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OZET

DIYARBAKIR VE CEVRESINDE YETISEN Cynara syriaca METANOL
EKSTRAKTININ ANTIOKSIDAN, ANTIMIKROBIYAL ve MUTAJENIK
AKTIVITESININ BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi
Nurhiida KARASIN

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI

2011

Bu calismada, Cynara syriaca’ nin yaprak ve c¢igeklerinden elde edilen metanol
ekstraktlarinin antimikrobiyal, antioksidan ve mutajenik aktiviteleri belirlenmistir.

C. syriaca yapraklar ve ¢iceklerden elde edilen metanol ekstraktlarinin antimikrobiyal
aktiviteleri disk diflizyon yontemi kullanilarak patojenik 4 bakteri (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Pseodumonas aeruginosa) ve maya (Candida
albicans) iizerinde test edilmistir. Hem ¢icek hem de yaprak ekstraktlarimin test
mikroorganizmalarina karsi yeterli antimikrobiyal etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Antioksidan kapasite, yaprak ve c¢iceklerin metanol oziitleri kullanilarak DPPH (2,2-
difenilpikrilhidrazil) yontemiyle test edilmistir. Sonuglara gore C. syriaca nin yapraklarinin
metanolik 6ziitii 5 mg/ ml konsantrasyonda %9.7, 10 mg/ml de % 38.8 ve 20 mg/ml de
% 88. 9 inhibisyon gostermistir. Bitkinin ¢igek kisimlarinin metanolik 6ziitleri 5 mg/ml
konsantrasyonda %38.0, 10 mg/ml de %92.2 ve 20 mg/ml de %92.5 inhibisyon
gostermistir. Serbest radikal giderme aktivitesinden elde edilen verilere gore yaprak ve gicek
Ozitlerinin standart maddelerle karsilastirilabilir diizeyde DPPH giderme aktivitesi gostermistir.

Ayrica C. syriaca oziitlerinin total Folin-ciocalteu yontemiyle total fenol igerigi de
belirlenmistir. Total fenolik icerik belirlemede standart olarak Gallik asit kullanilmustir.
Standart grafik denkleminden hesaplanan sonuglarin Gallik asit ekivalenti olarak yaprak
ozitiiniin 10 mg/ml konsantrasyonda 4.08+0.1 mg/ml, ¢icek oziitiiniin 4.89+0.04 mg/ml
oldugu, 20 mg/ml konsantrasyonda yaprak oziitiiniin 5.37+0.03 mg/ml, ¢igek 6ziitiiniin
7.150+0.2 mg/ml total fenol igerige sahip oldugu belirlenmistir.

C. syriaca metanol oziitlerinin mutajenik aktivitesi Ames/salmonella mikrozom
test sistemi ile Salmonella TA98 ve TA100 suslar iizerinde belirlenmistir. Yaprak
oziitlerinin Salmonella TA98 ve TA100 test suslari {izerinde mutajenik aktivitesi
olmadig1 gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: : Antioksidan Aktivite, Antimikrobiyal Aktivite, Mutajenik Aktivite,
Cynara syriaca
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In this study,the metanol extracts’ antimicrobial, antioxidan and muthagenic activities
have been determined through an Cynara syriaca’s leaves and flowers .

The antimicrobial activities of C. syriaca methanol extracts that are acquired from
leaves and flowers have been tested on patoghenic 4 bacteries (Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Pseodumonas aeruginosa) and a yeast (Candida albicans) through
using disc diffusion method. It is determined that both leaf and flower extracts have not
enough antimicrobial effect against test microorganisms.

Antioxidant capacity has been tested through using leaf and flowers’ methanol essences
and by DPPH(2,2-difenilpikrilhidrazil) method. According to the results, the methanolic essence
of C. syriaca’s leaves has showed 9.7% inhibition in 5 mg/ml concentration, 38.8% in 10 mg/ml
and 88.9% in 20 mg/ml.The methanolic essences of plants’ flowers have showed 38.0%
inhibition in 5mg/ml concentration,92.2% in 10 mg/ml and 92.5 % in 20 mg/ml. According to
the acquired results from free radical activity, it has been determined that leaf and flower
essences show enough DPPH activity compared to the standard substances.

Also,the total Folin-ciocalteu method and the total phenol content of C.syriaca

essences have been determined. When determining total phenolic content, Gallic acid has been
used as a standard. The results of standard graphic equation as Gallic acid ekivalent, it has been
determined that there is 4.08+0.1 mg/ml leaf esence and 4.89+0.04 mg/ml flower essence in 10
mg/ml concentration, and also there is 5.37+0.03 mg/ml leaf essence and 7.15+0.2 mg/ml
flower essence in 20 mg/ml concentration.
Mutajenic activities of C. syriaca metanol’s extracts are determined both on the test
system of Ames/salmonella mikrozom and on the strains of Salmonella TA98 and
TAL100. It’s observed that leaf extracts haven’t the mutajenic activities on test strains both
Salmonella TA98 and TA100.

Keywords: Antioxidant Activity, Antimicrobial Activity, Mutagenic Activity, Cynara
syriaca
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1. GIRIS

Insanoglu ilk caglardan bu yana bitkileri yiyecek, icecek, barinma, ilag gibi
yasaminin en Onemli alanlarina dahil etmistir. Yeryiiziinde 750.000 ile 1.000.000
arasinda bitki tliriiniin oldugu (Baytop 1999) diisiiniildiigiinde bitkilerin insan
hayatindaki 6nemini ve yerini anlamak kolaylasacaktir. Bu bitki tiirlerinin yaklasik %1
ila %10 kadarmin insanlar ve diger canlilar tarafindan yiyecek olarak kullanildigi,

yiyecek olarak kullanilan orandan daha fazlasinin ise tedavi amagli kullanildigi

bilinmektedir (Cowan 1999).

Baharat, ilag, sanayi, mesrubat, parfiim, sabun, sekerleme, kozmetik, dis
macunu, ¢iklet, sifali ve dinlendirici ¢ay imalati, esans, aroma vb. gibi bircok alanda
kullanilan tibbi bitkilerin kesfi oldukca eskiye dayanmakta ve kullanilan tibbi bitkilerin
miktar1, antik ¢aglardan giiniimiize devamli bir artis géstermistir (Bayramoglu ve ark.

2009).

Yasamsal faaliyetler i¢in gerekli olan primer metabolitlerden (aminoasitler, basit
karakterli lipitler ve yaglar, basit sekerler) enzimatik yollarla sekonder metabolitler
olusur. Bitkilerin iyilestirici etkisi dogal yapilarinda yer alan ve sekonder metabolit
olarak adlandirilan kimyasallarin ve bu kimyasallarin farkli kombinasyonlarindan
kaynaklanir. Boyadan gida endiistrisine kadar cesitli alanlarda kullanilan bu aktif dogal
iriinlerin  biyolojik aktivitelerinin  belirlenmesiyle 1ilgili ¢ok sayida c¢alisma
yaptlmaktadir. Bu asamada tibbi bitkiler sahip olduklar1 sekonder metabolitlerden
(antioksidan, vitamin, lif, mineral, pigment vs.) dolayr 6nemli birer arastirma kaynagi

haline gelmislerdir.

Antimikrobiyal aktivite i¢in in vitro kosullarda arastirilmis bitki ekstraktlarinin
anti-enfeksiyon ajanlarmmin yeni kaynaklarmi temsil edebilecegi arastirmacilar
tarafindan rapor edilmistir (Okeke ve ark. 2001; Rios ve Recio 2005; Canales ve ark.
2007).

Mikroorganizmalarin ~ canliligi  lizerindeki negatif etki genel olarak
antimikrobiyal olarak adlandirilmakta ve bu etkiye sahip antimikrobiyal maddeleri

‘hastalik  ajanlarmin  kontroliinii saglayan mikroorganizmalarin g¢ogalmalarinin
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siirlandirilmasi, durdurulmasi daha ziyade oldiriilmelerini saglayan kimyasal ya da

biyolojik maddelerdir’ seklinde tanimlayabiliriz.

Son yillarda ortaya ¢ikan en Onemli sorunlardan biri  patojen
mikroorganizmalarin antibiyotiklere kars1 gelistirdikleri direncler olmustur. Ozellikle
gelismekte olan iilkelerde antimikrobiyal maddelerin yaygin ve kontrolsiiz kullanimu,
direngli suslarin yararina bir seleksiyon olusturmaktadir (Akalin 1994). Hem
antibiyotiklerin istenmeyen yan etkileri hem de ciddi enfeksiyon vakalarinin ortaya
cikmast bilim adamlarini tibbi bitkiler gibi antibiyotiklere kaynak olacak yeni

antimikrobiyal madde arayislarina yoneltmistir.

Glniimiiziin en oOnemli konularindan bir digeri de besin giivenliginin
saglanmasidir. Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde gida kaynakli hastaliklar halen
onemli bir problemdir. Diinya’daki hastalik olaylarmin %7.4* i gida kaynakli olup,
sadece Amerika’da yilda 9000’den fazla sayida insan gida kaynakli patojenlerden
Olmektedir (Mead ve ark. 1999). Salmonella spp., Listeria monocytogenes ve
Campylobacter jejuni zehirlenme olaylarindan sorumlu 6nemli patojenlerdendir (Mead
ve ark. 1999). Bu nedenle gidalarda, gida katki maddelerinden biri olarak kullanilan
antimikrobiyal maddeler, gidalarda istenmeyen ancak herhangi bir nedenle gidada
bulunabilen kiif, maya, bakteri, patojen veya patojen olmayan her tiirlii
mikroorganizmay: ortamdan uzaklagtirmak, ¢ogalmalarint 6nlemek ve faaliyetlerini
durdurmak amaciyla gidalara katilmaktadir. Burada antimikrobiyal maddelerin
kullanim1 gidalarin mikrobiyolojik dengesini koruyacagindan, raf omriinii uzatmada

dogrudan etkilidir.

Tim bu nedenlerle, gida kaynakli hastalik olaylarinin azaltilmasi i¢in daha yeni
ve daha etkili tekniklere artan bir sekilde ilgi vardir. Bitkiler gibi dogal kaynaklardan
elde edilen antimikrobiyal maddelerin gida giivenligini yiiksek oranlarda korumay:

basardig1 ortaya konmustur (Alzoreky ve Nakahara 2003).

Bitkilerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi ve bu alanda arastirmalarin
artmasinin yani sira antioksidan 6zellik gosteren bitkilerin iizerine de ¢ok fazla deneysel ve

teorik ¢aligmalar bulunmaktadir ( Rasulev ve ark. 2005, Bors ve ark. 1990).

Uluslararast kabul edilmis herhangi bir tanim ile sinirlandiriimamis

“antioksidan” nin tanimini ‘oksijen veya peroksit ile etkilesime girerek oksidasyon ve
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inhibisyon reaksiyonlarini engelleyen maddedir’ seklinde yapabiliriz. Bu maddelerin
bircogu (tokoferollar gibi) ¢esitli bircok iiriinde koruyucu olarak kullanilir. Ornegin;
kat1 ve siv1 yaglarin, yiyeceklerin, sabunlarin bozulmasi ve eksimesi, gaz ya da petrol
tirtinlerinin koyulasip yapiskan hale gelmesini ve lastiklerin eskimesi gibi diger olumsuz

degisimleri geciktirmek i¢in kullanilmaktadir (Huang ve ark. 2005).

3

Biyolojik bir “antioksidan” tanimi ° ise havadaki oksijenin etkisi ile iiriinlerde
meydana gelen bozulmay1 geciktirmek ya da triinleri korumak i¢in bu triinlere ilave

edilen sentetik ya da dogal maddelerdir.” seklinde yapilabilir (Huang ve ark. 2005).

Serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarda c¢iftlenmemis bir veya daha
fazla tek elektron tasiyan molekiillere verilen isimdir. Bagska molekiiller ile ¢ok kolayca
elektron aligverisine giren bu molekiillere oksidan molekiiller veya reaktif oksijen tiirleri

(ROS)’de denilmektedir (Cavdar 1997).

Aslinda serbest radikaller yasam i¢in gereklidir. Elektron transferi enerji tiretimi
ve pek c¢ok diger metabolik islevde temel olustururlar. Ama zincir reaksiyonu
kontrolstiz bir davramig gosterirse hiicrede hasarlara neden olmaktadir. Giiniimiizde
serbest radikallerin pek ¢ok hiicrede molekiiler degisimlere ve gen mutasyonlarina yol
actig1 iyi bilinmekte olup yaslanma, hiicresel hasar ve doku yikiminda rol aldig: kabul

edilmektedir (Storz ve Imlayt 1999).

Serbest radikaller hiicrelere saldirip tahrip etmektedirler. Ilk saldirida éncelikli
olarak yeni bir serbest radikal olugsmakta ve kontrol edilemeyen zincirleme bir reaksiyon
baslamaktadir Bu yiiksek aktiviteye sahip bilesikler (serbest radikaller) kirli havalarda,
radyasyonda (isinim), bitki koruma ilaglarinda, bozulmus gidalarda ve normal
metabolik siiregte bulunurlar. sonucunda serbest radikaller ile antioksidan sistemin
aktivitesi arasinda denge bozulmakta ve protein denaturasyonu, lipid peroksidasyonu,
DNA mutasyonlarini igine alan oksidatif hasarlar meydana gelmektedir (Kog ve ark.
2003).

Antioksidanlar burada devreye girerek oksijen/nitrojen zincir reaksiyonlarini
durdurmak i¢in reaktif oksijen/nitrojen radikallerini (ROS/RNS) temizler veya ilk

olusan reaktif oksidant olusumunu engeller.

Biyolojik antioksidanlar; oksidatif enzim (cyclooksijenaz) inhibitorleri,

antioksidan enzim kofaktorleri, Reaktif Oksijen Tirleri/ Reaktif Nitrojen Tiirleri
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(ROS/RNS) siipiirticiileri ve metal selatorleri gibi nonenzimatik antioksidanlar ve

enzimatik antioksidanlar (stiperoksit, dismutase, katalaz ve glutatyon peroksidaz) igerir.

Antioksidanlarin c¢alisma ve etki alanlarima baktigimizda olduk¢a genis ve
birbirinden farkli oldugunu goérmekteyiz. Ornegin; kimya endiistrisinde antioksidanlar
siklikla lastik, plastik gibi kimyasal iirtinlerin otooksidasyonunu geciktiren bilesenler
olarak kullanilmaktadir. Otooksidasyon, oksijen ve substrat arasindaki reaksiyon
zincirlemesi sonucu olusur. Etkili antioksidanlar bu reaksiyon zincirini bozan esas

stiptiriicti radikallerdir (Huang ve ark. 2005).

Antioksidanlarin bir diger kullanim alani da besin endiistrisi olup giiniimiizde
besin endiistrisinde ticari olarak kullanilan cesitli sentetik antioksidan maddeler

mevcuttur.

Gidalarin hava ile temas1 sonucu olusan oksidasyon olay1 neticesinde gidalarda
kalite diismesi, renk bozuklugu, acima, bozulma, tat ve koku degisimi,besin ve vitamin
degerlerinde kayip, toksik bilesik olusmasi gibi istenmeyen durumlar ortaya ¢ikar. Bu
durumlar ortadan kaldirmak i¢in gidalarda antioksidan maddeler kullanihr. Ozellikle
kati ve sivi yaglar ve yag igeren besinlerin iglenmesi ve saklanmalar1 sirasinda
oksidasyonu iiriiniin tat ve kokusunun bozulmasina yol actig1 bilinen bir gercektir. Tim
bunlar1 6nlemek amaci ile de sentetik antioksidan maddeler (biitillenmis hidroksitoluen
(BHT) ve biitillenmis hidroksianisol (BHA) vb.) yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak
bu sentetik antioksidanlarin olumsuz saglik sorunlarmi tetikleyecegine dair bilgiler
bulunmasi (Koleva ve ark. 2002) ve 6zellikle de kansere neden olma riskinin ortaya
¢tkmasi ile kullanimlarina siiphe ile bakilmaktadir. Ornegin bu kimyasallarin farelerde
akciger harabiyeti, karacigerde nekroz ve kanamaya bagli Gliimlere neden oldugu

bildirilmistir (Candan ve S6kmen 2004).

Bu bulgular ¢ergevesinde ve ozellikle besinlerde dogaya doniis akimu ile birlikte
sentetik antioksidanlara alternatif dogal antioksidan madde arayislar1 hiz kazanmustir.
Bu dogrultuda da sentetik antioksidan ajanlarin yerini alabilecek dogal antioksidan
madde aragtirmalarinda bitkiler ¢ok dnem kazanmistir. Ayn1 zamanda dogal bilesikler

sentetik olanlardan daha giiclii antioksidan aktiviteye sahiptir ( Falleh ve ark. 2008).

Ginliik yiyeceklerimizde antioksidanlar, polifenol bilesimler, vitamin E ve C ve

karetonoidlerin oksidan stresle ilgili rahatsizliklarin olusumunu engellemede oldukca
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etkili olunduguna inanilmaktadir. Tim bu bilgiler tikettigimiz yiyeceklerdeki
antioksidan kapasitesi ve bu yiyeceklerdeki antioksidan bilesenlerini 6grenmek igin
saglik ve yiyecek ile ilgili aragtirmalarin artmasina yol agmistir. Son 10 yildan beri
antioksidan ve oksidatif stres ile ilgili literatiir arastirmalarinda 4 kat artis gézlenmistir
(1993’de 1684; 2003’de 6510 adet).

Dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarini fenolik bilesikler olustururlar (Evans

ve ark. 1997).

Fenolik bilesikler alt1 tiyeli aromatik halkaya direkt bagli bir hidroksil grubu (-OH)
iceren aromatik bilesiklerdir. Bu bilesikler zayif asidiktirler: hidroksil grubundan bir
hidrojen kaybetmeye meyilli olmalarindan dolay1 olusan fenolat anyonunun (CgHs0-)

sudaki ¢oziintirligi hayli yiksektir (URL-2, 2006).

Fenolik bilesikler ya da polifenoller bitkilerin temel bilesenlerindendir ve
bitkilerin ve onlardan tiiretilen iriinlerinin besinsel ve organoleptik oOzelliklerinde
onemli rol oynarlar (Fabre ve ark. 2001; Borbalan ve ark. 2003; Fang ve ark. 2007). Bu
bilesiklerin bazilar1 terpenoidler gibi olup bitkiye koku ve tat verirken bazilar1 kinonlar
ve tanenler gibi bitki pigmentlerini olustururlar. Pek ¢ok bilesik, bitkinin tadindan
sorumlu olup bunlardan bazilar1 gida ve bazilari ise tibbi amaglar i¢in kullanilmaktadir.
Bu Dbilesikler, anti-alerjik, anti-enflamatuar, antimikrobiyal, antioksidan,
kardiyoprotektif, trombotik ve vazodilator gibi genis fizyolojik 6zelleri bulunmaktadir

(Balasundram ve ark. 2006).

Polifenoller antioksidan olarak insan viicudundaki ¢esitli nedenlerle olusmus
serbest radikalleri temizleme kabiliyetine sahiptirler. Ayrica, agir ve radyoaktif
metalleri selatlama konusunda polifenoller oldukga etkilidirler. Diger bir deyisle
polifenoller cesitli reaktif oksijen tiirlerini hiicrelerden uzaklastirarak organizmay1 zinde

tutarlar (Colli 2007).

Insanlar1 tehdit eden etkenlerin en basinda gelen mutajenlere maruz kalma,
besinlerimizdeki dogal kimyasallardan, sentetik kimyasallardan (endiistriyel kimyasallar,
pestisitler, sa¢ boyalari, kozmetikler ve ilaclar gibi), kompleks karisimlardan (sigara

dumani, kontamine olmus su ve hava gibi) olmaktadir (Ames 1979).

Kansere neden olan kanserojen ve mutajenleri tanimlama, insanlarda kanserin

baslamas1 20-30 yil gibi gizli bir periyot icerdiginden dolayr oldukg¢a zordur. Bircok
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kimyasal insanlarda mutajen ve Kkanserojen olarak tanimlanmistir. Populasyonun
1/40’1nda kanser gelismekte ve yeni dogan ¢ocuklarin %10’u dogumsal bozukluklar ile
diinyaya gelmektedir. Esey hiicrelerindeki DNA’da olusan hasarlar ileriki
jenerasyonlarda goriilebilecek genetik defektlerle sonuglanabilir. Viicut hiicrelerindeki
DNA’da olusan somatik mutasyonlar, normal hiicre ¢ogalmasini dnleyen ve koruyan
DNA kodlarmi degistirerek hiicre mekanizmasint bozulmasina ve kanserli hiicrelerin

ortaya ¢ikmasina neden olmaktadirlar.

Her y1l on binlerce sentetik kimyasal tliretilmekte ve kullanilmaktadir. Bunlarin
ancak kiigiik bir boliimii kullanilmadan 6nce kanserojenite ve mutajenite agisindan test
edilmektedir. Cevresel kanserojenlerin bazilar1 insan viicudundaki yaglarda birikir,
stirekli diisiik, ama zarar verici, dozlarda kanserojenlere maruz kalindig bildirilmistir.
Epidomolojik caligmalar, kanser tiirlerinin, diinyanin farkli bolgelerinde farkli tekrar
oranina sahip oldugunu gostermistir. Ornegin, Japonya’da meme ve kolon kanseri orani
diisiik iken mide kanseri oran1 oldukga yiiksektir, bununla beraber Birlesik Devletler i¢in

durum tam tersidir (Ames 1979).

Cevresel mutajenler (hem dogal hem de insan yapimi) tarafindan DNA’da
meydana gelen hasarlarin kanser olusumunun major nedeni oldugu ve genetiksel dogum
bozukluklarina, kalp hastaliklarina, yaslanmaya, katarakta ve gelisimsel dogum

bozukluklarina katkida bulunduklar1 bilinmektedir (Ames 1979).

Tiim bunlarin yan1 sira tip, eczacilik ve kozmetik alanlarinda gelistirilen
kimyasal maddelerin her hangi bir ilag yapiminda kullanilmadan Once mutlaka
mutajenik &zelliklerinin bilinmesi gerektigini Diinya Saglik Orgiitii (WHO) zorunlu
kilmistir. Bu amagla birgok kurulus, ¢esitli kimyasallari, farkli test yontemleriyle test

etmektedir.

1970’lerin baglarinda, kisa zamanli bakteriyal test sistemleri, 6zellikle Ames
Salmonella/Mikrozom mutajenite test sistemi, mutajenik Onciil maddelerin,
antimutajenik, anti kanserojenik mekanizmalarini, insanlarin maruz kaldig: kimyasallarin
gen ici tehlikesini, ilag, pestisit gibi canli organizmaya yabanci maddelerin
metabolizmasini ve mutajenlerin/kanserojenlerin endogen formasyonlarini belirleme gibi
cok cesitli amaglarla kullanilmaya baslanmistir (Ames 1975, Mccan ve ark. 1975,
Sugimura 1988).
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Ames test sistemi (Salmonella/Mikrozom), insanlarin maruz kaldigi cevresel
kanserojenleri ve mutajenleri onceden tespit etme 6zelliklerini tagimaktadir. Bu testler,

hayvansal kanserojenite testlerinin yapilamadigi durumlarda da kullanilabilmektedir.

Bitkilerin kullanim alani bu kadar genisken ve 6nemini yiizyillardir korurken
tilkemizde mevcut bulunan bitki ¢esitliligi konusunda oldukg¢a sansli konumdadir.
Ciinkii, tilkemiz cografik olarak Holoarktik alemde bulunmakta ve bu alemin 3 bitkisel
(floristik) bolgesi de iilkemizde birlesmektedir. Bunlar Akdeniz, Avrupa-Sibirya ve
[ran-Turan floristik bolgeleridir. Bu bolgelerin hepsinin kendisine has iklimsel
ozellikleri vardir. Tiim bu ¢esitli iklim tiplerinin etkisinde bulunmasi ve sahip oldugu
cografik konum, Anadolu’daki flora gesitliliginin olusumunda en 6nemli etkenlerdir

(Basar 2000).

Anadolu’nun sahip oldugu fitocografik 6zelliginin ve kiiltiirel zenginliginin bir
sonucu olarak bu bolgede bitkilerin tedavi amaciyla kullanimi yiizyillar 6ncesine, hatta
Hitit uygarligindan da dncesine dayanmakta (Baser 2000) olup giiniimiizde de bu amag
icin caligmalar devam etmektedir. Bu hususta, Diilger ve ark. (1998) bitkilerin
mikroorganizmalar1 6ldiiriicii ve insan sagligi icin 6nemli olan O6zelliklerinin, 1926
yilindan bu yana Tiirkiye’de oldugu gibi diger iilkelerdeki gesitli laboratuarlarda da
arastirtlmaya baslandigini bildirmislerdir. (Vorderbank 1949. Holopainen ve ark. 1988).
Yalniz iilkemizde yaklasik 11000 dogal bitki tiirii yetismesine ragmen, bunlarin

kimyasal icerikleri lizerindeki ¢alismalar ¢ok yavas yiirtimektedir.

Tiim bu nedenlerle ¢alismamizda tilkemizdeki bitki tiirlerinin antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitelerini belirlemeye calisarak tilkemizdeki bitkilerin potansiyelinin

aciga cikarmasina yardimei olmaya ¢alistik.

Yapilan kaynakca taramalarinda, Cynara syriaca tiiriiniin farkli uygulamalar ile
¢oziicli ekstraksiyonlari, fenolik madde bilesimleri, antioksidan ve antimikrobiyal
ozellikleri ile ilgili yapilmis kapsamli bir calismaya rastlanmamis olmasi bu tiirii

segmemizde etkili olmustur.

Bu c¢alismada, C. syriaca ‘dan elde edilen yaprak ve c¢igek metanol
ekstraktlarmin antioksidan, antimikrobiyal, mutajenik, aktiviteleri ve fenolik madde

icerik degerleri gibi bazi biyolojik 6zelliklerinin ortaya konmasi amaclanmaistir.
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Calismamiz, arastirma sonucunda elde edilen bulgular ile bitkinin yaprak ve
cicek ekstraktlarmin sentetik maddelere alternatif dogal antioksidan ve antimikrobiyal
kaynaklar olarak kullanilabilecegi belirlenmesi agisindan ve gerek saglik gerekse
endiistriyel alanlara katki saglayabilecek tibbi bitkiler arasimna girebilecegi agisindan

Oonem tasimaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Meri¢li, H.A. (1989) Cynara tiirlerinin yapraklarinin etken bilesiklerinin
karaciger ve safra rahatsizliklarinda kullanilmasi nedeniyle simdiye kadar yapilan
caligmalarin bir sonucu olarak Cynara bilesiklerinin kimyasal gruplar1 ve farmakolojik
etkileri lizerine yapilan c¢alismalart Ozetlemistir. Cynara yapraklarinda sitotostik
aktiviteli bilesiklerin varlig1 rapor edilmistir. Fenolik asitlerden en énemli bilesik olan
fenolik asit, seskiterpen laktonlarindan en fazla sinaropinler, flavonoidlerden luteolin ve
glukozitlerin, ayrica antoksiyonlar, seskiterpenler, streoidlerin Cynara yapraklarinda

bulundugu rapor edilmistir.

Llorach, R. ve ark. (2002) yaptiklar1 ¢alismada ham, sararmis enginar ve
sararmig enginarin suyundan antioksidan aktivite ve fenolik bilesiklerin varligini rapor
etmislerdir. Atillan yan malzemelerin bazi endiistriyel alanlarda ¢ok biiylik bir miktari
temsil ettigi bildirilmistir. Metanol ve su ekstraktlarin fenolik bilesikleri (kafeik asit
tirevleri olarak ifade edilen) 15.4 ve 9.9, sararmis enginarlar igin 10.3, sararmis
enginarm suyu fenolikler/100 mL i¢in 11.3 g olarak rapor edilmistir. Metanol
ekstraktlariin fenolik veriminin su ekstraktlarindan daha yiiksek oldugu rapor
edilmistir. Bunun yani sira enginar ekstraktlarinin lipid peroksidasyonunu engelleyecek

kadar ytiksek antioksidan aktivite gdsterdigi belirlenmistir.

Wang, M. ve ark. (2003) Enginardan yedi aktif fenolik bilesik elde etmislerdir.
Ayrica enginar baslarindan apigenin-7-rutinoside ve narirutin elde etmislerdir. Bu

bilesiklerin bitkinin yenilebilir kismindan ilk kez rapor edildigini belirtmislerdir.

Zhu, X. ve ark. (2004) Enginar (Cynara scolymus L.) in kloroform, etil asetat ve
n-butanol yaprak ekstraktlarin fenolik bilesiklerini ve antimikrobiyal aktivitesini
aragtirmiglardir. Cynara scolymus L.’nin yaprak ekstraktlarinin test edilen 4 kiif, 4 maya
ve 7 bakteri tiiriine kars1 ¢ok dnemli antimikobiyal aktivite gosterdigini belirlemislerdir.
Enginarin n-butanol yaprak ekstraktindan 8 fenolik bilesik izole etmislerdir. izole edilen
8 fenolik bilesik test mikroorganizmalarina kasit antimikrobiyal aktivite gosterdigini

belirlemislerdir.
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Merigli, A.H.ve ark. (2006) Cynara syriaca bitkisinin i¢erdigi flavonoid, fenolik
asit ve sesquiterpene laktonaz bilesenlerinin elde edilmesi amaciyla ¢alismislardir. Her
bilesik grubunun elde edilmesi i¢in uygulanan ayri ayri yontemler sonucunda alt1 tane
flavonoid (apigenin, chrysoeriol, luteolin, apigenin 7-O-glucoside, chrysoeriol 7-O-
glucoside, luteolin 7-Oglucoside), dort tane fenolik asit (caffeic acid, chlorogenic acid,
1,5-dicaffeoylquinic acid, cynarin) ve ti¢ tane de seskiterpen laktonlar (11,13-
dihydroxy-8-desoxygrosheimin, 11,13-dihydrodeacylcynaropicrin, solstitialin)
bilesikleri tespit etmislerdir. Bu c¢alisma ile ilk defa Cynara tiirlerinden chrysoeriol,
chrysoeriol 7-O-glucoside ve 11,13-dihydrodeacylcynaropicrin  bilesikleri elde
edilmigtir. Ayn1 zamanda yine bu c¢alisma ile bir bitkiden ikinci kez Dihydroxy-8-

desoxygrosheimin bilesigini elde etmislerdir.

Kukic, J. ve ark. (2007) Cynara cardunculus L. (Compositae) etanol
ekstraktinin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini arastirmislardir. Antioksidan
potansiyel FRAP (ferrik azaltan antioksidan giicii) yontemi ve 2,2-difenil-1-
picrylhydrazyl (DPPH) radikal siipiiriicii yontemler kullanilarak degerlendirmislerdir.
Sonuglarin, tiim ekstraktlarin konsantrasyona bagli antioksidan aktivite gdsterdigi rapor
edilmistir. Antimikrobiyal aktiviteyi gida kaynakli, mikotoksin {iireticileri ve insan
patojen Dbakteri ve micromycetese karst mikrodiliisyon teknigi kullanilarak
degerlendirmislerdir. Tiim biyolojik deneyler, Cynara cardunculus ekstraktinin standart

antibiyotikler ile karsilastirilabilir oldugunu rapor etmislerdir.

Moglia, A ve ark. (2008) enginar (Cynara cardunculus L. ve Cynara scolymus)
yaprak Ozlerinin hepatoprotektant ve koleretik ajanlar olarak tipta kullanildigimni
bildirmislerdir. Enginarda en ¢ok bulunan molekiiller olarak biyosentetik habercisi
klorojenik asit (5-caffeoylquinic asit) ile birlikte cynarin (1,3-dicaffeoylquinic asit) gibi
dikafeoylguinik asitler gibi fenolik asitlerin dogal kaynaklarin temsili oldugu
belirtmislerdir. Enginar yapraklarindan dikafeoylquinik asidin dort izomert,
kafeoliquinik asidin ii¢ izomeri ve flavone luteolin 7-glucoside gibi major fenolik

bilesikler belirlenmistir.
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Falleh, H ve ark. (2008) Cynara cardunculus L. bitkisi pargalarinin metanol
ekstraktlarinin  antioksidan, antimikrobiyal ve fenolik bilesiklerinin igerigi
belirlenmistir. Analiz edilen bitki organlarinin toplam polifenol igerigi - 14.8 mg GAEgQ
! olarak belirlenmistir. Yaprak ve tohumun fenolik icerikleri ¢i¢cegin icerigine oranla iki
kat daha fazla benzerlik gostermistir. En yiiksek DPPH siipiiriicii aktiviteyi tohum ( 23
mg/ml) daha sonra sirasiyla yaprak ve gigek (50 pg/ml iizerinde) gostermistir. Yaprak
ekstraktlarinin Staphylococcus aureus ve Escherichia coli mikroorganizmalarina karsi

antimikrobiyal etki gosterdigi belirlemislerdir.

Tolan, V. ve ark. (2009) Hypericum lysimachioides Boiss. var Lysimachioides
bitkisinin metanol, etil asetat, hekzan, petroleum eter ekstraktlariin genotoksik
etkilerini  Ames Salmonella/mikrozom test ve SOS kromotest sistemi ile
belirlemislerdir. Hypericum lysimachioides Boiss. var Lysimachioides ekstraktlarinin
mutajenik aktivitesi Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suslari ile ve SOS
kromotest Escherichia coli PQ37 susu kullanilarak S9 (sigan karaciger 0ziitii)’lu ve
S9’suz olmak {iizere iki deney grubu iizerinde incelenmistir. SOS kromotestte S9’lu ve
S9’suz karisimlarda bitkinin mutajenik etkisinin goriilmedigi belirtilmistir. Bitkinin
metanol, etil asetat, hekzan, petroleum eter ekstraktlarinin S9’lu ve S9’suz
karigimlarinda Salmonella’nin her iki susu {izerinde Onemli mutajenik aktivitenin

gorildiigl rapor edilmistir.

Tolan, V. ve ark. (2009) Thymbra spicata L. var spicata’nin ugucu yaginin
mutajenik potansiyelini Salmonella typhimurium TA98 ve TA100 suslar1 ile ve SOS
kromotest Escherichia coli PQ37 susu kullanilarak S9 (si¢an karaciger 0ziitii)’lu ve
S9’suz olmak iizere iki deney grubu iizerinde arastirmiglardir. T. spicata L. var spicata
ucucu yagmin SOS kromotestte S9’lu ve S9’suz karisgimlarin her ikisinde de
mutajenitenin goriilmedigi belirlenmistir. T. spicata L. var spicata ugucu yaginin S9’lu
ve S9’suz karisimlarinda Salmonella’nin her iki susu iizerinde zayif mutajenik

aktivitenin gorildiigii rapor edilmistir.

Yaltirak, T. ve ark (2009) Bir makrofungus olan ve Tirkiye’de gida olarak
kullanilan Russula delica Fr. nin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri
aragtirmiglardir. Etanolik esktraktlar gida kaynakli ve bozulmaya neden olan test

bakterilerine kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. DPPH radikallerinde
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stiptiriicti etki 10 mg/ml konsantrasyonda %26 ve demir iyonlarin1 baglama etkisi 5
mg/ml de %58 bulunmustur. Bu ¢alismanin sonuglarina goére, Russula delica etanol
ekstresi dogal antioksidan ve antimikrobiyal yeni bir potansiyel kaynagi olarak

diistintilebilecegini rapor etmislerdir.

Wissem, A.W. ve ark. (2010) Myrtus communis var. italica L. bitkisinin yaprak,
govde ve ¢iceklerinin metanol ve esansiyel yaglarinin antioksidan aktiviteleri DPPH
radikal temizleme, PB-karoten-linoleik asit agartma, indirgeme giicii ve metal selat
etkinlik testlerini kullanarak degerlendirmislerdir. Tiim testler, farkli Mersin
parcalarinin metanolik ekstraktlarinin esansiyel yaglardan daha iyi antioksidan aktivite

gosterdigini rapor etmislerdir.

Blazevic, 1. ve ark. (2010) Aurinia Sinvata bitki tiiriinden elde edilen metanol
ekstraktlarimin disk diflizyon metodunda mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal
aktivite sonuglarinin degerlerine gore her bir bakteri Ornegine karsin degisken
antimikrobial aktivite degerleri elde etmislerdir. Ayni zamanda 0.100 mg
konsantrasyondaki diskler mikroorganizmalara karst zayif antimikrobiyal aktivite
gosterirken 0.250 ve 0.500 mg konsantrasyondaki disklerin daha yiiksek antimikrobiyal

aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.

Kizil, S. (2010) Mentha piperita (L.) ve M. spicata (L.) (Lamiaceae) tiirlerinin
ucucu yaglarinin antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesi, ugucu yagi bilesenleri ve
mineral igeriklerini belirlemislerdir. Antimikrobiyal aktivite E. Coli ATCC25922, P.
aeroginosa ATCC27853, S. aureus 25923, S. pyogenes ATCC19615 ve C. albicans
ATCC10231 suslar1 tizerinde ve antioksidan aktivite DPPH-serbest radikal giderme
metodu ile belirlenmistir. P. aeruginosa harig¢ S.pyogenes, S. aureus and C. albicans ve
E. coli ugucu yagm 5, 10, 15 ve 20 ul konsantrasyonlarinda giiclii antimikrobiyal
aktivite gosterdigini ve ucucu yagin DPPH aktivitesinin askorbik asite kiyasla diistik
oldugunu ama kabul edilebilir derecede antioksidan aktivite gosterdigini

belirlemislerdir.

Kizil, S. ve ark. (2011) Hyssopus officinalis (L.) (Lamiaceae) tiiriniin ugucu
yaginin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesini belirlemiglerdir. Antimikrobiyal

aktivite Escherichia coli ATCC25922, Pseudomonas aeroginosa ATCC27853,

12
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Staphylococcus aureus 25923, Staphylococcus pyogenes ATCC19615 and Candida
albicans ATCC10231 test suslarna karst disk diflizyon metodu ile ve antioksidan
aktivite dipikilhidrazil (DPPH) radikal temizleme metodu ile belirlenmistir. Ugucu
yagin 5 ve 10 pl konsantrasyonlarda ki deneylerinde S. pyogenes, S. aureus, C. albicans
ve E. coli’ e karst giiclii antimikrobiyal aktivite gosterdigi, P. aeruginosa’ a karsi
antimikrobiyal aktivite gostermedigini belirlemislerdir. H. officinalis ugucu yagmin
antioksidan aktivitesi butillenmis hidroksitoluen (BHT) ve askorbik asite karsi
kiyaslanmistir. Sonuglara gore hyssop ugucu yaginin diisiik antioksidan aktivite ve bazi
test mikroorganizmalarima karsi iyi antimikrobiyal aktivite gdsterdigini rapor

etmislerdir.

Selguk, S. S. ve ark. (2011) Tirkiye’de yetisen ve endemik bir tiir olan
Helichrysum chasmolycicum bitki tiiriniin antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerini
belirlemislerdir. H. chasmolycicum metanol ekstraktinin DPPH metodu ile antioksidan
aktivite (1Csp degeri 0.92 mg/ml) gosterdigini rapor etmisleridir. H. chasmolycicum’un
major flavonoid bilesiklerinin (3,5-dihydroxy-6,7,8-trimethoxyflavone ve kaempferol 3-
O-glucoside) ve B (petroleum ether-%60 ethanol-kloroform), D (kloroform), E
(ethanol-etilasetat) ekstraktlarinin mikrobroth diliisyon teknigi ile antimikrobiyal
aktivitesini  belirlemislerdir. Ekstrakt E, Pseudomonas aeruginosa’ya karsi
antimikrobiyal aktivite, ekstrakt B ve 3,5-dihydroxy-6,7,8-trimethoxyflavone bilesigi

Candida albicans’ a kars1 antifungal aktivite gosterdigini rapor etmislerdir.

Mothana, A.A.R. ve ark. (2011) Yemen’de yetisen ii¢ endemik Sogotraen
Boswellia tiiriin (Boswellia dioscorides, Boswellia elongata ve Boswellia socotrana)
ucucu yaglarmin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini belirlemislerdir. Tiim
ugucu yaglarin, 1.8 ve 17.2 mg/ml arasindaki MIC degerleri ile 6zellikle gram pozitif
test bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. DPPH-radikal
stipiirticti aktivite deneyinde, ucucu yaglarin sadece 1.0 mg/ml konsantrasyonda diisiik

bir antioksidan aktivite (%28) gosterdigi rapor edilmistir.

Edziri, H.L. (2011) Lactuca sativa var longifolia yapraklarinin su ve metanol
ekstraktlarinin antioksidan, antimikrobiyal ve antiviral etkilerini arastirmislardir.
Antioksidan aktivite DPPH serbest radikal giderme metodu ile ve antimikrobiyal

aktivite 5 Gram-pozitif ve 6 Gram-negatif bakteriye karsi test edilmistir. En yiiksek total
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fenol icerigi metanol ekstraktinda belirlenmistir (235.31 mg CE/g ekstrakt). Metanol
ekstraktinin su ekstraktindan daha yiiksek radikal siiplirme aktivitesi gosterdigini
belirlemislerdir (ICs0=3.5 mg/ml). Tim Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler
iizerinde en iyi antimikrobiyal etkiyi gosteren metanol ekstraktinin oldugu belirlenmistir

(en diisiik MIC degeri 2.5 mg/ml).
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3. MATERYAL METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel materyaller

Arastirmamizda Tiirkiye’de Diyarbakir ve c¢evresinde yayilis gosteren
Asteraceae familyasinin Cynara cinsine ait Cynara syriaca tirii kullanilmigtir. Bitki
ornekleri Diyarbakir-Ergani yolu iizerinde 2010 yili Haziran ayinda toplanmistir. Bitki
teshisleri Dicle Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr.
Selcuk ERTEKIN tarafindan yapilmistir. Calismada, toplanan C. syriaca bitkisinin

yaprak ve ¢igek kisimlart kullanilmistir.

3.1.2. Cynara syriaca Hakkinda Genel Bilgiler

Sekil 3.1. C. syriaca bitkisinin genel goriiniisii
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Sistematik:

Alem: Plantae
Boéliim: Kapali Tohumlu
Smif:  Cift Cenekli
Takim: Asterales
Familya: Asteraceae

Cins:  Cynara
Tiir:  Cynara syriaca Boiis

Ulkemizdeki bitki ¢esitleri arasinda ¢ok sik rastlanan Asteraceae veya
Compositae familyasi, yildiz ¢igegi, papatya veya aygicegi familyasi olarak da bilinen,
iki ¢enekli ¢igekli bitkilerin taksonlarindan birisidir (Simpson 2006).

Asteraceae 447 tiirii ile Tirkiye’de endemik tiirler acisindan en zengin
familyadir. Tirkiye'de 133 cins ve bunlara ait 1156’dan fazla tiiri bulunmaktadir
(Simpson 2006).

Asteraceae familyasina ait C. syriaca, ¢ok yillik otsu bir bitki 650-1200 metre

yiikseklikte step, tarla ya da bos alanlarda yetismektedir.

Ciceklenme donemleri 7. ve 8. aylarda gerceklesmektedir. Cigeklilik siiresi

gecici olup birkag aydir.
Bitki 1 metreye kadar uzamaktadir.
Dikenli yapraklar sapta olup az ve genistir.

Bitkinin genel dagilimi Filistin, Liibnan, Kuzey Irak ve Suriye’de olup,
Tiirkiye’de ki yayilis alanlar1 ise Dogu Anadolu’da Bingdl ve ¢evresinde, Giineydogu
Anadolu bolgelerinde Elazig, Diyarbakir ve Adana ¢evresindedir (Davis 1975).

Calismamizi yirittiigimiiz bitki C. syriaca, yalnizca Tiirkiye’ de dogal alanda
yetismektedir ( Kupicha 1975).
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3.1.3. Kullanmilan Test Suslari

Antimikrobiyal aktivite belirlemede kullanilacak olan Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Candida albicans ATCC 10231 suslar1 ve
Salmonella/mikrozom test sisteminde kullanilan Salmonella typhimurium TA98 ve

TA100 suslar1 Dicle Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Béliimii’nden temin edilmistir.
3.1.4. Kullanmilan Kimyasallar

Calismamizda kullanmis oldugumuz serbest radikal 2,2- difenilpikrilhidrazilin
(DPPH), metanol, Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR), sodyum karbonat (Na,COs3), Gallik
asid, biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve biitillenmis hidroksianisol (BHA) Sigma’dan,
D-biyotin, L-histidin-HCL monohidrat, Bacto Agar Difco’dan, Oxoid nutrient broth

No:2 Oxoid’den temin edilmistir.
3.1.5. Kullanilan Aletler
Steril Kabin ( Telstar AV-100)
Spektrofotometre (UV mini 1240 SHIMADZU)
Etiiv (Heraus)

Magnetik Karigtirict ~ ( Stuart )

Deep-Freeze ( Harris, -95 °C)

Vorteks (VWR INTERNATIONAL )
Calkalayic (P SELECTA UNITRONIC OR)
Inkiibator ( Sanyo )

Hassas Terazi (GEG, AVERY)

Otoklav (HICLAVE HV-50L)

Sterilizator ( Heraus )
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3.1.6. Antimikrobiyal Aktivite Icin Kullanilan Besiyerleri

Nutrient Broth (NB) ve Nutrient Agar (NA) Besiyerleri Merck’ten temin
edilmistir. Sivi besiyerleri hazirlamak i¢in 25 gr NB saf su ile 1000 ml’ye
tamamlanirken, kati besiyerleri hazirlamak i¢in 20 gr Nutrient Agar saf su ile 1000

ml’ye tamamlanip 121°C basingta 20 dakika otoklavda sterilizasyona tabi tutulmustur.

3.1.7. Salmonella/Mikrozom Test Sisteminde Kullanilan Bakteri Besi

Ortamlari ve Stok Cozeltiler

Vogel-Bonner-E Ortam (50xVB tuzlarr): Minimal agarda kullanilmak tizere

hazirland.

1000 ml i¢in
Distile su (45°C) 670 ml
Magnezyum siilfat (MgSO,. 7H,0) 10¢g
Sitrik asit monohidrat 100 g
Potasyum fosfat (K, HPO,) 5009
Sodyum amonyum fosfat (NaHNH 4P0O,4.4 H,0) 175¢g

Tuzlar distile suya sirasiyla ilave edildi. Toplam hacim 1000 ml’ ye tamamlanip
121°C’de otoklavlandi.

0.5mM Histidin/biyotin Coézeltisi: Mutajenite deneylerinde kullanilmak {izere

hazirlandi. 100 mI’lik yumusak agara 10 ml eklendi.

250 ml i¢in
D-biyotin(MA: 247.3) 30.9mg
L-histidin-HCL(MA:191.7) 24.0mg
Distile su 250 ml

Yumusak (iist) Agar:
100 ml i¢in

Bacto agar 064¢g
Sodyum kloriir 05¢g
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Distile su 100 ml
Cozelti 20 dakika 121°C’de otoklavlandi.

Ampisilin Cozeltisi (8mg/ml): Suslarin ampisiline direnglilik 6zelliginin
kontroliinde, R faktér plazmidi tasiyan suslarin master plaklarinin hazirlanmasinda

kullanildi.

100 ml i¢in
Ampisilin trihidrat 08¢
Sodyum hidroksit 100 ml

Kristal Viyole Cozeltisi: Suslarin rfa mutasyonu markerlerini kontrol amaciyla

kullanildi.

100 ml icin
Kristal viyole 0.1g
Distile su 100 ml

Minimal Glukoz Agarh Ortam (MGA): Mutajenite deneylerinde kullanilmak

uzere hazirlandi.

1000 ml i¢in

Agar 15¢

Distile su 880 ml
50xVB ¢ozeltisi 20 ml
Glukoz (9%20’1ik) 100 ml

15 g agar erlene konduktan sonra 880 ml distile su ilave edildi, karistirild1 ve 20
dk 12 °C’ de otoklavlandi. Daha 6énce otoklavlanmis steril tuz ¢ozeltisi 50xVB 20 ml ve
%20’lik glukoz c¢ozeltisi 100 ml sirasiyla agara ilave edildi, karistirilip petrilere
dokiildii.

19



3. MATERYAL VE METOT

Histidin/Biyotin/Ampisilin Iceren Kati Besiyerleri: R faktorii tastyan suslarin

ampisiline direnglilik genlerinin kontroliinde kullanilmak amaciyla hazirlandi.

1000 ml i¢in

Agar 159
Distile su 860 g
50xVB tuz ¢ozeltisi 20 ml
%20’1ik glukoz 100 ml
Steril Histidin-HCL(%0.5) 10 mi
Steril Biyotin (0.5mM) 6 ml
Steril Ampisilin Cozeltisi 6 ml

Sivi Besiyeri (Nutrient Broth): Bakterileri tiretmek amaciyla kullanildi.
1000 ml i¢in
Oxoid nutrient broth No:2 25¢
Distile su 100 mi
Karisim 20 dakika 121°C’de otoklavlandi.

Nutrient Agarh Besiyeri: Test suslarinin kristal viyole ve UV’ye duyarlilik

ozelliklerinin test edilmesi ve sitotostik etkinin belirlenmesi amaciyla kullanildi.

1000ml icin

Oxoid broth No:2 25¢
Difco bacto agar 159
Distile su 1000 ml

Karigim 20 dakika 121°C’de otoklavlandi.
3.1.8. Sterilizasyon

Steril kullanilmas1 gereken tiim c¢ozeltiler ve materyaller 121°C basingta 20

dakika otoklavda sterilizasyona tabi tutulmustur.
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3.2. Metot
3.2.1. Bitkinin Kurutulmasi ve Ekstraktin Hazirlanmasi

C. syriaca yaprak ve cigek kisimlarma ayrilarak Dicle Universitesi Fen Fakiiltesi
herbaryumunda golgelik ve kuru bir ortamda kurutulmustur. Kurutulan bitkisel
materyalin yaprak ve ¢icek kisimlart kiiciik pargalara ayrildiktan sonra bir Ogiitiicii

yardimiyla toz haline getirilmistir.

Toz haline getirilen bitki yapraklar1 180 gr, cicekleri de 270 gr olarak
tartilmistir. Toz halindeki yaprak ve cicek kisimlar1 agirliklarinca esit miktarlara
boliinerek ayr1 ayr erlenlere almmustir. Uzerlerine 1/10 (w/v) oraninda metanol
eklenerek 2 giin siireyle 37°C’ de sicak su banyosunda bekletilmistir. Ardindan
Whatman kurutma kagitlar1 ile filtre edilmistir. Elde edilen siiziintiiden evaporatdr
yardimiyla coziiclinlin kaynama noktasinin altinda ve yiiksek vakum uygulanarak
metanoliin uzaklagmasi saglanmistir. Elde edilen ekstraktlar analiz ¢alismalarina kadar

+4 °C’de dondurucuda agizlar1 kapali bir sekilde saklanmustur.
3.2.2. Antimikrobiyal Aktivite Tayini
3.2.2.1 Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Antimikrobiyal aktivite belirlemede kullanilacak olan bakteri suglar1 Nutrient
Broth sivi besiyerine ekilerek ¢alkalamali su banyosunda 37+0.1 °C del20 rpm
calkalama hiziyla 16 saat, Candida albicans ise 30+0.1 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Sivi kiiltiirde g¢ogaltilan mikroorganizmalar Nutrient Agar kati besiyerine ekilerek
caligmalarda kullanilmak iizere stok kiltiirler hazirlanmis ve +4°C’de muhafaza

edilmistir.
3.2.2.2. Disk Difiizyon Yontemi

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde disk difiizyon metodu uygulanmistir
(Wayne 1999).

Bu yonteme gore; mikroorganizmalarin NB sivi besiyeriyle hazirlanan gecelik
kiltirlerinden 100 pl alinarak Nutrient Agar kat1 besiyeri iceren petrilere yayma ekim
yapilmistir (Sandri ve ark. 2007). Onceden metanolde hazirlanmis 25, 50, 100, 200,
400, 600, 800 pg/ml, 1, 2, 4, 5 ve 10 mg/ml konsantrasyonlardaki yaprak ve ¢igek
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ekstraktlarindan 10 ar ul ve 20 er pl alinarak steril bos disklere (6 mm) emdirilip

petrilere yerlestirilmistir.

Kontrol olarak petrilere sadece 20 pl metanol emdirilmis steril diskler
yerlestirilmistir. Pozitif kontrol olarak Imipenem (10 pg), Eritromycin (15 png),
Vancomycin (30 pg) kullanilmistir. Petriler 37°C’de 24 saatlik inkiibasyona
birakilmigtir. Yalniz Candida albicans susunun bulundugu petri 30°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra petrilerdeki disklerin etrafinda olusan

zonlarin ¢ap1 mm cinsinden Slgiilmiustiir.
3.2.3. Ames Salmonella/Mikrozom Mutajenite Testi
3.2.3.1. Ames Salmonella Test Suslar1 Kontrol Deneyleri

Ames/Salmonella testinde kullanilan bakteri suglarmin (S.typhimurium TA 98 ve
TA 100) genetik yapilarinin kontrolii deneyde c¢alismalar Oncesinde asagidaki sekilde
Maron ve Ames (1983)’e gore yapilmustir.

-Histidin Amino Asidi Gereksinimi Kontrolii

His™ karakterdeki test suslari secici agar ortamimda, MGA (Minimal Glikoz Agar)
plaklarma ekilmeleri ile kontrol edilmistir. Tiim test suslart uvrB delesyonunun biyotin
geninde de delesyon olusturdugundan histidine ek olarak biyotine de gereksinim duyarlar.
Kontrol plaklar histidin icermez fakat biyotin igerirler. Plaklar 37 0C’ de bir gece inkiibe

edilmistir.
-uvr B Mutasyonu Kontrolii

uvrB mutasyonu, UV (ultra viyole) 1sinlarina duyarlilik testleri ile kontrol
edilmistir. tets suslarimin gecelik kiiltiirlerinden alinan 6rnekler nutrient agarli plaklara tek
koloni seklinde ekildi ve 37 ° C’ de bir gece inkiibe edilmistir. Ertesi sabah iireyen tek
koloniler steril kiirdanlarla alinarak nutrient agarli plaklara ¢izgi metoduyla ekildi. Ekim
sonunda plagin kapagi agilarak 15 watt’lik germisidal UV lambasina 33 cm uzaklikta 8
saniye slireyle 1sinlandiktan sonra 37 0C’ de bir gece inkiibasyona birakilmistir (Ames ve

ark. 1973).
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-rfa Mutasyonu Kontrolii

rfa mutasyonuna sahip suslari, kristal viyole duyarliliklari ile test edilebilirler.
Bunun i¢in, test edilecek susa ait gecelik kiiltiirden alinan 6rnekler nutrient agarli plaklara
ekilmistir. 1 mg/ml’lik kristal viyole ¢ozeltisi steril disklere emdirilerek plagin ortasina

yerlestirilmistir. 37 0C’ de bir gece inkiibe edilmistir (McCaan ve ark. 1975).
-R-Diren¢ Faktorii (RF) Kontrolii

R-faktorii tasiyan suslarin ( TA 98 ve TA 100) plazmitlerinin stabil olmamasi ve
bakterinin bu plazmitleri kaybedebilme olasiligindan dolay1 ampisiline direnglilikleri rutin
olarak test edilmistir. Ampisilin direnclilik testi icin, histidin/biyotin/ampiislin iceren
minimal glukoz agarli plaklar hazirlanarak R-faktorii test edilecek suslarin ekimi
yapilmistir. Ampisilin aktivitesini kontrol etmek tiizere aynmi plakta plazmit icermeyen

suslarda test edilmistir. Plaklar bir gecelik 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
-Kendiliginden Geriye Doniis Sikhiginin Kontrolii

Test suslariin histidine bagimli olmayan kendiliginden geri doniisii, mutajenite
deneylerinde rutin olarak ol¢iildii ve her plakta kendiliginden geri dénen bakteri sayisi
olarak ifade edilmistir. Kendiliginden geri doniis frekanslarini saptayabilmek i¢in MGA’lar
hazirlanmistir. Yumusak agar 45 O C’de eritilerek iizerine steril 0.5 ml L-histidin —
HCL/biyotin ¢ozeltisinden 10 ml eklendi ve 2’ser ml olacak sekilde steril tiiplere
dagitilmistir. Bu tiiplere her susun gecelik kiiltiirtinden 0.1 ml eklendi ve MGA’l1 plaklara
dokiilip yayilmistir (Maron ve Ames 1983). 48 saat 37 0C’de inkiibasyona birakilmig ve

inkiibasyon sonras1 geri donen koloni sayimi yapilmustir.
Ayrica
-Negatif kontrolleri yapilmistir.

-Pozitif kontroller olarak TA 98 i¢in 2-AF 10 pg/petri ve TA 100 icin 1.5 ng/petri
NaNO3 kullanilmustir.

3.2.3.2. Ames Salmonella/Mikrozom Mutajenite Test Sistemi

Deneyler S9 (sigcan karaciger Oziitii)’ lu ve S9’ suz olarak 2 grup halinde

calisilmigtir. Test bilesigi, bakteri test susu ve S9 fraksiyonu karisimi yumusak agar ile
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karigtirllarak  minimal glukoz agarli plaklara dokiilecek ve ylizeye yayilmasi

saglanmistir. 37 °C’de 48 saat inkiibasyondan sonra koloni sayimi yapilmustir.

Mutajenite deneylerinde, 13x100 mm’lik tiiplere iist agarlar1 2 ml olacak sekilde
dagitilmistir. Histidin ve biyotin ilave edilmis 45°C°deki 2 ml’lik yumusak agara, test
susu kiiltiirinden 0.1 ml, test edilecek bilesikten 0.1 ml ve S9 karisimindan da 0.5 ml
ilave edilip 3 sn vortekslendikten sonra oda sicakliindaki minimal glukoz agarli
plaklara yayilmistir. Ust agarin donmadan, plagin tiim yiizeyine yayilmasini saglamak
icin karistirma-dokme-yayma islemi 20 saniyeyi gegmeyecek sekilde yapilmistir. Test
edilecek bilesik S9 varliginda ve yoklugunda, pozitif ve negatif kontroller ayn1 deneyde
gerceklestirilmistir. Bilesik her doz i¢in iki petriye ekim yapilmistir.

Her doz paralel {i¢ plak halinde denenmis ve farkli zamanlarda ti¢ bagimsiz

deney yapilmistir.
3.2.4. Antioksidan Aktivite Tayini

Antioksidan aktiviteyi belirlemede DPPH metodu kullanilmistir (Cuendet ve ark.
1997, Burits ve ark. 2000).

Bu test yontemi kararli serbest radikal 2,2- difenilpikrilhidrazilin (DPPH)
elektron veya hidrojen atomlar1 veren bir antioksidan varliginda bu kimyasal tarafindan
siipiiriilmesi ile karakteristik mor rengin agilmasinin spektrofotometrik olarak
belirlenmesi temeline dayanir. Dolayisiyla antioksidan madde ne kadar giiclii etki
gosterirse, DPPH’ nin mor renginin o derece agilmasi beklenir. DPPH’1n rengi agildig:
icin absorbsiyonda azalma olur. Reaksiyon karigiminin diisiik absorbsiyon gdstermesi

serbest radikal giderim aktivitesinin yiiksek oldugunu belirtir.
3.2.4.1. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi

DPPH yonteminde; 2,2°-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ayirag olarak
kullanilmigtir. 5 ml %0.004 metanol DPPH ¢d6zeltisine yaprak ve ¢igek ekstraklarindan
metanolde hazirladigimiz Smg/ml, 10 mg/ml ve 20 mg/ml konsantrasyonlardan 50°ser
pl eklenmistir. Vorteks yardimiyla 30 sn karistirildiktan sonra karanlikta oda
sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Ardindan 517 nm’de spektrofotometrik 6lgiim

alimustir.
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Kontrol olarak DPPH/metanol ¢ozeltisi kullanilirken pozitif kontrol olarak da
BHT, BHA ve Askorbik Asit kullanilmistir. BHT ve BHA Ornekleri %0.02
konsantrasyonda hazirlanirken, askorbik asit 4.45 mM konsantrasyonda hazirlanmistir.
Bunun i¢in 0,0039 gr askorbik asit tartilip 5 ml metanolde ¢oziinmiistiir. Ayni sekilde
0,001 gr BHT ve BHA tartilip 5 er ml metanolde ¢oziinmiistiir. 5 ml %0.004 metanol
DPPH c¢ozeltisine pozitif kontrollerden 50°ser pl eklenmistir. Vorteks ile 30 sn
karistirildiktan sonra karanlikta 30 dakika bekletilmistir. Daha sonra 517 nm’ de

absorbans degerleri belirlenmistir.

3.2.4.2.Bitki Oziitlerinin ve Standart Antioksidan Maddelerin Serbest
Radikal Giderme Aktivitelerinin Hesaplanmasi

Serbest radikal giderme aktivite ylizdesi (%I) asagidaki esitlik kullanilarak

hesaplanmuistir:
%I = [(Absg-Abs;)/Absg] x100

Burada, Absg kontroliin absorbans degerini, Abs; ise farkli konsantrasyonlardaki

test bilesiklerinin absorbans degerlerini ifade etmektedir.

DPPH’ nin % inhibisyonu bu formiile gore degerlendirilerek sonuglar grafige

alinmistir.
3.2.5. Total Fenol i¢eriginin Belirlenmesi

Ekstraktlarin total fenol igerigi Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) metodu ile

belirlenmistir (Singleton ve Rossi 1965).

Metot, suda ve diger organik coziiciilerde ¢ozlinmiis olan fenolik bilesiklerin
Folin reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. FC reaktifi
fosfotungustik (H3PW12040) ve fosfomolibdik H3(PMo01,040) asitlerin karigimi olup

fenol oksidasyonu sirasinda bu oksitler mavi renkli bilesiklere indirgenir (Colli 2007).

Olusan mormenekse renkli kompleks 760 nm'de maksimum absorbans olusturur.

Bitkinin yaprak ve ¢igek kisimlarimin ekstraktlarindan metanol ile 10 mg/ml ve
20 mg/ml konsantrasyonlar hazirlanmistir. Bunun igin oncelikle total fenolik miktar
tayininde kullanilan ¢ozeltiler hazirlanmistir. % 2’lik Sodyum karbonat ¢ozeltisinin

hazirlanmasi i¢in 0.02 g Na,CO3 1 mL saf su ile ¢oziilmiistiir.
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Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi (Fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSO4):

Satin alindig1 sekilde % 50 konsantrasyonda su ile hazirlanmistir.

10 mg/ml ve 20 mg/ml konsantrasyonlarda hazirlanan yaprak ve c¢icek
ozitlerinden 0.1ml alinip tizerlerine 0.2 ml %50 lik Folin-Ciocalteu (FCR) reaktifi
eklenmistir. 3 dakika sonra 1 ml %2 lik Na,COj3 eklenip vortekste 2-3 sn karigtirilip oda
sicakliginda 45 dakikalik inkiibasyondan sonra 760 nm’de spektrofotometrik Sl¢iim
almmistir. Kontrol i¢in 0.2 ml %50 lik FCR’ ye bitki ekstrakti yerine 100 pl su

eklenmistir.

Total fenolik igerik belirlemede standart olarak Gallik asit kullanilmigtir
(Singleton 1965).

Oncelikle 1 mg/ml stok Gallik asit ¢dzeltisi hazirlanmigtir. Bunun icinde 0,01 gr
Gallik asite 10 ml saf su ekleyip vorteksle iyice karistirilip ¢oziinmiistiir. Daha sonra bu
stok ¢ozelti lizerinden 0.05, 0.1, 0.15, 0.25, 1, 5 ve 10 mg/ml konsantrasyonlarda Gallik
asit/saf su ¢ozeltileri hazirlanip Folin-Ciocalteu reaktif metodundaki ayni isleme tabi

tutulmustur. 760 nm’deki spektrofotometrik 6lglim alinmustir.

Cikan absorbans sonuglarina gore 10 mg/ml konsantrasyonundan baslayarak
giderek azalan konsantrasyonlarda hazirlanan Gallik asit igin kalibrasyon egrisi
cizilmistir. Test bilesiklerinin absorbanslari ¢izilen kalibrasyon egrisinden alinarak es

deger Gallik asit (GAE) miktar1 mg/ml olarak hesaplanmustir.
3.2.6. Istatistiksel Analiz

Calismada yapilan tiim deneyler 3 tekrarlamali olarak yapilmis ve elde edilen

ortalamalar Microsoft Excel programi kullanilarak hesaplanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada C.syriaca bitkisinin yaprak ve ¢igek kisimlarindan elde edilen
metanol Oziitlerinin antimikrobiyal aktivitesi disk diflizyon, antioksidan aktivitesi de
DPPH serbest radikal yontemi ile belirlenmistir. Ayrica oziitlerin total fenol igerikleri

de belirlenmeye calisilmistir.
4.1. Antimikrobiyal Aktivite Calismalar

C.syriaca bitkisinin yapraklarindan ve gigeklerinden elde edilen metanol 6ziitliniin
disk difiizyon yontemine gore Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus pyogenes ATCC
19615, Candida albicans ATCC 10231 test mikroorganizmalarina karsi yapilan

antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Cizelge 4.1. ve 4.2.”de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Yaprak 6ziitlerinin antimikrobiyal etkisine (zon ¢api®, mm) iliskin ortalama degerleri
g P Y P g

Konsantrasyon Mikroorganizmalar / inhibisyon zonu (mm)
Degerleri

E.coli S.aureus  S.pyogenes P.aeruginosa C.albicans
25 pg/ml 9+1.4 8.5+0.7 7+0.0 445.6 8+0.0
50 pg/ml 11.5+0.7 8+0.0 8+1.4 9+0.0 8.5+0.7
100 pg/ml 10+0.0 7+0.0 8.5+0.7 9+0.0 9.5+£0.7
200 pg/ml 10+0.0 8+0.0 8.5+0.7 10£0.0 12.5+0.7
400 ug/ml 9+0.0 8+0.0 8.5+0.7 10.5+0.7 8+0.0
500 pg/ml 7.6£0.5 8.3+£0.5 7.6+0.5 7.6£0.5 10+1.0
600 pg/ml 8.5£0.7 8.5+0.7 7.5+0.7 9+0.0 11.5+£0.7
800 pg/ml 10£0.0 8.5+0.7 9+0.0 9+0.0 9.5+£0.7
1 mg/mi 8.3£0.5 7.3+0.5 7.3+0.5 8.6£0.5 9.3+0.5
2 mg/ml 8.5+0.7 6.5+0.7 8.5+0.7 8+0.0 11+0.0
4 mg/ml 8.4+0.0 7.8+0.0 7.1+£0.0 7.6+0.7 10£0.0
5 mg/ml 8.6+0.5 9.6+£2.8 7.6£0.5 8.6+£0.5 8+1.0
10 mg/ml 8.3£0.5 8+0.0 7.3+1.1 8+1.0 9+1.0

Zon caplar1 disklerin (6 mm) ¢apim igerecek sekilde Slgiimler almmustir.

Cizelge 4.1 de ki sonuglara gore C. syriaca tiiriiniin metanolik yaprak 6ziitiiniin
E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 25923, S. pyogenes
ATCC 19615, C. albicans ATCC 10231 mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etki

gostermedigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Cicek oziitlerinin antimikrobiyal etkisine (zon g:apll, mm) iligkin ortalama degerleri

Konsantrasyon Mikroorganizmalar / inhibisyon zonu (mm)
Degerleri

E.coli S.aureus  S.pyogenes P.aeruginosa  C.albicans
25 png/ml 9.5+2.1 740.0 4+5.6 6+0.0 10+0.0
50 pug/ml 7.540.7 7.5+0.7 7+1.4 8.5+2.1 9.5+0.7
100 pg/ml 9+0.0 6.5+0.7 4+45.6 3.544.7 9.5+0.9
200 pg/ml 8.5+0.7 4.546.3 7+1.4 8.5+0.7 9+1.4
400 pg/ml 9:+0.0 8.5+0.7 7.540.7 7.5+0.7 8+0.0
500 pg/ml 7£1.0 8+0.0 7£0.0 8.3+0.5 7.6+0.5
600 pg/ml 9.5+0.7 8+0.0 8.54+0.7 9:+0.0 10£0.0
800 pg/ml 8.6+0.7 7.3+£0.7 7.8+0.0 8+0.7 7.9+0.7
1 mg/ml 8.3+0.5 7£0.0 6.6+0.5 8+0.0 9.6+1.5
2 mg/mi 8.1+0.0 6.6+0.7 7.8+0.7 8.4+0.0 8.7+0.7
4 mg/mi 7.4+0.0 6.6+2.1 7.7+0.0 8.1+0.0 8+0.0
5 mg/mi 8+0.0 8+0.0 7+0.0 9+1.0 9+0.0
10 mg/ml 8.6+0.5 7.3+0.5 8.6+0.0 8+0.5 10+0.0

Zon caplar1 disklerin (6 mm) ¢apini igerecek sekilde dl¢limler alinmistir.

Cizelge 4.2 de ki sonuglara gore C. syriaca tiirtiniin metanolik ¢igek 6ziitiiniin E.
coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 25923, S. pyogenes
ATCC 19615, C. albicans ATCC 10231 mikroorganizmalara karst yeterli

antimikrobiyal etki gostermedigi belirlenmistir.
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Negatif kontrol olarak kullanilan metanoliin ayni test mikroorganizmalarina karsi
antimikrobiyal aktivite sonuglari ¢izelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Negatif kontroliin (metanol) antimikrobiyal
etkisine (zon Qapll, mm) iligkin ortalama

degerleri
Test Inhibisyon Zonu (mm)
bakterileri
E.coli 8+0.5

S.aureus 8+0.5

S.pyogenes 9+2.0
P.aeruginosa 9+2.5
C.albicans 11+2.0

Zon caplar1 disklerin (6 mm) ¢apini igerecek sekilde dlgiimler
alinmugtir.

Cizelge 4.3°de ki bulgulara gore negatif kontrol olarak kullandigimiz metanol,
test mikroorganizmalart {izerindeki antimikrobiyal aktivitesinin yaprak ve g¢icek
Oziitliniin gosterdigi antimikrobiyal aktivite ile benzer degerler sergilemistir. Bu
degerler dogrultusunda yaprak ve cicek Oziitleri i¢in Olgililen inhibisyon degerlerinin

bitki 6ziitiinde kullanilan metanolden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

Literatiirden elde edilen bilgiler dogrultusunda farkli Cynara tiirlerinin
metanolik o6ziitlerinin gram pozitif, gram negatif bakteriler ile ¢esitli mayalar lizerinde

farkli oranlarda antimikrobiyal etki gdsterdikleri belirlenmistir.

Zhu ve ark. (2004) Cynara scolymus L.’ nin yaprak ekstraktlarinin test edilen 4
kiif, 4 maya ve 7 bakteri tiirline kars1 ¢cok dnemli antimikobiyal aktivite gdsterdigini

belirlemislerdir.

Kukic, J. ve ark. (2007) Cynara cardunculus L. (Compositae) etanol 6ziitlerinin
antimikrobiyal aktivitelerini arastirmislardir. Antimikrobiyal aktiviteyi gida kaynakli,
mikotoksin fireticileri ve insan patojen bakteri ve micromycetese karst mikrodiliisyon
teknigi kullanilarak degerlendirmislerdir. Tiim biyolojik deneyler, Cynara cardunculus

ekstraktinin standart antibiyotikler ile karsilastirilabilir oldugunu rapor etmislerdir.
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Fallen ve ark. (2008) Cynara cardunculus L. bitkisi metanolli yaprak
ekstraktlarmin  S. aureus ve E. coli, S. epidermidis, Micrococcus Luteus

mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir.

In vitro ¢alismalar ile enginar yapraginin antibakteriyal ve antifungal etkilerinin
oldugu belirlenmistir. Enginar yapragindan izole edilen sinaropikrin, groshaymin gibi
guayanolid yapidaki seskiterpen laktonlarin sitostatik etkilerinin ispatlanmasi drogun

degerini daha da arttirmaktadir (Moglia 2008).

Yapilan ¢alismalarda C. syriaca da seskiterpen laktonlar: igerdigi belirlenmistir
(Merigli 2006). Esas olarak Asteraceae’lerde bulunan seskiterpenlerin biiyiik cogunlugu
ucucu yaglarin terkibinde yer alir ve bu fraksiyonlarin farmakolojik 6zelliklerinden
sorumlu sayilir. Bitki ugucu yaglarinin seskiterpen laktonlarinin antitiimdral,
antilosemik, sitotoksik, antimikrobiyal gibi bir¢ok etkisi bulunmaktadir. Bu bulgular
dogrultusunda C. syriaca’ nin farkl ¢oziiciilerden elde edilen Oziitlerinin ve dzellikle
ucucu yagmin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi yoniinde calismalar

yapilabilecegi goriilmektedir.

4.1.1. Antibiyotik Duyarhhlk Testi

Antibiyotiklerden Eritromycin, Vancomycin ve Imipenem (IMP) disk difiizyon
yontemiyle standart test mikroorganizmalarina karsi test edilmistir. Test sonuglari
Cizelge 4.4.” de verilmistir.

Cizelge 4.4. Antibiyotiklerin test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etkisine (zon ¢api®, mm)

iligkin ortalama degerleri

Inhibisyon zonu (mm)

Eritromycin (15 pg) Vancomycin (30 pg) Imipenem (10 pg)
E. coli 12.6+2.7 Zon yok 13.16+3.6
S.aureus 22.25+0.6 12.5+2.12 25.33+5.5
S.pyogenes 20.2+2.6 11.5+0.7 26+2.62.6
P.aeruginosa 12.6+3.1 Zon yok 13.16+2.6

'Zon gaplart disklerin (6 mm) gapini igerecek sekilde Slgiimler alinmustar.
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Pozitif kontroller olarak kullanilan antibiyotiklerden Eritromycin ve Imipenem’
nin test mikroorganizmalarina karst iyi derecede antimikrobiyal aktivite gosterdigi,
Vancomycin antibiyotiginin ise sadece S.aureus ve S.pyogenes’e karsi antimikrobiyal

aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore, pozitif kontrollerin test mikroorganizmalarina karsi
gosterdikleri antimikrobiyal aktiviteleri ile bizim yaprak ve g¢igek Oziitlerimizin

kiyaslanabilir bir antimikrobiyal aktivite gosteremedigi goriilmektedir.
4.2. Ames Salmonella/Mikrozom Mutajenite Aktivite Calismalari

C.syriaca yaprak oziitlerinin mutajenik aktivitesi Salmonella typhimurium TA98

ve TA100 test mikroorganizmalarina kars1 test edilmistir.

Ames Salmonella/Mikrozom Mutajenite aktivitesi test sonuglar1 Cizelge 4.5” de

verilmistir.

Cizelge 4.5. Yaprak 6ziitlerin Ames Salmonella/Mikrozom Mutajenite aktivite degerleri

S.typhimurium TA 100 S.typhimurium TA 98

(Koloni sayilart)

Negatif Kontrol 49 163.5

Kontrol 183 62

10 pg/ml 167 52.5

20 pg/ml 183.5 27

40 pg/ml 141 39

80 ng/ml 182.5 Sayilamayacak kadar ¢ok
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Cizelge 4.5’ de ki sonuglara gore S.typhimurium TA 100 susunun kontroldeki
koloni sayilari ile yaprak 6ziitlerinin 10, 20, 40 ve 80 pg/ml de kullanildig1 petrilerdeki
koloni sayilar1 kiyaslandiginda bitkinin yaprak oziitleri ile kontroldeki koloni sayilarinin

hemen hemen ayni oldugu goriilmektedir.

S.typhimurium TA 98 susunun kontrol ve 10, 20 ve 40 pg/ml konsantrasyonda
yaprak Oziitlerinin kullanildig1 petrilerdeki koloni sayilar1 kiyaslandiginda da tekrardan
yaprak Oziitiinlin bu test susu {iizerinde de mutajenik aktivitesinin olmadigi
sOylenebilmektedir. Yalniz 80 pg/ml konsantrasyondaki koloni sayisinin artmasiyla

birlikte mutajenik etkinin de goriildiigii gozlenmistir.

Cizelge 4.6. Yaprak oziitlerin Ames Salmonella/Mikrozom Mutajenite aktivite degerleri

S.typhimurium TA 100 S.typhimurium TA 98

(Koloni sayilari)

Negatif Kontrol 323 40
Kontrol 353 35
100 pg/ml 322 152
200 pg/ml 353 83
400 pg/ml 323 71

Daha sonra mutajenite testi 100, 200 ve 400 upg/ml konsantrasyonlarda
tekrarlanmigtir. Cizelge 4.5°de de verilen degerlere gore, kontroldeki koloni sayisi ile
100, 200 ve 400 pg/ml konsantrasyondaki yaprak oOziitlerinin bulundugu petrilerdeki
koloni sayilar1 kiyaslandigi zaman TA 100 de geriye donen koloni sayisinda iki kat bir
artis oldugu gozlenmistir. Bu durumda yaprak oziitlerinin TA 100 susu iizerinde
mutajenik bir etkisinin oldugu sdylenebilir. Ozellikle 100 ve 200 pg/ml
konsantrasyondaki 0ziitlerde mutajenik etki bulunurken 400 pg/ml de mutajenite

etkisini yitirmeye baslamaktadir.
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Ayn1 konsantrasyonlar lizerinde denen TA 98 susu iizerinde, 100 pg/ml deki
konsantrasyonda mutajenik etki goriiliirken, diger konsantrasyonlarda kontrolle
birbirine yakin degerlerin  goriilmesi iizerine mutajenik etkinin  olmadig

sOylenebilmektedir.

Bu sonuglara gore yaprak Oziitlerinin doz artisina bagh test suslari {izerinde

mutajenik aktivitesi goriilmemistir diyebiliriz.

S.typhimurium TA 100 susunun her iki deneyde de, negatif kontroldeki koloni
sayisinin, kontroldeki koloni sayisina gore ¢ok diisiik olmasi negatif kontrol olarak
kullandigimiz DMSO (dimetil siilfoksid) bilesiginin TA 100 test susu lizerinde bir
mutajenik aktivitesinin olabilecegi goriiliirken, negatif kontroldeki koloni sayisinin
yliksek c¢ikmasi itibariyle DMSO bilesiginin S.typhimurium TA 98 susu {izerinde

herhangi bir mutajenik etkisinin olmayabilecegi goriilmektedir.
4.3. Antioksidan Aktivite Calismalari

Literatirde Cynara cinsinin diger tiirleri ile ilgili c¢alismalar bulunmasina

ragmen C. syriaca tiiriiniin antioksidan aktivitesi ile ilgili caligmalar bulunmamaktadir.

C. syriaca bitkisinin yaprak ve ¢igek metanol 6ziitlerinin DPPH serbest radikali
giderim aktivitesi dort farkli konsantrasyonda (5, 10, 20 mg/mL) tayin edilmistir.
Standart olarak kullanilan BHT, BHA ve askorbik asite gore aktivite karsilastirmalar

yapilmistir.

Bitkinin yaprak ve ¢icek metanolik 6ziitlin stok ¢ozeltilerinden hazirlanan 5, 10
ve 20 mg/ml konsantrasyonlardaki ve pozitif kontrollerin (BHA, BHT ve askorbik asit)
%0.004° lik DPPH cozeltisinin rengini a¢ma kapasitesi % inhibisyon olarak

degerlendirilmistir.

Cynara syriaca’ nin yaprak ve ¢iceklerinin ¢esitli konsatrasyonlardaki metanolik
Oziitliniin ve pozitif kontroller olarak kullanilan sentetik antioksidan BHT, BHA ve

askorbik asitin % inhibisyon grafikleri ¢izelge 4.5 ve 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.7. Yaprak ve ¢icek oziitlerinin antioksidan aktivite

degerleri
%] nhibisyon (mg/ml)
Yaprak Cicek
5 mg/ml 9.7+1.09 38.0 £0.4
10 mg/mi 38.8+2.5 92.2+0.8
20 mg/ml 88.9+2.9 92.5+1.0

Cizelge 4.5 de ki sonuglara gore C. syriaca’ nin yapraklarinin metanolik 6ziitli 5
mg/ ml konsantrasyonda %9.7, 10 mg/ml de 38.8 ve 20 mg/ml de % 88. 9 inhibisyon
gostermistir. Cizelge 4.2° de de gosterilen sonuglara goére yaprak Oziitlerinin

konsantrasyonunun artmastyla %inhibisyon orani da artmistir.

Bitkinin ¢igek kisimlarinin metanolik 6ziitleri 5 mg/ml konsantrasyonda %38.0,
10 mg/ml de %92.2 ve 20 mg/ml de %92.5 inhibisyon gostermistir. Cigek dziitlerinin 10
mg/ml ve 20 mg/ml konsantrasyonlarda gosterdigi inhibisyon degerlerinin birbirine ¢ok

yakin oldugu goriilmiistiir.

Bu sonuglar dogrultusunda en yiiksek aktiviteyi % 92.5 inhibisyon ile bitkinin 20

mg/ml konsantrasyondaki ¢igek oziitiiniin gosterdigi belirlenmistir.

Yaprak ve cicek Oziitliniin antioksidan aktiviteleri karsilastirildiginda ¢icek

Oziitlinlin yaprak 6ziitline oranla % inhibisyon oranin daha yiiksek oldugu goériilmiistiir

35



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.3.1. Pozitif Kontrollerin Antioksidan Aktivite Degerleri

Cizelge 4.8. Pozitif kontrollerin antioksidan aktivite degerleri

%Inhibisyon (mg/ml)
AA 93.6+0.4
BHT 30.743.7
BHA 26.442.6

Cizelge 4.6’ da gosterilen pozitif kontroller olarak kullanilan standart antioksidan
maddelerden en yiiksek antioksidan aktiviteyi %93.6 ile Askorbik Asit (AA) gostermistir.
Diger standart antioksidanlar Biitillenmis hidroksitoluen (BHT) % 30.7 ve Biitillenmis
hidroksianisol (BHA) % 26.4 inhibisyon gostermistir.

Bitkinin yaprak kisimlarinin metanol o6ziitlerinin 20 mg/ml konsantrasyonda
DPPH’ yi %88.9 inhibisyona ugratarak kontrol gruplari olan BHA ve BHT den ¢ok
daha yiiksek bir inhibisyon degerinde, askorbik asite ise yakin bir inhibisyon degeri

gosterdigi gorilmiistiir.

C. syriaca’ nin gigeklerinin metanolik 6ziitiniin 20 mg/ml konsantrasyonda
DPPH’ yi %92.5 inhibisyona ugratarak BHT, BHA ve askorbik asite oranla ¢ok daha

yiiksek bir derisimde inhibisyon degeri gosterdigi goriilmiistiir.

C. syriaca’ nin antioksidan etkisiyle ilgili literatiirde ¢alisma bulunmadigindan
standart antioksidanlarin, antioksidan ozelliklerinin karsilastirildiginda  sentetik
antioksidanlarla ayni antioksidan degerlerde hatta daha yiliksek degerler icerisinde
oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zaman da inhibisyon degerleri antioksidan aktivite gosteren
bu bitkilerin ve standart antioksidan maddelerin antioksidan aktivite sonuglarini

desteklemektedir.
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Cynara scolymus yani enginar, antik ¢aglardan beri bilindigi ve o donemlerden
beri bircok hastalikta geleneksel iyilestirme yontemlerinden biri olarak kullanildigi
bilinmektedir. Ciinkii bu bitkide hepaprotektif ( Adzet ve ark. 1987), hipokolesterolemik
(Gebhardt 1998) ve antioksidan (Gebhardt 1997; Llorach ve ark. 2002) ozellikleri ile

bir¢ok hastalig1 tedavi edici 6zellik bulunmaktadir.

Gebhardt (1997); Llorach ve ark. (2002) Cynara scolymus’un antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu belirlemislerdir.

Llorach, R. ve ark. (2002) calisilan ham, sarartilmis enginar ve sarartilmis
enginarin suyundan hizli, ekonomik ve uygulanabilir sekilde antioksidan fenolik

bilesikler rapor etmislerdir.

Kukic, J. ve ark. (2007) Cynara cardunculus L. ekstraktinin standart

antibiyotikler ile karsilastirilabilir oldugunu rapor etmislerdir.

Moglia (2008) in vitro galismalar enginar yapraginin proteinlerin, lipidlerin ve
DNA’ nin serbest radikal aracili oksidatif hasardan korunmasinda aktif oldugunu

belirlemislerdir.
4.3. Total Fenol iceriklerinin Belirlenmesi

Calismamizda bitkinin yaprak ve ¢igeklerinin metanol 6ziitlerinin toplam fenol
miktarlar1 Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) metodu ile belirlenmistir. Toplam fenol
miktar1 760 nm de spektrofotometrik olarak tayin edildi (Singleton ve Rossi 1965).

Total fenolik igerik belirlemede standart olarak Gallik asit kullanilmistir. Gallik
asit kalibrasyon egrisi ¢izilerek es deger Gallik asit (GAE) miktar1 ug/ml olarak

hesaplanmustir.

Yaprak ve c¢icek Oziitlerinin 10 ve 20 mg/ml konsantrasyonlardaki total fenol

iceriklerinin es deger Gallik asit miktar sonuglar1 Cizelge 4.7.‘de gosterilmistir.
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Cizelge 4.9. Yaprak ve ¢icek Oziitlerinin total fenol icerikleri

Total fenol bilesikleri (mg/ml)

Yaprak Cicek
10 mg/ml 4.08+0.1 4.89+0.04
20 mg/ml 5.37+0.03 7.15+0.2

Standart grafik denkleminden hesaplanan sonuglarin Cizelge 4.7. de verilen
degerlere gore yaprak Oziitiiniin 10 mg/ml konsantrasyonda 4.08+0.1, ¢igek Oziitiiniin
4.89+0.04 mg/ml oldugu, 20 mg/ml konsantrasyonda yaprak 6ziitlinlin 5.37+0.03, ¢igek
Oziitliniin 7.15+0.2 mg/ml oldugu belirlenmistir. Her iki 6ziitte de artan konsantrasyonla

beraber total fenol igerik degerlerinde de artis gdzlenmistir.

Elde edilen total fenol icerik sonuglarina gére hem yaprak hem de cicek
ozitlerinin iyi derecede total fenol igerik igerebilecegi belirlenmistir. Ayni zamanda
sonuclara gore antioksidan aktivite ve total fenol icerik arasinda bir iliski oldugu

gorlilmiistiir ( Falleh ve ark. 2008, Oke ve ark. 2008).

Cizelge 4.7. de ki tablodan da goriildiigii tizere, ¢alisilan bitki 6ziitlerinin toplam
fenolik bilesik icerikleri karsilastirildiginda; ¢igek oziitlerinin yaprak Oziitlerine oranla

daha yiiksek total fenol igerigine sahip olabilecegi belirlenmistir.

Merigli, A.H.ve ark. (2006) ¢alismalarinin sonucunda C.syriaca bitkisinde alti
tane flavonoid (apigenin, chrysoeriol, luteolin, apigenin 7-O-glucoside, chrysoeriol 7-O-
glucoside, luteolin 7-Oglucoside), dort tane fenolik asit (caffeic acid, chlorogenic acid,
1,5-dicaffeoylquinic acid, cynarin) ve li¢ tane de sesquiterpene lakton (11,13-dihydroxy-

8-desoxygrosheimin, 11,13-dihydrodeacylcynaropicrin, solstitialin) bilesiklerini tespit
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etmiglerdir. C. syriaca bitkisinde flavonoid ve fenolik asit bilesenlerinin bulunmasi bu

calismanin antioksidan ve total fenol igerik sonuglarini destekler niteliktedir.

Kupicha (1975), iilkemizde drog olarak fazla kullanilmayan Cynara scolymus

tiirliniin bilhassa Avrupa’ da ¢esitli ilaclarin bilesenlerine girdigini rapor etmistir.

Merigli, H.A. (1989) fenolik asitlerden en 6nemli bilesik olan fenolik asit,
seskiterpen laktonlarindan en fazla sinaropinler, flavonoidlerden luteolin ve
glukozitlerin, ayrica antoksiyonlar, seskiterpenler, streoidlerin Cynara yapraklarinda

bulundugu rapor etmistir.

King ve ark. (1999) enginarda (Cynara scolymus) biyosentetik habercisi
klorojenik asit (5-caffeoylquinic asit) ile birlikte sinarin (1,3-dicaffeoylquinic asit) ve
dikafeoylquinik asitler gibi fenolik asitler belirlemiglerdir.

King ve ark. (1999) enginar yapraklarindan dikafeoylquinik asidin dort izomeri,

kafeoliquinik asidin ii¢ izomeri ve flavone luteolin 7-glucoside gibi major fenolik

bilesikler belirlemislerdir.
Wang, M. ve ark. (2003) enginardan yedi aktif fenolik bilesik elde etmislerdir.

Yine yapilan 6nemli kimyasal arastirmalar da C. cardanculus yaprak ve
tohumlarinda steroller, flavonlar, sesquiterpene laktonazlar, saponinlerin bulundugunu
gostermistir (Koubaa & Damak, 2003; Pinelli ve ark. 2007; Sevcikova, Glatz, Slanina,
2002; Valentao ark. 2002).

Moglia, A ve ark. (2008) enginar (C. cardunculus L. ve C. scolymus) yaprak

ozlerinin hepatoprotektant ve koleretik ajanlar olarak tipta kullanildigini bildirmislerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma ile C. syriaca bitkisinden elde edilen gigek ve yaprak Oziitlerinin
metanol ekstraktlarinin antimikrobiyal, mutajenite ve antioksidan aktiviteleri ilk kez bu

tez ¢ercevesinde calisiimustir.

Calismanin ilk kisminda bitkinin yaprak ve ¢i¢eklerin metanol oziitlerinin elde
edilmesinden sonra c¢esitli patojenik mikroorganizmalar T{izerinde bu Oziitlerin
antimikrobiyal aktivitesine disk diflizyon metodu ile bakilmistir. Elde edilen sonuglara
gore bitkinin yaprak ve c¢igek Oziitlerinin antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigi

gorilmiistiir.

Calismada, C. syriaca yaprak ekstraktlarmin Ames/salmonella mikrozom test
sistemi ile mutajenik aktivitesi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara goére yaprak

ekstraktlarinin mutajenik etki géstermedigi belirlenmistir.

Calismanin bir diger basamaginda yaprak ve g¢igek oOziitlerinin antioksidan
aktivitesi belirlenmistir. C. syriaca’nin gii¢lii bir antioksidan kapasiteye sahip oldugu bu

calismanin sonucunda bulunmustur.

Bitkinin yaprak kisimlarmmin metanol Oziitlerinin 20 mg/ml konsantrasyonda
DPPH’ yi %88.9 inhibisyona ugrattigini, ¢i¢eklerinin metanolik 6ziitiinin 20 mg/ml
konsantrasyonda DPPH’ yi %92.5 inhibisyona ugratarak standart antioksidanlar BHT ve
BHA oranla ¢ok daha yliksek bir derisimde inhibisyon orami gosterdigi belirlenmistir.
Yaprak oziitlerinin 20 mg/ ml konsantrasyonda bir diger standart antibiyotik askorbik
asite yakin bir derigim gosterdigi, ¢icek Oziitlerinin ise daha yiiksek bir derigim gosterdigi

tespit edilmistir.
Elde edilen sonuglara gore en yiiksek antioksidan aktiviteyi % 92.5 inhibisyon

ile bitkinin 20 mg/ml konsantrasyondaki ¢icek 6ziitlinlin gosterdigi belirlenmistir.

Yaprak ve ¢icek Oziitlinlin antioksidan aktiviteleri karsilastirildiginda ¢igek

Oziitiinilin yaprak 6ziitline oranla % inhibisyon oranin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Bu ¢alisma ile, yaprak ve gigek Oziitlerinin total fenol igerigi de belirlenmistir.
10 ve 20 mg/ml konsantrasyondaki yaprak ve ¢icek oziitlerinin total fenol sonuglarina
bakildiginda en yiiksek total fenol bilesik degerini 7.15+0.2 mg/ml ile ¢igek Oziitiiniin 20
mg/ ml konsantrasyonda gosterdigi tespit edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu sonuglar dogrultusunda C. syriaca bitkisinin metanol dziitiiyle yapilmis olan
antioksidan aktivite c¢aligmalarinin sonuglart umut verici kabul edilmekle beraber bu
aktivitelerden sorumlu fonksiyonel sekonder metabolit grup veya gruplarin neler oldugu
lizerine net veriler ortaya koyamamaktadir. Bu nedenle hazirlanan ekstraktlardan gesitli
kromotografik (kolon, ince tabaka ve preperatif ince tabaka, HPLC) yontemlerle
antioksidan aktiviteye sahip kimyasal organik maddelerin izolasyonu, elde edilen
maddelerin de gesitli spektroskopik yontemlerle (IR, 'H-NMR, **C-NMR, MS, X-isinlar1)
yapilarinin tayinin yapilabilecegi onerilmektedir. Bitkinin i¢erdigi aktif bilesikler izole
edilerek canli sistemlerdeki antioksidan 6zellikleri arastirilabilir ( C61 2007). Ayrica
bitkinin igerdigi aktif maddeler dikkate alinarak antioksidan aktivitesi ile birlikte baska
tedavi edici 6zellikleri de arastirilabilir. Ayrica yapilan literatiir taramalar1 sonucunda C.
syriaca bitkisiyle ilgili herhangi bir biyolojik aktivite veya kimyasal analiz sonucuna

ulagilamamis olmasi da bu durumun gerekliligini desteklemektedir.

Giinlimiizde, gelecege yonelik sentetik antioksidanlarin yerini alabilecek dogal
antioksidan arayislar1 hizla slirmektedir. Bu tip calismalarla yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip bitki oziitleri belirlenerek, bunlarin gida sistemlerindeki antioksidan
etkilerinin incelenmesi ile ¢alismalarin endiistriyel uygulamaya yonelik devamlilig

saglanabilinmektedir.

Elde edilen bu sonuglara gore, C. syriaca’nin ila¢ endiistrisi ve gida katki
endiistrisi i¢in dogal antioksidanlarin kolay bulunur bir kaynag: olarak kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.
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