miihendislik
antimikrobiyalinin semptomlar1 gz Oniine alindiginda, genisleyen degerlendirme
diizenli antimikrobiyal etkinlik i¢in koordine edilmistir. Yardimci metabolitlerin
antimikrobiyal etkisi hakkinda sayisiz inceleme vardir, ancak herhangi biri s6z
konusu oldugunda, | viscosa metanolik ekstraktinin yan1 sira akiskan
konsantrelerinin antimikrobiyal etkisi ile ilgili daha az benzer arastirmalar yapilmistir
[35].



1.5. Biyolojik Aktiviteler

1.5.1. Antimikrobiyal Aktivite

Inula viscosa kisimlarinin polifenol igerigi ve Inula viscosa igindeki biyolojik olarak
aktif bilesenlerin (toplam polifenol) antimikrobiyal aktivitesi analiz edilmistir [9].
Sonuglar, yapraklarin polifenol igeriginin bitki siirglinlerine gore yiiksek oldugunu
gostermistir. Ayrica, Staphylococcus aureus ve Enterobacter sp. suslari asir1 hassas
ve Escherichia coli, Bacillus thuringiensis, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus
sp., Aspergillus niger hassas kalirken, Candida albicans ise Inula viscosa'nin
polifenol ekstraktina karsi olduk¢a duyarli olarak sonu¢ vermistir. Bu yaprak
konsantrelerinin Klebsiella pneumoniae ve Salmonella enterica harig, ¢esitli suslar
tizerinde antimikrobiyal etkilere sahip oldugu veya bu suslarin karsithgmni gosteren
bir inhibisyon bdlgesi halkalar1 izlemedigi kesfedilmistir. Yapilan dl¢limlere gore,
Inula viscosa’nin konsantre govdesindeki polifenollerin antimikrobiyal etkisi,

denenen susa baglhdir.

Ek olarak, Mohti vd. tarafindan (2019) gosterilen I. viscosa Sox-EtOH ekstraktinin
antimikrobiyal aktivitesi, ATCC Cladanthus arabicus'a ve tavuk bakteri suslari ve
Candida albicans ATCC 10231 mayasina karsi incelenmistir. Dahasi, iki konsantre
C. albicans'a kars1 6nemli bir antimikrobiyal etkinlik sergilemis, yapraklar cigek
tomurcuklarindan daha etkili bulunmustur. Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Escherichia coli ATCC 25922 ve Klebsiella pneumoniae S20/16, yaprak o6zii ile
inhibe edilmistir [35].

1.5.2. DNA Koruma

Genomik DNA tiim kalitsal verileri depolar ve [36] 'da sunuldugu gibi hiicre hareketi
ve c¢ogalmasinin desteklenmesi i¢in ¢ok Onemlidir. DNA onarimi, bir hiicrenin,
genomu kodlayan DNA'ya zarari tespit edip giderdigi tekniklerin bir araya
getirilmesidir. Aslinda, insan hiicrelerinde, hem tipik metabolik egzersizler hem de
dogal faktorler, 6rnegin radyasyon, her giin [37] 'de belirtildigi gibi hiicre basma 1
milyon bireysel alt atomik yaralanmaya yol acarak DNA =zararina neden

olabilmektedir. Ayrica, ¢ok sayida yara, DNA atomuna zarar vermesinin yani sira,



etkilenen DNA'nin kodladigi kaliteyi desifre etmek igin hiicrenin kapasitesini
degistirebilir veya silebilir. Bu nedenle, cesitli yaralar, hiicrenin genomunda, mitoz
yasadiktan sonra s6z konusu yavru hiicrelerinin hayatta kalmasini etkileyen yikici
degisiklikler baslatir. Sonug olarak, DNA onarimi eylemi, [38] 'de bildirildigi gibi
DNA yapisina zarar vermeye tepki gosterdiginden daima dinamik kalir. Dahast,
normal onarim eyleminin basarisiz oldugu noktada ve hiicre apoptozunun meydana
gelmedigi yerde, iki ¢apraz iplik kopmasi ve DNA ¢apraz baglantilar1 (zincirler arasi
capraz baglar) dahil olmak lizere, geri doniisiimsiiz DNA hasar1 meydana gelebilir.
Aslinda bu, uzun vadede zararli tiimorlere veya malign biiyiimeye yol acar. DNA
tamir orani, hiicre tiiriinii, hiicrenin yasimmi1 ve hiicre disi durumu igeren sayisiz
bilesene baglidir. Ek olarak, ¢ok sayida DNA hasar1 biriktiren veya DNA'sina
kazanilan hasar1 bir daha asla basariyla diizeltemeyen bir hiicre, iki durumdan birine

girebilir:

e Apoptoz veya programlanmig hiicre Olimi olarak adlandirilan hiicre
intiharinin yani sira yaglanma olarak da adlandirilan geri doniistimsiiz bir

uyku hali,

e Serbest hiicre boliinmesi, kansere sebep olan bir olusuma neden olabilir.
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2. KURAMSAL CERCEVE

Chebouti-Meziou, (2016), yapraklarin toplam polifenol igerigini belirlemis ve
biyoaktif maddelerin antimikrobiyal etkinligini degerlendirmistir. Yapraklardaki
polifenol igeriginin g¢ubuklardan daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Klebsiella
pneumonia ve Salmonella enterica disinda, yapraklarin polifenol ekstraktinin farkli
suglar Ttizerindeki antimikrobiyal etkileri bulunmustur. Ayrica, polifenollerin
Staphylococcus aureus, Enterobacter sp., Bacillus thuringiensis, Micrococcus sp.,
Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus niger'e
kars1 etkin oldugu tespit edilmistir. Inula viscosa'nin, yapraklarmin yani sira
govdelerinde bulunan polifenollerin de c¢esitli tibbi maddeler gelisiminde
kullanilabilecek tibbi bir bitki oldugu anlagilmaktadir. Ek olarak, bitkilerin ham
ekstaktlar, bulasici hastaliklarin tedavisine alternatif olarak kullanilabilecek ve
gidalart oksidasyona karst korumak i¢in olast bir dogal molekiil kaynagi olarak

biiytik ilgi ¢ekmeye baglamig goriinmektedir [9].

Khalid vd, (2011), Acacia modesta, Artimisia absinthium (yaprak ve gévde); Nigella
sativa (tohum) ve Saussurea lappa (kok) bitkilerini Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus cereus ve Micrococcus luteus olmak iizere bes
tane Gram-pozitif bakteri; Escherichia coli; Salmonella typhi ve Pseudomonas
aeruginosa olmak tiizere 3 Gram negatif bakteriye karsi disk difiizyon yontemi
kullanarak test etmislerdir. Ek olarak, bu bitkilerin antimikrobiyal kapasitesi,
seftriakson,  seftriakson  sodyum, sefuroksin, siprofloksasin;  gentamisin,
levofloksasin; metronidazol ve traneksamik asit gibi ilaglar ile de karsilastirilmistir
[39].

Elisha vd., (2017), aseton ile ekstrakte edilmis 9 tibbi bitki tliriniin yapraklarini
incelemis ve Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus gibi
Gram-pozitif ve Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa gibi Gram negatif bakterilere karsi bir mikroplaka seri seyreltme
yonteminin kullanilmasiyla minimum inhibe edici konsantrasyon (MIK) degerleri

hesaplanmustir. Ayrica, her ekstrattaki biyoaktif bilesiklerin sayisim  ve

11



hassasiyetlerini belirlemek i¢in biyootografi kullanilmistir. Ekstraktlarin bir¢ogu,
ishal tedavisinde bakterilere kars1 tibbi kullanim i¢in iyi bir potansiyele sahip olarak
tespit edilmistir [40].

Ali-Shtayeh vd. (1998), halk tibbinda kullanilan yirmi Filistin bitki tiiriiniin etanol ve
H.0 oziitleri, 5 bakteri tiirtine (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumonia; Proteus vulgaris; Pseudomonas aeruginosa) ve Candida albicans'a karsi
test edilmistir. Bitkiler yiizde doksan oraninda antimikrobiyal etkinlik gostermistir.
Phagnalon rupestre ve Micromeria nervosa, mikroorganizmalar lizerinde en aktif
bitkiler iken, en az aktif bitki Ziziphus spina-christi olarak tespit edilmistir. Ek
olarak, etanolik ekstraktlar, hem Gram pozitif hem de negatif bakterilere kars1 %70
oraninda etkinlik gostermistir. Ayrica, bu ekstraktlarin yiizde kirkinin antikandidal
aktivite gosterdigi halde, sulu ekstraktlarin yiizde ellisi antibakteriyel aktivite

sunarken, bu ekstraktlarin yiizde yirmisinde antikandidal etkinlik belirlenmistir [41].

Uysal vd. (2018), antioksidan, anahtar enzimleri inhibe edici potansiyeli ve DNA
koruma kapasitesini vurgulayarak B. tripartita'dan elde edilen ekstraktlarin
farmakolojik aktivitelerinin bir incelemesini gergeklestirmislerdir. Ayrica, 3 timor
hiicre hattina kars1 sitotoksisite, metiltiyazolildifenil-tetrazolyum bromir (MTT)
hiicre canlilig: testi ile analiz edilmistir. En ¢ok bulunan bilesikler, ekstraktlardaki
luteolin-7-glukozit (cynaroside), klorojenik asit ve epicatechin'dir. B. tripartita
ekstraktlari, pUC19 siipersarmal formunda koruma etkisine sahip ¢ikmistir. Ayrica,
arastirmada elde edilen sonuglar, B. tripartitanin ¢oklu farmakolojik aktivitesi igin
yaygin hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek biyo-iirlinlerin belirlenmesine

yonelik olarak literatiire katki saglamaktadir [42].

Larbi vd., (2016), Inula viscosa ve Anacyclus valentinus bitki ektraktlarmin
(metanolik 06ziit, ugucu yaglar) etkisini Escherichia coli, Bacillus subtilis ve
Staphylococcus aureus iizerinde yaygin olarak kullanilan iki antibiyotik (gentamisin
ve oksasilin) ile karsilastirarak arastirmistir. Calismada, 7 susta tek basina
ekstraktlarin antibakteriyel etkisini incelemek icin disk difiizyon ve mikrodiliisyon

yontemleri kullanilmistir. Sonugclar, bitki ekstraktlari/ antibiyotik kombinasyonlarinin
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sinerjik etkisinin, ekstrakt/ ekstrakt ikilisinden daha etkili oldugunu ortaya

koymustur [43].

Diguat C. vd. (2014), Inula helenium L. Romania kiiltivarlarina ait kurutulmus
koklerin in vitro antimikrobiyal etkinliklerini degerlendirmistir. U¢ konsantrasyonlu
(%30, %50 ve %70), ¢oziicii olarak etanolde ekstrakte edilen bitkinin koki
kullanilmigtir. Antimikrobiyal etkinlik, 5 patojenik bakteri susu (Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli ve Staphylococcus aureus)
ve dort mantar tiriinde (Candida albicans, C. parapsilosis, C. lipolytica ve
Aspergillus niger) diflizyon testi yontemi ile incelenmistir. Sonuglara gore, Inula
helenium L. Romania tiiriiniin koklerinden (%50 ve %70) konsantrasyonlarda etanol
ektrakti, mantar Aspergillus niger disindaki tiim mikroorganizmalara kars1 en yiiksek
etkinligi géstermistir. Diger taraftan %30 konsantrasyon ekstrakti, Escherichia coli

hari¢ higbir test edilen mikroorganizma tizerinde etki gostermemistir [44].

Ganim vd. (2019), 8 isatin ve tiyosemikarbazon tiirevleri igin plazmid DNA (pUC19)
DNA'sim1 kullanarak DNA koruma aktivitelerini ve sigir timus DNA'sin1 (CT-DNA)
kullanarak DNA etkilesimlerini arastirmiglardir. Ayrica, tiim patojenik bakteri
suslarina kars1 antimikrobiyal potansiyelini degerlendirmek i¢in tiim bilesikler
kullanilmigtir (S. aureus ATCC 25923, S. aureus, S. epidermis; alfa-hemolitik
Streptococcus; P. aeruginosa; S. aureus ATCC 43300; S. pneumoniae ATCC) 10015
ve S. lutea ATCC 9341). Bu bilesikler Gram pozitif bakteriler {izerinde inhibisyon
aktivitesine sahipken, diger yandan P. vulgaris ve E. coli iizerinde -etkili
olmamiglardir. Ek olarak, bu bilesiklerden en ¢ok etkilenen tiir, Gram pozitif
metisiline direngli S. aureus ATCC 43300 (MRSA) olarak tespit edilmistir. Isatin
icindeki metoksifenil grubunun, MRSA i¢in yukarida bahsedilen antimikrobiyal

aktivite i¢in temel oldugu bulunmustur [45].

Wang vd. (2004), kurutulmus Inula viscosa yapraklarini bir aseton ve n-heksan
karisimi ¢Ozeltisi ile ekstakte etmistir. Elde edilen macunlar, aseton iginde eritilmis
veya buharlagtirildiktan sonra su ic¢inde emiilsiyon haline getirilmistir. Bu
ekstraktlarin bitkide, salatalik kiifti, bugday kiifii ve aygigegi kiifii gibi bazi
hastaliklarda yararli etkiler gosterdigi gozlenmistir [46].
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Onceki calismalar gbz dniine alindiginda, bu galisma, ii¢ ¢dziicii (metanol, etil asetat
ve su) kullanilarak elde edilen Inula viscosa ektraktlarinin toprak istii kisimlarinin
antimikrobiyal ve DNA koruma ozelliklerini belirlemeyi ve karsilastirmayi

amagclamistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Bitki Materyali

Bu arastirmada, bulunduklar1 yerlerden toplanan |. viscosa 'nin toprak istii
kisimlarindan elde edilen ektraktlar1 kullanilmistir. Bitkiler Mus Alparslan
Universitesi Ogretim Uyelerinden Prof. Dr. Murad Aydin SANDA tarafindan
tanimlanmistir. Ayrica, bitki ektraktlart oda sicakliginda kurumaya birakilmis, sonra

ezilmis ve ¢oziicii ile karistirtlmastir.
Biktisel materyaller ¢6ziiciiye bagl olarak {i¢ farkli gruptan olugmaktadir:

1. Metanol ekstrakti
2. Etil asetat ekstrakti
3. Distile H,O ekstrakti

Kisaca, bu ¢oziiciilerin 200 ml'si hava ile kurutulmus malzemelere (10 g) eklenmis
ve bir giin oda sicakliginda (25°C) inkiibe edilmistir. Eksraktlar, doner buharlastirici
ile 40°C'de konsantre edilmistir. Daha sonra 250 ml distile su eklenmis ve H0
ekstrakti elde etmek igin yarim saat kaynatilmistir. Sulu ekstraktlar siiziilmiis ve
liyofilize edilmistir. Daha sonra, kullanilincaya kadar 4°C'de karanlikta muhafaza

edilmistir.

3.1.2. Bakteriyel Suslar

Kullanilan bakteriler: S. aureus ATCC 25923; S. epidermis; S. alpha haemolyticus;
E. faecium, L. monocytogenes ATCC 7644, E. durans, (Gram-pozitif bakteriler) ve
P. vulgaris, E. coli, S. marrescens, P. aeruginosa, Salmonella kentucy, E. aerogenes
ATCC 13048 (Gram-negatif bakteriler)’dir.

Bu aragtirmada kullanilan mikroorganizma tiirleri Tablo 3.1'de belirtilmistir.
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Tablo 3.1. Farkl: tiirlerdeki mikroorganizmalarin listesi

| Mikroorganizma No | Mikroorganizma ismi

1

Staphylococcus aureus ATCC 29523

Proteus vulgaris

Escherichia coli

Serratia marcescens

Staphylococcus epidermidis

Alpha-hemolytic streptococcus

Enterococcus faecium

Pseudomonas aeruginosa

O|| o) N|| o O || W DN

Listeria monocytogenes ATCC 7644

=
o

Enterococcus durans

-
-

Salmonella kentucky

=
N

Enterobacter aerogenes ATCC 13048

3.1.3. Kimyasallar ve Ekipmanlar

3.1.3.1. Kimyasal Malzemeler

Bu deneysel ¢alismada, sirasiyla asagida listelenen bazi kimyasal maddeler

kullanilmistir:

Genejet Plazmid Miniprep Kiti (Thermo Scientific, ABD), Metanol, etil asetat,
DMSO, TAE buffer, Nutrient agar ve Nutrient broth besiyerleri (Merck Company,
Almanya), RedSafe Niikleik Asit Boyama soliisyonu (Intron Biotechology, Giiney

Kore), Agaroz (Applichem, Almanya).

3.1.3.2. Ekipmanlar ve Araclar

Calismada kullanilan ekipmanlar: Otoklav (Niive, Tiirkiye), Kiltiir kabini ve
McFarland dansitometre (Biosan, Tiirkiye), spektrofotometre, jel elektroforezi ve

DNA ve RNA goriintiileme sistemi (Thermo, ABD)’dir.
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Fotograf 3.2. McFarland dansitometre
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plistign bitoeyi
EMIZLE ]

Fotograf 3.3. Spektrofotometre

Fotograf 3.4. Jel elektroforezi
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3.2. Yontemler
3.2.1. Antimikrobiyal aktivite

Besiyeri hazirligi igin; 9,2 g Nutrient agar tozu 400 ml distile H,0 iginde siispansiyon
haline getirilmistir. Ortam tamamen ¢o6ziildiikten sonra, sterilize edilmek ve ayrica

kaplara dokiilmeye hazir olmak iizere otoklava yerlestirilmistir.

Fotograf 3.6. Petri kaplarinin besiyeri ile doldurulmasi
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Bu deneysel calisma, alt1 tiir Gram pozitif bakteriden olusan birinci grup, alti tiir
Gram negatif bakteriden olusan ikinci grup olmak iizere ve toplamda on iki tiir
bakteriyi incelemistir. Nutrient agar besiyeri i¢inde bakteri iceren tabaklar bir giin
boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Nutrient agar i¢inde slispanse edilmis bakteri
kiiltiriiniin bir giin sonra bakteri yogunlugu McFarland standartlarina gore 0,5 olacak

sekilde ayarlanmistir.

Minimal Inhibitér Konsantrasyonu (MIK), bir inkiibasyon giiniinden sonra bakteri
¢ogalmasimi onleyen en diisiik konsantrasyondaki antimikrobiyal bilesigin miktar
olarak adlandirilir. Ayrica, 10 mg/ml'de giiglii bir antimikrobiyal etkinlik sergileyen
en etkili bitki ekstraktlari, farkli hastaliklarin nedeni olan bakteri suslarmnin
kontroliinde mikrotitre tabak seyreltme teknigini kullanarak MIK seviyelerini
belirlemek i¢in kullanilmistir. Bunun yaninda, ¢alismada stok bilesik i¢in bir ¢oziicii
olarak dimetil siilfoksit (DMSO) kullanilmistir. Analiz i¢in, tiim hiicrelere Nutrient
broth besiyerinden 100 ul ilave edilmis ve ilk hiicreye 100 ul bitki ekstrakti ilave
edilmistir. Hiicrelere seri seyreltme islemi uygulanmistir. Bdylece, bitki ekstrakti
konsantrasyon serileri (500, 250, 125, 62.5, 31.25 ve 15.512 pg/ml); bir ml metanol,
H20 ve etil asetat icerisinde 10 mg coziilerek ayr1 ayr1 ayarlanmistir. Bakteriyel
kiiltiir bulanikligi, 0.5 McFarland standardina gore ayarlanmis, daha sonra kiiltiir,
tabaktaki tiim kuyucuklara (10 ul) inokiile edilmistir. Bu noktada, plakalar bir giin
boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Nutrient agar, steril petri plakalarina dokiilmiis
ve patojenik suslarmn bakteri siispansiyonlar1 bu kiiltiir ortamina aktarilmistir. MIK
degerleri, spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda optik yogunluk okumalar: ile

bulaniklik degerlendirilerek belirlenmistir.

Ek olarak, Minimum Bakterisidal Konsantrasyon (MBC), baslangigtaki inokulumun
%99.9 ya da daha fazlasimin Sldiiriildiigii konsantrasyon olarak bilinmektedir. MBC
incelemesi, izleme amaciyla ¢cok sayida antimikrobiyal ajani etkileme potansiyeli ile
derecelendirmek i¢in iyi ve ucuz bir ekipman olabilmektedir. Bu deneysel arastirma
caligmasi, bitki ekstratklar1 ile muamele edilmis bakterilerin en diisiik
konsantrasyonunu se¢mis (MIK araciligiyla), daha sonra bunu Nutrient agar besiyeri
tizerine inokiile etmistir. Bakteri sagkalim oranlari, 37°C'de bir giin inkiibasyondan

sonra ¢izgi ekim yoluyla koloni sayisini karsilastirarak belirlenmistir [47].
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3.2.2. DNA Koruma Aktivitesi

pUC19 plazmid DNA'sinin replikasyonu, Escherichia coli'de gergeklestirilmistir.
Nutrient broth besiyerindeki taze E. coli kiltiirleri, ampisilin antibiyotigi igeren
Luria-Bertani (LB) besiyerine ilave edilmis ve gece boyunca 37°C'de Kkiiltiire
edilmistir. Inkiibasyondan sonra hiicreler, 150 rpm'de santrifiijleme yoluyla
toplanmig ve dretici firma talimatlarina goére Gene JET plazmit miniprep Kiti
(Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak plazmid DNA izole edilmistir.

3.2.2.1. Stok plazmidin hazirlanmasi

Plazmid DNA (bir ml), bes dakika boyunca santrifiije (600 rpm) konulmustur. Bitki
ekstraktlart (0,01 g) 6l¢iilmiis, sonra ¢oziiciiler (H20, metanol, etil asetat) (10 mg/ml
stok ¢ozeltisi i¢in) iginde ¢Oziillmistir. Bes mg/ml konsantrasyon ¢ozeltisini
hazirlamak igin stok ¢ozelti (250 pl) 250 pl ¢oziicii ile karistirilmistir. DNA'ya zarar
veren Fenton reaktifi, 0.03g H,0,, 0.088g askorbik asit ve 0.12976g FeCls'ten
meydana getirilmistir. Reaksiyon, bes pl Fenton reaksiyon karisimi, 300 pg/ul
plazmid DNA ve metanol, etil asetat veya H,0 6ziitlerinde ¢6ziilen 5 pl 10 veya 5

mg/ml bitki ekstraktlar icerecek sekilde hazirlanmistir.

Fotograf 3.7. Stok Plazmitin Hazirlanmasi

3.2.2.2. Fenton reaksiyonunda kullanilan kosullar

Plazmid DNA konsantrasyonu toplam hacimde 300 pg/ul’dir ve reaksiyon karigimi
Fenton reaktifi, bitki ekstrakti (5 ve 10 mg/ml su, etil asetat ve metanol ekstraktlari)
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plazmid DNA ve sudan olusmaktadir. Negatif kontrol sadece plazmid DNA ve su
icermektedir. Pozitif control ise, Fenton reaktifi, plazmid DNA ve su i¢ermektedir
[48].

Tablo 3.2. Fenton reaksiyonu deney prosediirleri

Fenton’in Bitki Plasmid Su
reaktifi Ekstrakti DNA

Negatif -- -- 2ul 18ul
kontrol

Pozitif 5ul - 2ul 13ul
kontrol

Su ekstrakti | Sul Sul 2ul 8ul
10mg/ml

Su ekstrakti | Sul Sul 2ul 8ul
5mg/ml

EA ekstrakt1 | Sul Sul 2ul 8ul
10mg/ml

EA ekstrakt1 | Sul Sul 2ul 8ul
5mg/ml

MeOH Sul Sul 2ul 8ul
ekstrakti

10mg/ml

MeOH Sul Sul 2ul 8ul
ekstrakti

5mg/ml

Son olarak, tiim numuneler birka¢ saniye santrifiij edilmis, daha sonra 37°C'de 45
dakika stireyle inkiibe edilmistir. Agaroz jeli, TAE tamponu (50ul), 0.4g agaroz ilave
edilerek hazirlanmistir. Karigim, mikrodalgada 2 dakika siireyle ¢oziilmiis, sonra
DNA boyasi eklenmis ve elektroforez ekipmanina agaroz jeli dokiilmiistiir. 45 dakika
sonra, DNA bantlari, jel goriintiileme sisteminin analiz yazilimmin kullanilmasiyla

tanilanmustir.
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Fotograf 3.8. Agaroz
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4. SONUCLAR

4.1. Antimikrobiyal Aktivite Analizi

Bu ¢alismada, Inula viscosa'nin toprak iistii kistmlarinin metanol, etil asetat ve distile
H,0 ekstraktlarinin antimikrobiyal etkinligi, mikrodiliisyon deneyi temelinde
patojenik mikroorganizmalara kars1 incelenmistir. Inula viscosa'nin su bakteri grubu
tizerindeki etkisi degerlendirilmistir: S. aureus ATCC 25923; S. epidermis; S. alpha
haemolyticus; E. faecium; L. monocytogenes ATCC 7644; E. durans; P. vulgaris; E.

coli, S. marrescens, P. aeruginosa, Salmonella kentucky; E. aerogenes ATCC 13048.

Inula viscosa ekstraktlarmin antibakteriyel etkinlik incelenmesinden elde edilen
sonuglar Tablo 4.1, Tablo 4.2, Tablo 4.3'te 6zetlenmis ve ayrica asagidaki Sekil 4.1,
4.2, 4.3'te sunulmustur. Sonuglara gore, Inula viscosa'nin metanol ekstrakti 31.25 ila
125 pg/ml arasinda degisen oranlar ile bakteri suslarma karsi en yiiksek etkinligi
sergilemis, bunu 62.5 ila 125 pg/ml arasinda oranlarda degisen MIK degerleri ile
Inula viscosa'nin etil asetat ekstrakti ve distile H,0 ekstrakt1 izlemistir. EK olarak, en
diisik metanol ekstrakti MIK (31.5 pg/ml) degeri sadece P. aeroginosa'da

gozlenmistir.

Aslinda, MBC sonuglari, biitlin ekstraktlar i¢cin 125 ila 250 pg/ml arasinda degisen
sonuglar ile MIK sonuglarindan tamamen farkli ¢ikmistir. MBC'ler, Nutrient agarda
hayatta kalabilecek minimum bakteri Oldiiriici konsantrasyon degerlerini
gostermektedir. En diisiik MBC degeri, etil asetat ve su ekstraktlart i¢in 125 pg/ml
ile Staphylococcus aureus ATCC 2592'ye ait bulunmustur.
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Fotograf 4.2. Inula viscosa etil asetat ekstrakti i¢in mikrodiliisyon yonteminin gosterilmesi
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Fotograf 4.3. Inula viscosa su ekstrakti i¢in mikrodiliisyon yonteminin gosterilmesi

Fotograf 4.4. Nutrient agar lizerinde bakteri biiylimesinin gosterilmesi (MBC’nin

belirlenmesi)
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Tablo 4.1. Inula viscosa metanol ekstraktinin mikrodiliisyon deneyinde incelenen
mikroorganizmalara kargt MIK ve MBC degerleri

Mikroorganizmalar Metanol Ekstraktinin MBC (pg/ml)
MIK (ug/ml)
S. aureus ATCC 25923 62.5 250
S. epidermis 62.5 250
S. alpha haemolyticus 62.5 250
E. faecium 62.5 250
L. monocytogenes ATCC 7644 125 250
E. durans 125 250
P. vulgaris 62.5 250
E. coli 62.5 250
S. marrescens 62.5 250
P. aeroginosa 31.25 250
Salmonella kentucky 62.5 250
E. aerogenes ATCC 13048 62.5 250

The MIC and MBC values of Inula viscosa
300 950 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250
250
200
150 128 12
1000 62,5 62.5 62.5 62. 62,5 62.5 62, 62.5 62,
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L,}.’S} {,:_%’\ v g MIC (ug/mi) A
B MBC (pg/ml)
Sekil 4.1. Inula viscosa metanol ekstraktinin mikrodiliisyon deneyinde incelenen

mikroorganizmalara karst MiK ve MBC degerleri
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Tablo 4.2. Inula viscosa etil asetat ekstraktinin mikrodiliisyon deneyinde incelenen
mikroorganizmalara karst MIK ve MBC degerleri

Mikroorganizmalar Etil Asetat Ekstrakti MBC (pg/ml)
MIK ( pg/ml)
S. aureus ATCC 25923 62.5 125
S. epidermis 125 250
S. alpha haemolyticus 125 250
E. faecium 125 250
L. monocytogenes ATCC 7644 62.5 250
E. durans 125 250
P. vulgaris 125 250
E. coli 125 250
S. marrescens 125 250
P. aeroginosa 125 250
Salmonella kentucky 125 250
E. aerogenes ATCC 13048 62.5 250

The MIC as well as MBC values of Inula viscosa

300

250
200
150

100 - B MIC [ pg/mlj62.5

50 B MBC ( pg/ml)

Sekil 4.2. Inula viscosa etil asetat ekstraktinin mikrodiliisyon deneyinde incelenen
mikroorganizmalara kars1 MIK ve MBC degerleri
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Tablo 4.3. Inula viscosa H,O ekstraktinin mikrodilisyon deneyinde incelenen
mikroorganizmalara karst MIK ve MBC degerleri

Mikroorganizmalar Su Ekstrakti MBC (ng/ml)
MIK (ug/ml)
S. aureus ATCC 25923 62.5 125
S. epidermis 62.5 250
S. alpha haemolyticus 125 250
E. faecium 62.5 250
L. monocytogenes ATCC 7644 125 250
E. durans 125 250
P. vulgaris 62.5 250
E. coli 62.5 250
S. marrescens 62.5 250
P. aeroginosa 125 250
Salmonella kentucky 62.5 250
E. aerogenes ATCC 13048 62.5 250

The MIC and MBC values ot Inulag viscosa
300 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250
250
200
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50 I
0
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Sekil 4.3. Inula viscosa H,O ekstraktimin - mikrodiliisyon  deneyinde incelenen
mikroorganizmalara kars1 MIK ve MBC degerleri
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4.2. DNA Koruma Aktivitesi Analizi

Inula viscosa 'nin metanol, etil asetat ve damitilmis H,0 ekstraktlarinin DNA koruma
aktivitesi, DNA’ya zarar veren Fenton’un reaktifi gibi  kullanilarak
degerlendirilmistir. pUC19 plazmid DNA'st kullanilarak DNA koruma deneyi
gergeklestirilmistir [48].

Bununla birlikte, DNA hasarlari, 6rnegin yiiksek performansl sivi kromatografisi,
gaz kromatografisi, kiitle spektrometresi veya agaroz jel elektroforezi gibi degisik
yaklagimlarla olgiilebilir. Bu yaklagimlar arasinda, bir ¢6ziicii deneyi, DNA hasari
tespiti i¢in en kullanigh olani olarak degerlendirilebilir. Ayrica, bu yontem cesitli
bilesiklerin DNA hasarin1 ve DNA koruyucu etkilerini degerlendirmek i¢in basit ve
faydal1 bir yaklagimdir [49].

Sonuglar goz 6niine alindiginda, Inula viscosa ekstraktlarinin (metanol, etil asetat ve
distile H,0) ve konsantrasyonlarinin (5 ve 10 mg) higbirinin Fenton reaktifine karsi

plazmid DNA iizerinde koruma aktivitesi olmadigi tespit edilmistir (Fotograf 4.5).

120

100

80
60

40

20

% supercoiled form of DNA

treatment

Fotograf 4.5. Inula viscosa bitki ekstraklarinin DNA koruma aktivitesi gostermeyen jel

elektroforezi
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5. TARTISMA

Cesitli arastirmalarda belirtildigi gibi, bitki ekstraktlarinin ve antibiyotiklerin
sinerjistik etkileri, bakteriyel direng problemini yenmek i¢in kullanilabilecek ve daha
az duyarli bakteri saglayan yeni bir yontem olabilir. Dahasi, geleneksel tipta, Inula
viscosa, antioksidan, antienflamatuvar; antiiilserojenik; antelmintik; ates diisiiriicii;
antiseptik ve antifungal olarak kullanilmaktadir. Son on yilda, bir¢ok arastirma,
normalde birgok mikroorganizmaya karsi antibiyotik kullanmanin yan sira aktif bitki

ekstraktlarmin in vitro etkinliginin arttirdigini bildirmistir [50].

Aslinda, bir¢ok bakteri tiirleri, ¢esitli hastaliklara neden olabilen ¢esitli ortamlardan
izole edilmektedir. Ornegin, S. aureus (Gram-pozitif) cilt enfeksiyonlarma, gida
zehirlenmesine ve septisemiye neden olur. Ayrica, Proteus vulgaris'in (Gram negatif)
bazi hastaliklara, Ornegin iriner system enfeksiyonlarma (UTI), vyara
enfeksiyonlarina, yanik enfeksiyonlarina, kan dolagimi enfeksiyonlarina ve solunum
yolu enfeksiyonlarina neden oldugu belgelenmistir. Ek olarak, bildirilen bazi
caligmalara gore, P. vulgaris’in beyin apselerinin yani sira bakteriyemiye de neden
oldugu bilinmektedir. E. coli (Gram negatif), idrar yolu enfeksiyonlarina, solunum
yolu hastaligina, zatlirreye, menenjit benzeri diger hastaliklara neden olabilmektedir.
Serratia marcescens, hem su hem de toprakta dogal olarak olusan Gram negatif bir
basildir. S. marcescens, solunum yolu enfeksiyonlarinin yani sira idrarla da iliskili
hastaliklara; endokardit; osteomiyelit; septisemi; yara enfeksiyonlar;; goz

enfeksiyonlari; ve menenjite neden olmaktadir [49],[51].

S. epidermidis'in (Gram-pozitif) neden oldugu intravaskiiler kateter baska bir deyisle
protez eklem enfeksiyonlarr, idrar yolu enfeksiyonlar1 ve prostetik eklem
enfeksiyonlarini igeren ¢ok sayida hastalik vardir [51]. Alfa-hemolitik streptokoklar
(Gram pozitif) bazi hastaliklara, 6rnegin farenjit ve deri enfeksiyonlarina neden
olmaktadir. E. faecium (Gram-pozitif) en yaygin olarak insanlarda enfeksiyonlara
neden olur, 6rnegin idrar yolu enfeksiyonlari; bakteremi; endokardit; karin i¢i yan
sira pelvik, cilt, yumusak doku ve yara enfeksiyonlaridir. P. aeruginosa (Gram-

negatif), ventilatore bagli pndmoninin sik bir nedeni olmaya devam etmektedir. Ek
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olarak, HIV bulagsmis hastalarda, Pseudomonas diizenli olarak zatiirreye neden olur,
ayrica siniizit; cilt; yumusak doku enfeksiyonlar1 ve baktereminin sebeplerindendir.
Gram-pozitif bir bakteri olarak Listeria monocytogenes, gida kaynakli en ciddi

hastaliklardan biri olan gida kaynakl1 listeriyozun nedenidir [52].

Ayrica, Enterococcus durans (Gram-pozitif) idrar yolu enfeksiyonlarina; karin igi;
pelvik; yumusak doku enfeksiyonlart ve bakteremiye neden olabilir. Salmonella
kentucky (Gram negatif) gida kaynakli hastaliklara neden olabilir. Gram negatif bir
bakteri olan Enterobacter aerogenes ise, alt solunum yolu enfeksiyonlarina; cilt,
yumusak doku enfeksiyonlarina, idrar yolu enfeksiyonlarina; endokardit, karin ici
enfeksiyonlarina, septik artrit, osteomiyelit ve CNS enfeksiyonlarina neden

olmaktadir [53].

Inula familyas: icerisinde ekstrakt hazirlanmasinda ¢igek, gdvde, kok ve yaprak gibi
farkli bitki kistmlar1  kullanilmistir. Tibbi degerlerini  degerlendirmek ig¢in

antimikrobiyal, antibakteriyel, antifungal ve kimyasal 6zellikleri arastirilmistir [1-5].

Calismamizda, Inula viscosa'nin antimikrobiyal etkinligi, su bakterilere karsi
incelenmistir: S. aureus ATCC 25923, S. epidermis, S. alpha haemolyticus, E.
faecium and L. monocytogenes ATCC 7644, E. durans, P. vulgaris, E. coli; S.
marrescens, P. aeruginosa; Salmonella kentucky ve E. aerogenes ATCC 13048. Bu
deneysel arastirma, ii¢ ¢Oziicli (metanol, etil asetat ve H»0) kullanarak Inula
viscosa'nin toprak istii kisimlarindan elde edilen ekstraktlarinin kullanilmasina
dayanmaktadir. Metanol ekstraktlarinin minimum inhibe edici konsantrasyonlari
(MIK) 31.25 ila 125 pg/ml arasinda degismekle birlikte, etil asetat ve Hy0
ekstraktlarmin MIK degerleri 62.5 ila 125 pg/ml arasinda degismistir. Metanol
ekstraktinin MIK degerleri, bakteriler iizerinde etil asetat ve H,0 ekstraktlarindan
daha etkili olduklarini gostermistir. Bununla birlikte, biitiin ekstraktlarn MBC
degerleri bakteriler tizerinde benzer etkiyi gostermistir. Ek olarak, sonuglar Inula
viscosa ekstraktlarinin Gram negatif bakterilerde Gram pozitif bakterilerden daha

etkili oldugunu gdstermistir.

Bu ¢aligma, Larbi vd. (2016) [44] tarafindan ekstraktlarin 7 susa kars1 antibakteriyel

etkisini disk diflizyon ve mikrodiliisyon yaklasimlar1 ile degerlendirdikleri ¢calisma
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ile benzerlik gostermektedir. Fakat, Larbi vd. (2016)’nin [44] ¢alismasinda Inula
viscosa yapraklart ve ¢igekleri igeren metanol ekstrakti, Gram-pozitif bakteriler
tizerinde daha etkili olmustur. Bunun yaninda, Inula viscosa ve Anacyclus valentinus
bitki ekstraktlarinin (metanolik ekstrakt, ugucu yaglar) ve yaygin olarak kullanilan
iki antibiyotigin sinerjistik etkisi, degisken bakteriyel suslar i¢in analiz edilmistir.
Sonuglar, bitki ekstraktlar1 ve antibiyotik kombinasyonlarinin bakteriler iizerinde

daha etkili oldugunu ortaya koymustur [44].

Ek olarak, I. viscosa bitkisinin metanolik ekstrakti, Karygianni vd.’nin (2014) [54]
caligmasinda oral mikroorganizmalar iizerinde etkili antimikrobiyal davranis
sergilemistir. Ayrica, Inula helenium L.'nin kurutulmus koklerinden basamakli siiper
kritik akiskan ekstraksiyonu (SFE) ve hidrodistillasyon (HD) ile elde edilen
ekstraktlariin in vitro antimikrobiyal etkinligi ile ilgili olarak, Tip Kiiltiir
Koleksiyonu (ATCC) suslar lizerinde elde edilen sonuglar bildirilmistir. Bakteriler
Nutrient agar ve Nutrient broth {izerinde muhafaza ve test edilmistir. HD ve SFE yag
ekstraktlar1, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus ATCC 29213'e ve ampisilin,
eritromisin, penisilin ve tetrasikline direngli bir Enterococcus faecium klinik susuna

kars1 inhibitor aktivite gostermistir [55].

Ote yandan, DNA'y1 yok eden oksidatif ajan olarak Fenton reaktifini kullanarak
pUCI19 plazmid DNA'sindaki isatin ve tiyosemikarbazon tiirevleri icin DNA koruma
aktivitesi belirlenmistir (Ganim vd., 2019) [38]. Calismamizda Inula viscosa’nin
metanol, etil asetat ve H,0 ekstraktlarnin DNA koruma aktivitesi iki farkli
konsantrasyonda (5 ila 10 mg / ml) incelenmistir. Tiim Inula viscosa ekstraktlari, bu
calismada Uysal vd.'min (2018) baska bir tibbi bitki (Bidens tripartita L) igin

vardiklar1 sonucun aksine koruma aktivitesine sahip ¢ikmamustir [43].

Bir bagka caligma, Inula oculus-christi'nin su ekstraktinin agar kuyucuk difiizyon ve
MIK testleri ile Shigella dysanteriae, Staphylococcus aureus, Shigella boydii ve
Bacillus subtilis'e kars1 giiglii bir antimikrobiyal etkinlige sahip oldugunu
bildirmistir. Ayrica, |. oculus-christi'nin su ekstraktinin gesitli konsantrasyonlarda
(14.28 mg/ml, 7.14 mg/ml) DNA koruma potansiyeli oldugu bizim calismamizin

aksine gozlenmistir [55].
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Baska bir ¢alismada, Inula helenium etanol ekstraktinin kurutulmus koklerinin ve
rizomlarinin antimikrobiyal etkinligi, damla test metodu ve bir mikro-broth
seyreltme metodu kullanilarak, metisiline direngli (MRSA) ve duyarli (MSSA)
suslart igceren 200 Staphylococcus aureus izolatina karsi incelenmistir. 200
Staphylococcus aureus izolatinin tiimii, Inula helenium ekstrati tarafindan; izolatlarin
%93"inii sirasiyla %55.5 ++ inhibisyon ve %37.5 +++ inhibisyon oranlari ile inhibe
etmistir. Bu sonuglar, S. aureus ATCC 25923'te antimikrobiyal etkinlik gésteren

metanol, etil asetat ve su ekstraktlarina ait sonuglarimizla tutarlidir [56].

Inula cuspidata yapraklarinin metanolik ekstakti, S. aureus, B. subtilis, E. coli, P.
aeruginosa ve C. albicans igeren test organizmalarina kars1 cup plate metodu ile
test edilmis ve 6nemli antimikrobiyal etkinlik tespit edilmistir. Bu sonuglar bizim

sonuglarimizla uyumludur [57].

Bagka bir Inula tiirti, Inula hupehensis koklerinden timol tiirevleri bakteri ve bitki
patojenik mantarlarina karst antimikrobiyal etkinlik agisindan degerlendirilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, |. hupehensis ekstraktlarindan elde edilen bilesik 3 (8-
hidroksi-9, 10-diizobiitiloksitimo), 62.3, 62.8 ve 250 ug/ml MIK degerleri ile
sirasiyla Staphylococcus aureus, Metisilin direngli S. aureus ve Escherichia coli
tizerinde belirgin antimikrobiyal etkinlik gostermistir. Ek olarak biiylime orani
metodu kullanilarak bu bilesigin, Rhizoctonia solani, Phytophthora melonis ve
Peronophythora litchi'nin aktivitesini 157, 180 ve 141 pg / ml olan EC50 degerleri
ile inhibe ettigi gozlenmistir. Bakteriler i¢in bu bulgular, bizim sonuglarimizla

uyumludur [58].

Baska bir calismada, Inula racemose kurumus koklerinden elde edilen bilesenler
izole edilmis ve antimikrobiyal etkinlikleri kuyucuk difiizyon yontemiyle test
edilmistir. Bilesenler arasinda alantolakton, diger bilesenlerin ve etil asetat
ekstraktlarinin test edilen bakteriler lizerindeki etkileriyle karsilastirildiginda, giiclii

antibakteriyel etkinlik gostermistir [59].

Tunus'un farkli yerlerinden Inula viscosa’yr da igeren 20 tibbi bitki toplanmis ve 14
yaygin Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriye (Pseudomonas aeruginosa ATCC
27950, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC
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25923, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 29212 ve
Shigella flexneri ATCC 12022) ve Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
saprophiticus,  Staphylococcus aureus, Enterobacter cloaceae, Klebsiella
pneumoniae, Aeromonas hydrophila, Serratia marcescens ve Escherichia coli’yi
iceren klinik suslar) karsi agar difiizyon ve mikro diliisyon yontemleri ile
antimikrobiyal etkileri i¢in test edilmistir. Inula viscosa yer iistii kisimlarinin heksan,
aseton ve metanol ekstraktlar1 ozellikle Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus saprophiticus'ta etkili bulunmustur.
Bu sonuglar, farkli ekstraktlarin Staphylococcus aureus iizerindeki etkisine iliskin
sonuglarimizla tutarhidir, ancak ¢alismamizdaki Inula viskosa'min metanolik
ekstraktinin, Pseudomonas aeruginosa‘a kars1 31,5 pg/ml gibi bir MIK degeri ile ¢ok
etkili ¢ikmustir [60]. Bu farkli sonuglar, farkli ekstraksiyon yontemlerine

baglanabilir.

I. viscosa, I. helenium ssp. turcoracemosa ve |. montbretiana’y: igeren ti¢ Inula tiird,
Anadolu'nun ¢esitli yerlerinden toplanmis ve agar diliisyon yontemi ile
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans ve Candida tropicalis'e karst antimikrobiyal
potansiyelleri acisindan degerlendirilmistir. Farkli bitki kisimlarima ait metanol
ekstraktlar (¢igekler, yapraklar ve kokler) Gram-pozitif bakterilere ve mayalara kars1
test edilen Gram-negatif bakterilere gore daha fazla etkinlik gostermistir [61].
Bununla birlikte, bizim ¢alismamizdaki ekstraktlar, Gram negatif bakteriler tizerinde
Gram pozitifden daha fazla etkinlik gostermistir. Bitkinin farkli kisimlarinin

ekstraksiyon i¢in kullanilmasi bu farkl etkinligin nedeni olabilir.

Nejefi vd. (2011), Inula viscosa ekstraktlarinin toprak tstii kisimlarmin farkli
fraksiyonlarin1  (fenolik veya fenolik olmayan), disk difiizyon yoOntemiyle
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella entritidis'e karsi
etkili oldugunu ortaya koymustur. Bitkinin toprak istii kismi kurutulmus ve
calismada ¢oziicii olarak metanol ile ekstrakt elde edilmistir. Bu sonuglar, Inula
viscosa ekstraktlarinin  Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa

tizerindeki etkilerini gosteren ¢alismamizin sonuglarini desteklemektedir [62].
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Bagka bir ¢alismada, . viscosa’ya ait yapraklardan, gigeklerden, biitiin bitkiden ve
¢icegi olmadan biitiin bitkiden elde edilen ugucu yaglari ekstrakte etmek i¢in buhar
damitma yontemi kullanilmistir. Tim ekstraktlar 6zellikle de yaprak ekstraktlari,

dermatofitlere kars1 6nemli bir antifungal etkinlik sergilemistir [63]

Bu calismalara gore, farkli Inula tiirlerinin ekstraktlar1 bakteri ve mantarlarin
cogunda etkilidir. Ayrica, simdiye kadar, Inula viscosa'nin farkli béliimlerinden
gelen degisik ekstraktlari, cesitli sayidaki bakteri iizerinde antimikrobiyal etki
acisindan test etmistir. Farkli yontemlerle Inula viskosa'nin farkli kisimlarindan elde
edilen metanolik ekstraktlar, farkli ¢alismalarda 6zellikle Staphylococcus aureus ve
Pseudomonas aeruginosa'yt inhibe etmistir [54, 60, 61, 62]. Bu calismalar,
metanolik ekstraktlar icin farkli yontemlerin ve bitki parcalarinin kullanilmasina
ragmen sonuclarimizla tutarlidir. Ayrica, metanolik ekstraktin ¢alismamizda diisiik
konsantrasyonlarda bile Pseudomonas aeruginosa iizerinde 6nemli etkileri vardir. Bu
calismadaki diger ekstraktlar (etil asetat ve Hp0) da farkli seviyelerde bakterileri

inhibe etmisgtir.

Mevcut ¢alismada, Inula viscosa'nin mikrobiyal sistem tizerindeki etkileri ve Inula
viscosa toprak iistii kisimlarina ait ekstraktlarin DNA koruma aktiviteleri ol¢iilmiis
ve genis sekilde karsilastirilmistir. Inula viscosa kisimlarinin, bu bitki kullanildiginda
hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterileri etkileyebilecegi gosterilmistir.
Bununla birlikte, tim Inula ekstraktlarinin DNA iizerinde higbir koruma etkinligi
olmadigi anlagilmistir. Bu galisma, Inula ekstraktlarinin biyolojik etkileri igin bir 6n
rapor sunmaktadir. Calismadaki bu umut verici sonuglar, daha ayrintili deneysel

arastirmalar icin dikkate alinmalidir.
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6. SONUC

Bu arastirma, Inula viscosa'min toprak istii kistmlarinin metanol, etil asetat ve H,0
ekstraktlarinin antibakteriyel etkisini incelemistir. Bitkinin cesitli ekstraktlarinin, ilag
olarak ¢esitli bakteri suslarina kars1 potansiyel kullanimin1 ortaya koymustur. Ayrica
bu sonug, Inula viscosa ekstraktlarinin bulasici hastaliklarin tedavisi i¢in alternatif

bilesiklerin gelisimini arttirmada faydali olabilecegini gdstermektedir.
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