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OZET

Ozbilgin B. Verbascum obtusifolium Hub.Mor. (Scrophulariaceae) Bitkisi Uzerinde
Farmakognozik Arastirmalar. Mersin Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmakognozi Program Yiiksek Lisans Tezi, Mersin 2006

Verbascum cinsi yeryiiziinde 360 kadar tiir ile temsil edilmektedir. Cinse ait
tiirler Kuzey yarikiirede iliman bolgelerde yayllmistir. Tiirkiye’de 185’i endemik
olmak iizere 233 tiirii vardir. V. obtusifolium tiirii Giiney Anadolu’da yetisen
endemik bir tiirdiir.

Bu c¢alismada V. obtusifolium bitkisinin toprakiistii kismi ve Kkaliksinden
hazirlanan metanol ekstrelerinin YBSK analizleri ile flavonoitleri, kalitatif ve
kantitatif olarak incelenmistir. Bitkinin toprakiistii ve kaliks kismimin metanol
ekstrelerinde mirsetin, luteolol, kemferol ve izoramnetin flavonoitleri tespit
edilmistir ve miktar tayinleri yapilmistir. Toprak iistii Kismin metanol ekstresinde
flavonoitlerin %  miktarlari; mirsetin  (0.070267+0.0004807), luteolol
(0.071667+0.0002906),  kemferol  (0.224333+0.0019641) ve  izoramnetin
(0.023667+0.0014438) olarak saptanmisken kaliksin metanol ekstresinde ise
luteolol (0.428867+0.0007055) ve izoramnetin (0.185933+0.0032049) ana
flavonoitler olarak belirlenmistir.

Bitkinin toprakiistii kismin metanollii ve diklorometanh ekstrelerinin ve

kaliksin metanollii ekstresinin antioksidan, antibakteriyel ve antiviral aktiviteleri
de incelenmistir. Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri iki farkh teknikle yapilmstir.
Serbest radikal siipiriicii aktiviteyi belirlemek icin DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil radikal) testi ve lipozom lipit peroksidasyonunu belirlemek icin TBA
(Tiyobarbitiirik asit) testi kullamilmistir. Bitkinin toprakiistii kisminin metanollii
ekstresi yiiksek aktivite (ICs9 0.11 mg/ml), kaliks metanollii ekstresi ise orta
aktivite (ICso 1.86 mg/ml) gostermistir.
Ekstreler makrodiliisyon yontemi ile Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis bakterileri
kullanilarak antibakteriyel aktivite acisindan incelenmistir. Bitkinin metanol
ekstresinin S. aureus’a kars1 diisiik etkili oldugu bunun yanminda diklorometan
ekstresinin P. aeroginosa ve B. subtilis hari¢ olmak iizere kullanilan diger
bakterilere hafif etki gosterdigi gozlenmistir. Cicek metanol ekstresi ise sadece B.
subtilis’e kars: etki gostermistir.

Antiviral ¢cahisma, Herpes Simplex I viriis, Herpes Simplex II viriis ve
Bovine Herpes viriisleri kullanilarak, Cytopathogenic Effect (CPE) Reduction ve
%50 End Point Titration Technique (EPTT) testleri ile yapilmistir. Bitkinin
toprak iistii kisminin diklorometanh ekstresi Herpes Simplex I ve Herpes Simplex
Il viriisiine kars1 yiiksek aktivite gosterirken, Bovine Herpes viriisiine hicbir
ekstresi aktif bulunmamstir.

Anahtar kelimeler: Verbascum obtusifolium, Scrophulariaceae, YBSK, flavonoit,
antibakteriyel aktivite, antiviral aktivite, antioksidan aktivite



ABSTRACT

Ozbilgin, B., Pharmacognostical Investigation on Verbascum obtusifolium Hub.-
Mor. (Scrophulariaceae), Mersin University, Institute of Health Sciences,
Pharmacognosy Program, MSC Thesis, Mersin 2006

The genus Verbascum (Scrophulariaceae) is represented by more than 360
species, distributed throughout temperate areas of the northern hemisphere. There
are 233 Verbascum species in Turkey, including 185 endemic species. V.
obtusifolium Hub.-Mor. is an endemic species grow ina wild South Anatolia. In this
study, the methanolic extracts obtained from the aerial parts and calyx of V.
obtusifolium were studied by reversed phase high performance liquid
chromatography. Four flavonoids were identified as myrcetin, luteolol, kaempferol
and isorhamnetine in the methanolic extract of aerial parts and calyx. Myrcetin
0.070267+0.0004807),luteolol(0.071667+0.0002906),kaempferol(0.224333+0.001961)
and isorhamnetine (0.023667+0.0014438,) were detected in the methanolic extract
of the aerial parts, whereas luteolol (0.428867+0.0007055), isorhamnetine
(0.185933+0.0032049) were determined as the major flavonoids in the calyx
extract.

The antioxidant, antibacterial and antiviral activities of the aerial parts and
calyx extracts of V. obtusifolium were also investigated. Tha antioxidant activities
of the extracts were studied by two different tecniques: qualitative DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl radical) assay to detect the free radical scavenging
activity and the TBA assay to detect liposome lipid peroxidation. The methanol
extract obtained from aerial parts of the plant showed a strong antioxidant activity
(ICsp 0.11 mg/ml), while moderate activity (ICso 1.86 mg/ml) was observed in the
methanol extract of the calyx with the lipid peroxidation assay method.

The extracts were examined for antibacterial activity against Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Bacillus subtilis bacteria using macrodilution method. While, the dichloromethane
extract of aerial parts were slight effective against all the bacteria except for
P.aeroginosa and B. subtilis, the methanol extract of aerial parts were slight
effective against only S. aureus. The methanol extracts of calyx parts showed
antibacterial activity against only B. subtilis.

The antiviral activity of the extracts were determined by Cytopathogenic Effect
(CPE) Reduction and %50 End Point Titration Technique (EPTT) tests. While
dichloromethane extract of aerial parts was high effective against Herpes Simplex I
viriis and Herpes Simplex II viriis, all extracts were not effective against Bovine
Herpes viriis.

Keyword: Verbascum obtusifolium, Scrophulariaceae, HPLC, flavonoit,
antibacterial activity, antiviral activity, antioxidant activity
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1. GIRIS

Verbascum cinsi Scrophulariaceae familyasina ait bir cinstir, diinyada 360 kadar
tir ile temsil edilmektedir ve bu cinse ait tiirler Kuzey Yarikiirede iliman bolgelere
yayilmis olup kuru, acik ve kayalik habitatlar1 tercih etmektedir (1,2). Verbascum cinsi
iilkemizde “sigirkuyrugu, kral samdan1” olarak bilinmektedir ve 185’1 endemik olmak
tizere 233 tiirti bulunmaktadir (3, 4, 5).

Diinyada ¢ok taninan ve kullanilan tiirler V. thapsus L. (Ing. “common
miillein”), V. phlomoides L., V. thapsiforme L., (Syn: V.densiflorum Schrader), V.
Iychnitis L. (Ing. “white miillein” ) ve V. nigrum L. (Ing. “dark miillein”) tiirleridir (6).
Flos Verbasci isimli drog bazi Verbascum tiirlerinin, stamenleri ile birlikte toplanip
gblgede kurutulmus korollasidir. Bu drog bilhassa V. phlomoides, V. thapsiforme ve V.
thapsus tiirleri ile tiirlerin grubunda bulunan diger tiirlerden elde edilmektedir. Bu tiirler
50-200 cm yiikseklikte, parlak sar1 ¢igekli, biiytik tiiylii yaprakli ve iki yillik bitkilerdir.
Dag ve yol kenarlarinda bol olarak bulunmaktadir (7).

Literatiir incelendiginde o0zellikle ¢ok taninan tiirler olan V. thapsus, V.
phlomoides, V. lychnitis ve V. nigrum olmak tizere diger Verbascum tiirlerinin de ¢esitli
aragtirmalara konu oldugu gortilmektedir. Bu giine dek arastirilan Verbascum tiirlerinde
saponozit, flavonoit, iridoit, feniletanoit ve fenilpropanoit glikozitler, steroit, seskiterpen
asit, makrosiklik dimer lakton ve alkaloitler gibi sekonder metabolitlerin oldugu
saptanmistir. Bu sekonder metabolit ¢esitliligi Verbascum tiirlerinde farkli aktivitelerin
olabilecegini ve  Verbascum tiirlerinin  potansiyel tibbi  bitkiler olarak
degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir. Verbascum tiirlerinin ekspektoran, ditiretik,
demulsan, sedatif etkilerinin bulundugu ve bu etkileri nedeniyle geleneksel olarak
dahilen ve haricen kullanilmalarinin yanisira antibakteriyel, antiviral, antifungal,
antitilserojenik, antioksidan, sitotoksik ve antitiimor, antihepatoma, immunomodiilator
ve antililserojenik etkilerinin ¢esitli arastirmalarla saptanmis olmasi Verbascum tiirlerini
bilimsel acidan ilgi ¢ekici hale getirmektedir (8, 9).

Bir¢ok Verbascum tiirliniin ¢icek ve yapraklarinin geleneksel tipta kullanim
dokiimanlarma Avrupa, Asya, Afrika ve Kuzey Amerika toplumlarinda rastlanmistir.

Tiurkiye’de V. thapsus, V. phlomoides ve V. thapsiforme tiirleri halk arasinda diiiretik,



ekspektoran, sedatif etkilerinden dolay1 kullanilmaktadir. Ayrica tohumlar1 igerisinde
bulunan saponozitden dolay1 zehirli oldugundan balik avciliginda kullanilmaktadir. Bu
ozelliginden dolayr Anadolu’nun kuzeyinde Verbascum tiirlerine “balik bitkisi” adi
verilmektedir (10).

Ulkemizde yetisen ve endemik bir Verbascum tiirii olan V. obtusifolium Hub.-
Mor. bugiine kadar fitokimyasal ve biyolojik acidan incelenmemistir. Bu arastirmada V.
obtusifolium bitkisinin toprak iistii kistmlarinin ve ¢igeklerinin flavonoitleri ac¢isindan
fitokimyasal olarak incelenmesi ve bitkinin her iki kismindan farkli polaritedeki
ekstrelerinin  hazirlanarak antibakteriyel, antiviral ve antioksidan aktivitelerinin

arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGIi

2.1 Botanik Bilgiler

2.1.1 Scrophulariaceae Familyasi

Spermatophyta bolimiiniin Angiospermae alt boliimii, Dicotyledonae smifi,
Sympetalae alt sinifi Scrophulariales takiminda yer alan Scrophulariaceae familyasi
kozmopolit bir familya olup, 200°den fazla cins ve 3000 kadar tiir icerir. Ulkemizde 30
cins ve 466 tiiri vardir (2, 11).

Scrophulariaceae tamilyasi bitkileri tek veya cok yillik, otsu, cali veya nadiren
kiigiik agac, bir kismi da parazit bitkilerdir. Yapraklar alternan, oppozit veya cevrel
diziligli, basit veya pargali ve stipulasizdir. Cigekler hermafrodit, yaprak koltuklarinda
tek, rasemoz, spika veya panikula. Kaliks 4-5 bilabiata kadar veya bilobat olacak
sekilde yarilmig; Korolla gamopetal, genellikle zigomorf ve bilabiat, bazen bir
mahmuzlu veya tabanda keseli, bazen hemen hemen aktinomorf; korolla loblari
tomurcukta daima imbrikat. Stamenler korollaya yapisik, 4 ve didinam, veya 2, nadiren
5 adettir. Anterler uzunluguna agilmig veya tepede birlesmis ve siirekli bir yarik ile
acilir. Verimsiz stamenler (staminotlar) (1-3) var veya yok. Ovaryum iist durumlu, ugta
bir stilus ile, genellikle yatay bir perde ile 2 gozlii; oviiller ¢ok sayida veya genellikle
siskin plasenta koltugunda birka¢ tane. Ovaryum nadiren tek gozlii (2 ¢epersel bifit
plasenta ile). Cigek formiilii z. K4-5/Ca-5)A4,2)G2)’dir. Meyve ¢ogunlukla kapsiil bazen
acilmayan meyve. Tohumlar ¢ok sayida (3, 11).

2.1.2 Verbascum L. Cinsi

Verbascum cinsi Scrophulariaceae familyasinin en genis cinsidir. Tiirkiye’de
185’1 endemik olmak tiizere 233 tiir ile temsil edilmektedir. Yiizden fazla hibriti
bulunmaktadir (3, 4, 5). Verbascum adinin yapraklarin tiiyliiliiglinii animsatmasi igin

kaba tliyli anlamina gelen Latince “barba” kelimesinden tiireyen ‘“barbascum”



sOzclgiiniin degismesiyle verildigi diisiiniilmektedir. Cinsin adin1 Linnaeus vermistir

(9). Familyaya ait Tiirkiye’de yetisen cinsler Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Scrophulariaceae familyasina ait Tiirkiye’de yetisen cinsler

1. Verbascum L. 16. Pseudolysimachion W. Koch
2. Scrophularia L. 17. Veronica L.

3. Anarrhinum Desf. 18. Lagotis Gaertner

4. Antirrhinum L. 19. Whulfenia Jacq.

5. Misopates Rafin. 20. Melampyrum L.

6. Chaenorhinum Reichb. 21. Euphrasia L.

7. Linaria Miller 22. Odontites Ludwig

8. Cymbalaria Hill 23. Parentucellia Viv.

9. Kickxia Dumort. 24. Bellardia A/l

10. Dodartia L. 25. Pedicularis L

11. Gratiola L. 26. Rhinanthus L.

12. Lindernia A/l 27. Rhynchocorys Griseb
13. Limosella L. 28. Lesquereuxia Boiss.
14. Digitalis L. 29. Bungea C.A. Meyer
15. Rhamphicarpa Benth. 30. Lathraea L.

Verbascum cinsine ait tiirler bir, iki veya ¢ok yillik otsu, nadiren kii¢iik cali
seklinde olup alternan, ¢cok nadiren oppozit, basit veya parcali yaprakli, taban yapraklar
rozet olusturmustur. Bitki ¢iplak veya guddeli veya guddesiz tiiylii, basit veya dallanmis
tiyliidir. Cigekler ugta rasemoz, spika veya panikula durumundadir. Kaliks esit veya
cok nadiren esit boliinmemistir. Korolla sari, nadiren menekse rengi veya mor,
kahverengi veya sarimsi veya mavimsi yesil; tekerleksi, + aktinomorf veya bazen
zigomorf simetrilidir. Stamenler 4 veya 5, bazen 4 verimli ve 1 verimsiz; filamentler
ince, uzun, yumusak tiiylii, sarims1 veya mor menekse renkli tiiylli, veya nadiren ¢iplak,
hepsi esit veya ondeki 2 tanesi daha uzun ve daha incedir. Arkadaki (iistteki) 2 veya 3
stamenin anterleri her zaman reniform ve enine olarak ortadan baghidir. Ondeki 2
stamen benzer veya + boyu eninden uzun, boyuna bagli ve asag1 dogru ilerleyici veya
nadiren meyilli baghdir. Stilus tek, iplik seklinde veya hemen hemen ¢omak seklinde,
stigma yar1 kiiremsi, obovat veya spatulattir. Kapsiiller, septumlar boyunca yarilan
kiiremsi, oblong-ovoid veya silindiriktir. Tohumlar c¢ok sayida  ve kiiciiktiir.

Tiirkiye’deki tiirlerde ters koni- prizma seklinde, enine ¢ukurludur (3).



2.1.3 V. obtusifolium Hub.-Mor.

Cok yillik, taban1 odunsu, 25-120 cm boyunda, her tarafta ¢ok yogun kalici
beyaz tiiy ortiisii ile kapli. Govdesi giir, silindirik, basit. Taban yapraklar ovat-orbicular,
6-18x3-11 cm, tam veya ince krenulat, obtus, petiol 1-6 cm; gévde yogun, iisttekiler
ovat-eliptik, tabandakiler hemen hemen kordat. Cicek durumu basit veya tabana yakin
kismi kisa dallanmis, 4-9 cicek kiimesi ile. Brakteler genis, yapraga benzer, lanseolat
10-30x3-15 mm. Pedisel yok veya 1 mm, brakteoller linear, 5-10 mm. Kaliks 6-10 mm,
orta derecede tomentoz, loplari linear-lanseolat, akut. Korolla sar1, 15-25 mm ¢apinda
seyrek saydam tiiylii veya saydam tiiysiiz, seyrek olarak dista yildiz tiiylii. Stamenler 5,
anterler reniform, filamentler beyazimsi sar1 tiiylii, 6ndeki ikisinin tepeye yakin kismi
ciplak. Kapsiil genisce ovat, 5-6 x 3.5-4.5 mm. Sik yumusak tiiylii, az ¢ok ciplaklasan.
Ciceklenme zamani 5-8. aylar arasi.

Habitat: Kire¢ tashi yamaclar, Pinus brutia ormanlari, Quercus c¢aliliklari,
makiler, misir ve nadasa birakilmis tarlalarda deniz seviyesinden-1000 m’ye kadar
yetisir. Endemik. Dogu Akdeniz elementi. V. linguifolium tiriine yakindir (3). Sekil

1’de V. obtusifolium’un yetistigi yerler goriilmektedir.
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Sekil 1. V. obtusifolium’un yetistigi yerler



V. obtusifolium Hub.-Mor. genel goriiniis



V. obtusifolium Hub.-Mor. yakindan ¢igekli dal

V.obtusifolium Hub.-Mor. dal



Tirkiye’de bulunan Verbascum tiirleri, Flora of Turkey and the East Aegean
Islands (Vol.6)’da yer alan tayin anahtarinda 13 gruba boliinmiistiir. Stamenlerin
verimliligi, bitkinin tiiylii olup olmadig1 varsa bu tiiylerin 6zellikleri, brakteol, anter ve
filament ozellikleri, pedisellerin uzunluklar1 gibi kriterler g6z Oniine alinarak gruplar
ayrilmustir. Verbascum cinsi tiirlerine ait grup ayrimi asagidaki gibidir;
1. Verimli stamen 4, 5. stamensiz veya 5. antersiz staminot ile Grup A

1. Verimli stamen 5

2. Bitki dallanmus tiiysiiz; tiiyler basit, guddeli veya guddesiz, veya bitki ¢iplak

2. Bitki en azindan kismen dallanmig tiiylii Grup B
3.Her brakte koltugunda tek cicek ile, nadiren alt brakteler 2 ¢igekli
4. Brakteoller yok, nadiren alt brakteler brakteollii Grup C
4. Brakteoller var Grup D

3. Her brakte koltugunda 2 veya daha fazla ¢igekli, nadiren iist brakteler sadece tek
cigekli
5. Ondeki 2 stamen anteri uzun; uzunluguna veya meyilli olarak baglanmus.
Arkadaki 3 stamenin anteri reniform, enine ortadan bagl Grup E
5. Anterlerin hepsi reniform, enine ortadan bagh
6. Brakteol yok (nadiren tek brakteol var: V. cedreti, V. tauri) Grup F
6. Brakteol var
7. Cigek kiimesi sapli, nadiren sapsiz ve o zaman 3-5 brakteollii Grup G
7. Cigek kiimesi sapsiz, 2 brakteol ile
8. Ondeki 2 anterin konnektifi tiiysiiz, onlarin filamentlerinin tepeye yakin
kisimlar1 ¢ogunlukla tiiysiiz
9. Filament tiiyleri mor (bazen aralikli olarak beyaz veya sar1 tiiyler) Grup H
9. Filament tiiyleri beyaz veya sar1 Grup I
8. Biitiin anterlerin konnektifleri yogun olarak i¢ler papilli, biitiin filamentler
tam anterlere kadar yiiniimsii tiiyli
10. Filament tiiyleri mor GrupJ
10. Filament tiiyleri beyazimsi sar1
11. En uzun pedisel kaliksin '%’si veya daha kisa Grup K

11. En uzun pedisel kaliksten nadiren daha kisa veya onun kadar, veya daha

uzun



12. En uzun pedisel kaliksten biraz uzun Grup L
12. En uzun pedisel kaliks’in 2 kat1 veya daha uzun Grup M
Tablo 2’de Tiirkiye’de yetisen Verbascum tiirlerinde gruplara gore tiir ve endemik tiir

dagilimi goriilmektedir.

Tablo 2. Tiirkiye’de yetisen Verbascum tiirlerinde gruplara gore tiir ve endemik tiir dagilimi

Gruplar Tar Sayisl Endemik Olan Tir Sayisi

A 27 19
B 12 7
C 27 23
D 7 4
E 17 10
F 21 19
G 13 11
H 14 11
I 27 24
J 13 10
K 21 17
L 17 16
M 12 10

TOPLAM 228 181

*V. obtusifolium un iginde bulundugu grup

Ayrica Flora of Turkey and the East Aegean Islands’da (Vol. 10 ve 11) 4’i
endemik olmak tizere 5 Verbascum tiiriiniin de Tirkiye’de yetistigi tespit edilmistir.
Bu tiirler;

V. gypsicold’ Vural-Aydogdu

V. basivelatum” Hub.-Mor.

V. pumiliforme* Hub.-Mor.

V. alpigenum C.Koch

V. transolympicum” Hub.-Mor.
" Endemik tiirler

Bu durumda Verbascum cinsi iilkemizde 185’1 endemik olmak iizere toplam 233

tiir ile temsil edilmektedir (3, 4, 5).



2.2 Verbascum Tiirlerinin Geleneksel Tipta Kullamimlar:

Verbascum tiirleri yetistikleri yorelerde geleneksel tipta uzun yillar kullanilmis
ve halen de kullanilmakta olan bitkilerdir.

V. thapsus, V. thapsiforme, V. phlomoides gibi tirlerin c¢icekleri miisilaj
tasimalar1 sebebiyle bogaz irritasyonu ve Okslirilk tedavisinde kullanilmaktadir.
Cigeklerinden hazirlanan cay giinde birkag¢ kez igilebilmektedir. Ayrica soguk alginligi
tedavisi sebebiyle bitki; Almanya’da yayinlanan Commission E monograflarinda da yer
almaktadir (6).

Kuzey Amerika’da 18 farkli kabile incelenerek yapilan etnobotanik bir ¢alisma
sonucunda bu kabilelerin soguk alginligi, Oksiiriik, zafiyet, astim gibi akciger
hastaliklarini, V. thapsus’un (Ing. common miillein) yapraklarmin dekoksiyonunu igerek
tedavi ettikleri ortaya ¢ikmigtir. Antiviral etkisinden dolay1 nezle, kabakulak ve ates gibi
hastaliklarda da kullanilmaktadir (12).

V. thapsus diyare, hemoroid, zatiirre, ates, kan toplanmasi, allerji, migren,
timorlere karsi, nezle, bogaz hastaliklari, deri rahatsizliklari, bagirsak ve karin
agrilarinda kullanilmaktadir. Bitki ditiretik etkili olup, {iriner sistemde antienflamatuar
etkisinden dolay1 kullanilirken sedatif etkisi nedeniyle de kullanilmaktadir. Yaprak ve
cigeklerinin bronsit, kuru oksiiriik, tiiberkiiloz, astim ve ses kisilmasi gibi hastaliklarda
ekspektoran ve demulsan etkili oldugu bilinmektedir. Bitkinin ekspektoran etkisi
icerdigi sapozitlerden kaynaklanmaktadir. V. thapsus gigeklerinden elde edilen yag,
kulak agrilarina da  yardimci olarak, ayrica ekzema ve iltihaphh diger cilt
rahatsizliklarinda haricen kullanilmaktadir ve bu yagin astrenjan etkisi oldugu
bilinmektedir (8). Isvecli gd¢menlerin kollari ve ayaklar1 agridiginda V. thapsus
yapraklarin1 agriyan yerlerine bagladiklari, dizanteri i¢in yapraklarin ¢ayim igtikleri,
sigirlarin  6liimiine sebep olan kurtlarin olusturdugu yaralara bitkinin koklerinin
dekoksiyonu enjekte ettikleri kayithdir. Ayrica Amerika’daki kabileler tarafindan
bitkinin yapraklari1 astim i¢in kurutulup sigara olarak i¢ilmistir (13).

Pieroni ve Quave tarafindan, Italya’nimn giineyindeki Lucania bolgesinde yasayan
Ginestra/Zhure ve Castelmezzano topluluklarinin geleneksel olarak kullandiklar
bitkiler incelenmistir. Bu calismada V.thapsus’un da halk tarafindan antitussif amacla

kullanildig1 kayithidir (14).

10



Avrupa’da yaygin olarak bulunan V. nigrum (ing. dark miillein) un ¢icek ve
yapraklar1 halk tibbinda ve homeopatide oksiiriik kesici olarak kullanilmaktadir (15).

V. phlomoides tiiriinden elde edilen Flos Verbasci drogundan Oksiiriik kesici
cay hazirlanip ekspektoran olarak kullanildig literatiirde kayitlidir (16).

Bazi sigirkuyrugu tiirlerinin (Tiirkiye’de yaygin olan V. sinuatum L. tiirii gibi )
tohumlar1 tasidiklar1 saponozitden dolayi, baliklar i¢in zehirlidir. Kuzeydogu Anadolu
bolgesinde “Balikotu” adiyla da tanian Verbascum tiirleri, meyveli dallar1 gol ve dere
sularina atilarak baliklarin 6ldiiriiliip yakalanmasinda kullanilmaktadir (7).

Ghorbani, Iran’in kuzeyinde Tiirkmen Sahra bélgesinde ¢esitli amaglarla
kullanilan bitkileri ve bu bitkilerin kullanim sekillerini igeren etnobotanik tarama
calismast yapmistir. Taranan 136 bitkinin 84’ {iniin tibbi kullaniminin oldugunu
belirtmigtir. Tibbi amagli kullanilan bu bitkilerin i¢inde V. grossypinum’un yilan
sokmasina, ishale karsi kullanildigi ve ayrica antiseptik o6zelliginden dolayr da

yararlanildig1 belirtilmistir (17).

2.3 Verbascum Tiirleri Uzerinde Yapilmis Fitokimyasal Arastirmalar

Geleneksel tipta cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan Verbascum cinsine
ait tlirler, kimyasal bilesim acisindan da incelenmis bitkilerdir, literatiirde bu grup
bitkilerde saponozit, flavonoit, iridoit, feniletanoit ve fenil propanoit glikozitler,

steroitler, seskiterpen asit, makrosiklik dimer lakton ve alkaloit bulundugu kayithdir.

2.3.1 Saponozitler

Klimek ve arkadaslar1 V. nigrum gigeklerinin metanollii ekstresinden CssHgsOz;
ve CssHgyO,, kapali formiiliine sahip iki yeni triterpen saponozit izole etmislerdir (Sekil
2). Saponinlerin yapisi kimyasal ve spektral metotlarla tayin edilmis ve 3-O-{[a-L-
ramnosil-(1—4)-(B-D-glukopiranozil-(1—3)]-B-D-glukopiranozil ]-(1—2)-B-fuko
piranozil)-13 f,28-epoksiolean-11-en-3f,23-diol ve 3-O-{[a-L-ramnosil-(1—4)-(B-D-
glukopiranozil-(1—3)]-B-D-glukopiranozil ]-(1—2)-B-fukopiranozil)-11 metoksiolean-
12-en-3f3,23,28-triol olarak saptanmistir. Bu bilesiklerden birincisinin yapist V.thapsus

11



ve V. lychnitis’den izole edilmis olan tapsuin A’ya benzedigi, aym aglikonlar1 ve ayni

oz bilesimine sahip olduklar1 fakat siralanisin farkli oldugu belirlenmistir (15).

CH,OH oH

Cs4HgsOz1

Sekil 2. V.nigrum dan elde edilen yeni saponozitler

Orta Asya’nin bir¢ok bolgesinde yetisen V. songaricum Schrenk. bitkisinin
toprakiistii kisminin metanollii ekstresinden toplam ii¢ yeni triterpen saponin olan
songarosaponin A (CssHggOa1), B (Cs4Ho9O22), C (Cs4HgsO22) ve songarosaponin D
(Cs4HgsO23) 1zole edilmistir (18, 19). Ayrica V. songaricum’un toprak iistii kistmlarimin
metanollii ekstresinden ise iki yeni triterpen saponin olan songarosaponin E
(Cs4Hsgg012), songarosaponin F (CssHgsO,3) ve daha onceden de bilinen buddleja
saponin I (Cs4HgsO7) izole edilmistir (Sekil 3) (20).
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Songarosaponin A

Songarosaponin B
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Songarosaponin D
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R;=H R,=H Songarosaponin E
R;=OH R,=H Songaraosaponin F

Sekil 3. V. songaricum’dan izole edilmis saponozitler

V. phlomoides L. bitkisinin ¢igeklerinde, verbaskosaponin A ve B ile yeni
bir bilesik olan desramnoverbaskosaponozit adi verilen saponozit izole edilmistir (Sekil

4) (16).

OH

H:0H
o hie o
RO -
H{ O CHLOH
H
4] a "HL O
K H
H

Verbaskosaponin R=Rha, Desramnoverbaskosaponozit R=H

O

Sekil 4. V. phlomoides 'in ¢igeklerinden elde edilen saponozitler

V. sinaiticum Benth., V. thapsiforme, V. fruticulosum Post. bitkilerinin toprak
iistli kisimlarinin eter ekstresinde bilinen 8 saikosaponin homologunun yani sira 13,28-
epoksi-olean-11-en iskeletine sahip “miilleinsaponin I-VII” adi verilen 7 yeni

saikosaponozit bulunmustur (Sekil 5) (21).
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R;=H,R,=H,R;=H,R=Glc Miilleinsaponin I
R;=H,R,=H,R;=H,R;=Glc(4<1)Rha Miilleinsaponin II
R;=H,R,=OH,R;=H,R,= Glc(4«<—1)Rha Miilleinsaponin IIT
R;=0H,R,=0OH,R;=Glc,R4= Glc(4<—1)Rha Miilleinsaponin IV
R;=0Ac,R,=OH,R;=Glc,R= Glc(4<—1)Rha Miilleinsaponin V
R;=H,R,=0Ac,R;=Glc,R/= Glc(4<—1)Rha Miilleinsaponin VI
R;=H,R,=0-Glc,R3=Glc,R4= Glc(4«<1)Rha Miilleinsaponin VII

Sekil 5. V. sinaiticum, V. thapsiforme, V. fruticulosum bitkilerinden elde edilen saponozitler

V. thapsus’un kapsiillerinden hazirlanmis olan benzen ve etanol ekstrelerinden
kromatografik yontemlerle 4 saponozit izole edilmistir. Bu bilesikler; tapsuin A, tapsuin

B, hidroksitapsuin A ve hidroksitapsuin B’dir (13).

2.3.2 Flavonoitler

V. sinaiticum’un yapraklar1 %90’lik etanol ile ekstre edilmis ve krizoeriol ve
luteolin flavonlar1 yani sira hidnokarpin ve yeni bir bilesik olan sinaitisin isimli
flavonolignanlar izole edilmistir (Sekil 6). izole edilen biitiin maddeler P-388 hiicre
kiiltiirtine kars1 test edildiginde doza bagl sitotoksik etki gostermistir. Yapraklarin etil
asetat ekstresinin  sitotoksik  etkisinin de bu maddelerden kaynaklandigi

distiniilmektedir (22).
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0~ CH,0H

Sinaitisin

Sekil 6. V. sinaiticum’dan elde edilmis olan flavonoit

V. thapsiforme’nin ¢iceklerinden apigenin, luteolin ve kersetin 7-O-glukozit,
V.phlomoides c¢iceklerinden ise diosmetin 7-O-glukozit (diosmin) izole edilmistir.
Klimek ise V.lychnitis ¢igeklerinden apigenin, luteolin ve kersetin’in 7-O-glukozitleri
yani sira apigenin-, luteolin- ve kersetin-7-O-p-D-glukuronit olarak yapilarini belirledigi
3 flavonoit daha elde edilmistir. Apigenin- ve luteolin-7-O-B-D-glukuronitler V.

nigrum’un ¢igeklerinden de izole edilmistir (Sekil 7) (23).

OH
HO l \’/0 |
L
|
OH O
Apigenin

Sekil 7. V. thapsiforme’nin ¢igeklerinden izole edilen flavonoit
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2.3.3 iridoitler

Iridoitler &zellikle Scrophulariaceae  familyasinda yaygin metabolitlerdir.
Okubin ve katalpol Verbascum tiirlerinin en yaygin iridoit glikozitleridir (24).

V. sinuatum’un toprak istii kisimlarindan %90’lik etanolde oda sicakliinda 2
giin siireyle 2 kez yapilan ekstraksiyon ile elde edilen ekstrenin ana bilesen olarak
okubin tasidig1 ve ayrica harpagin ile dort yeni iridoid glikozit icerdigi saptanmistir. Bu
bilesiklerden birinin yapist 6-O-B-D-ksilopiranosilokubin olarak tayin edilmistir (25).

V. nigrum’un toprak istli kisimlar1 iizerinde yapilan arastirmalar sonucu
lateriozit, okubin, sinuatol, nigrozit I ve nigrozit II izole edilmistir. Ayrica bitkiden
nigrozit III (C3oH330,5), nigrozit IV (Cs;1H400;6), nigrozit V (Cs;1H4oO;6) olarak
isimlendirilen okubin tiirevi yeni bilesikler de izole edilmis, bitkinin koklerinde ise
harpagozit bulundugu saptanmistir (Sekil 9) V. nigrum’da bulunan 6-O-[3-O-((E)-p-
kumaroil)-a-L-ramnopiranozil] okubin, bir diger tiir olan V. laxum Filar.&Jaw.’dan da
izole edilmis bir iridoit glikozittir (26).

V. phlomoides bitkisinin ¢igeklerinden hazirlanan ekstre p-kumarik asit ile
esterlesmis yeni bir iridoid ester glikoziti olan flomoidozit ile bilinen bir bilesik olan
spesiozit izole edilmistir. Verbaskozit ve forsitozit B mindr bilesenler olarak izole
edilmistir. Okubin ve katalpol ile bu iki bilesigin 6-O-ksilozitleri ise yapilan
kromatografik analizlerle tespit edilmistir (Sekil 8) (16).

0 (8]
o M,
H
) 5:@
H
% H HWH
M H

Flomoidozit

Sekil 8. V. phlomoides’den elde edilen iridoit glikoziti

Yunanistan i¢in endemik bir tiir olan V. spinosum Lim.'un toprak {stii

kisimlarindan yeni bir iridoid glikozit olan verbaspinozit izole edilmis; yapist 6-O-
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[(2”’-O-trans-cinnamoil)-a-L-ramnopiranozil ]-katalpol olarak aydinlatilmistir. Buna ek
olarak bilinen bilesikler olan okubin, katalpol ve ajugol de izole edilmistir (Sekil 10)
(27).

1, Sinuatol
2, Okubin,
3, Nigrozit I1I
4, Nigrozit [V
5, Nigrozit V

Sekil 9. V. nigrum’dan izole edilmis iridoit glukozitler

18



Magiatis ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir arastirmada V. wundulatum
Lam. in toprak istii kisitmlarindan 6-O-a-L-ramnopiranozil okubin tiirevi olan 8 iridoit
glikozit izole edilmistir (28).

V. thapsus ise Ozellikle yapraklarinda harpagozit, harpagit, okubin iridoid
glikozitleri tagimaktadir (13).

R 23-0R
5l OR
2 rt
C”  ¢—0R
]
_ — A 2r 3"
¥
6
Verbaspinozit

Sekil 10. V. spinosum’dan elde edilmis yeni iridoit bilesik

2.3.4 Fenil Etanoit ve Fenil Propanoit Glikozitleri

Dicotyledonae’de yer alan bitkilerde kafeol esterlerinin dagilimi ile ilgili
yapilmis bir ¢alismada yaygin bir disakkarit esteri olan verbaskozitin V. sinuatum
L.’dan izole edildigi belirtilmistir (Sekil 11) (29).

1992 yilinda yapilan bir calismada V. thapsus bitkisinin sulu ¢ozeltisinden 3

bilinen feniletanoit glikoziti, 4’1 lignan olmak iizere 7 bilinen bilesik, 5 yeni feniletanoit
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glikozidi ve bir yeni lignan glukoziti olmak {izere bilesikler izole edilmis yapilar

spektroskopik yontemlerle tayin edilmistir (30).

Verbaskozit; R, R%, R®, R*, R®, R7, R®= H, R*=Rha

Sekil 11. V. sinuatum’dan izole edilmis fenilpropanoit

V. phlomoides’in  ¢igeklerinde, diisiik konsantrasyonlarda feniletanoit
glikozitlerinin kafeik asit esterlerine rastlanmigken, fenil etanoitleri daha yiiksek
konsantrasyonlarda V. lychnitis, V. nigrum ve V. thapsiforme tiirleri tasimaktadir (16).

Klimek, V. Ilychnitis’in ¢iceklerinin butanollii ekstresinden, kafeik asit ile
esterlesmis feniletanoit triglikoziti olan verbaskozit 6'-0-fB-D-apiofuranozit(forsitozit
B)’yi izole etmistir. Bu bilesigin V.lychnitis ve V.nigrum’un ¢igeklerinde bulunan ana
bilesen oldugu, V. phlomoides ve V. thapsiforme c¢igeklerinde ise ¢ok diisiik miktarda
bulundugu belirtilmistir (31).

V. spinosum’un toprak istii kisimlarindan fenilpropanoid glikozitleri olan
akteozit, angorozit A ve angorozit C izole edilmis ve yapilari spektroskopik yontemlerle
tayin edilmistir (27).

Magiatis ve arkadaslar1 V. undulatum’un toprakiistii kisimlarindan feniletanoit
glikozitleri olan verbaskozit, martinozit, arenariozit ve 6-0-asetil martinozit izole
etmislerdir. Ayni bitkinin koklerinden 3 feniletanoit glikozit, verbaskozit, martinozit ve
2-(3-hydroxy-4-metoksifenil)etanol-1-O-a-L-rhamnopiranozil(1—3)-[-D-
ksilopiranozil (1—6)]-(4-ferrulol)-B-D-glukopiranozit izole edilmistir (28).
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2.3.5 Steroidal Bilesikler

1988’de V. thapsus’un etanol ekstresinde 7 adet steron iskeletine sahip bilesik
saptanmistir. (Sekil 12) Bilesikler 3-ketosteron yapisindadir. Ayrica bitkide sitosterol,
ergostan-7-en-3-ol de bulunmaktadir (32).

b
H
0
H 0
i
|
H

H
1 3
H
2, H=50. 6, H=5p 7
-
(8]
H
4 H=5a 5 H=5p
1, CyHysO
2,6,7,CyHus0
3, CyHuO
4,5,CyH500

Sekil 12. V. thapsus’dan elde edilmis steroidal bilesikler
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2.3.6 Seskiterpen Asit

Khuroo ve arkadaglart V. thapsus’un etanol ekstresi tiizerinde yaptiklar
arastirmada ekstre bilesiminde bulunan seskiterpen bilesigini izole ederek yapisini

tanimlamislardir (Sekil 13) (32).

COOH

HO

Ci5H2603

Sekil 13. V. thapsus’dan elde edilen seskiterpen asit

2.3.7 Makrosiklik Dimer Lakton

V. undulatum bitkisinin koklerinden ise bilinen 5 iridoit glikozidi (harpagozit,
lateriozit, harpagit, ajugol, okubin) izole edilmis ve yapilar1 aydmnlatilmistir.
Arastiricilar  bitkinin koklerinden yeni bir dimer lakton olan verbalaktonu izole
etmislerdir (Sekil 14). Bilesigin dogal iirlinlerde rastlanan halka sistemleri i¢in yeni

oldugu ve 1,7-dioksasiklododekan yapisi tasidigi belirtilmistir (28).

Verbalakton 2a: 3R,5R 2b: 3S,5S
2¢: 3R,5S 2d: 3S, 5R

Sekil 14. V. undulatum’dan elde edilmis olan makrosiklik lakton
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2.3.8 Alkaloitler

Bulgaristan’da yetisen V. pseudonobile Stoj. et Stef,, yapraklarinda 9%0.6 alkaloit
iceren endemik bir tiirdiir. Bitkinin hipotansif ve spazmolitik etkili oldugu
bilinmektedir. Preklinik ve klinik ¢aligmalar sonucu bitki ekstrakti “Verbascan” adinda
tablet olarak tiretilmistir ve spazmolitik etkisi nedeniyle kullanilmaktadir. Bu ekstraktan
1971 yilinda Verbaskin (Cy9 H3s N4 O3) ad1 verilen kristal bir madde izole edilmistir. V.
phoenicum L.ve V. nigrum’dan Seifert ve Hesse, verbaskenin isimli spermin alkaloiti
elde etmislerdir. Takip eden arastirmalarda ekstrede verbasin, verbalosin, verbasitrin,
izoverbasitrin, verbamekrin, izoverbamekrin, verbametin, (+)-(S)-izoverbametin, (+)-
(S)-verbametrin ve (+)-(S)-izoverbametrin gibi makrosiklik spermin alkoloitleri izole
edilmistir. Ayrica bitkinin yapraklarindan verbasikrin, (S)-izoverbasikrin, (S)-
verbamekrin ve (S)-izoverbamekrin adinda 4 mindr alkaloit bulunmustur. Drandarov ise
bitkinin yaprak ekstresinden 17 iiyeli makrosiklik lakton alkaloiti olan, verbassenin’in Z

izomeri, verballoskenin izole etmis ve yapisini belirlemistir (Sekil 15) (33-37).

Verbasin; R, R%, R>, R* R’= H -trans
Verbalosin; R!, R%, R®,R* R°=H -cis
Verbasitrin; Rl, R2, R*=H R4, R’= -OCHj -trans
[soverbasitrin; R', R%, R*=H R*,R’=-OCHj; -cis
Verbassenin; Rl, R?, R* R’= H, R*=-COCHj;-trans
Verbaloskenin; Rl, R2, R* R’= H, R*=-COCHj;-cis
Sekil 15. V. pseudonobile nin yapraklarindan elde edilmis baz1 alkaloitler
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2.4 Tiirkiye’de Yetisen Verbascum Tiirleri ile Tlgili Yapilms Fitokimyasal
Arastirmalar

Tirkiye’de Verbascum cinsi ile ilgili yapilmig bazi fitokimyasal arastirmalar
mevcuttur. Bu aragtirmalar asagida belirtilen tiirler {izerinde yapilmistir.

Sivas Yildizeli’nden toplanan V. wiedemannianum Fisch&Mey’un koklerinin
metanollii ekstresinden yeni feniletanoit glikozitler olan wiedemanniozit B — E’nin yani
sira bilinen bilesikler olan 6-O-asetilmartinozit(=wiedemanniozit A), verbaskozit,
martinozit, ekinakozit ve 16koskeptozit B izole edilmistir (Sekil 16) (38, 9). Aym
bitkinin toprak istii kisimlarinin metanollii ekstresinde bes iridoit glikozit (okubin,
katalpol, ajugol, angelosit, glutinosit), bir non- glikozidik iridoit, rehmaglutin D, iki
ursan tip triterpen saponin (rosmatin ve niga-ichigosid F1), sitosterol-3-O-B-D-

glikopiranozit ve luteolin izole edilmistir (24).

R;=Me, R,=Me, R;=H, R;=H, Rs=H, R¢=Ac Wiedemanniozit A
R;=Me, R,=Me, R;=H, R;=Ac, Rs=Ac, R¢=Ac Wiedemanniozit B
R=H, R,=Me, R;=H, R,=H, Rs=H, R¢=B-glukopiranozil Wiedemanniozit C
R;=H, R,=Me, R;=Ac, R;=H, Rs=H, R¢=a-ramnopiranozil Wiedemanniozit D
R;=H, R,=Me, Ry;=Ac, R;=Ac, Rs=H, R¢=a-ramnopiranozil Wiedemanniozit E

Sekil 16. V. wiedemannianum’dan elde edilmis yeni fenil etanoit glikozitler
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Tatli ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir arastirmada endemik bir tiir olan V.
pterocalycinum var. mutense ¢igekleri metanol ile ekstre edilmis ve bu ekstrenin suda
¢Oziinen kismi lizerinde yapilan kromatografik c¢alismalar sonucu 3 — O - { [ a - L-
ramnosil - (1—>4) - ( B - D — glukopiranozil - (1—-3) ] -[ B-D-glukopiranozil-(1—2)]-p-
fukopiranozil)-13f, 28-epoksiolean-11-en-3f3, 23 diol ve 3-O-{a-L-ramnozil - (1>4) -
( B - D glukopiranozil - (1->3) ] - [ B - D — glukopiranozil - (1->2) ] - B -fukopiranozil)
- 11 metoksi-olean — 12 — en - 3f3, 23, 28 - triol ve 1 - ( B - D - glukopiranozil)-8-
hidroksi-3,7-dimetil-okt-2 (E), 6(E)-dienoat maddeleri izole edilmis ve yapilari
spektroskopik yontemlerle tayin edilmistir (39).

V. cilicicum Boiss.” un toprak iistii kisimlarindan elde edilen metanollii ekstrede
6 iridoid glikoziti izole edilmistir. Bunlar; katalpol, verbaspinozit, 6-O-(3’-0-trans-
sinnamoil)-o-L-ramnopiranozilkatalpol),6-O-(4’-O-trans-sinnamoil)-o.-L-ramnopira
nosil katalpol), sakkatozit ve 6 — O - ( 3> — O — trans — p - kumaroil) - a - L-
ramnopiranosilkatalpol’dur. Yapilar1 spektroskopik tekniklerle belirlenmistir (40).

V. salviifolium Boiss. bitkisinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan metanollii
ekstreden dort flavonoit glikozidi, apigenin — 7 — O - B — glukopiranozit (1), luteolin-7-
O-B-glukopiranozit (2), luteolin-3’-O-B-glukopiranozit (3), krizoeriyol — 7 — O - B —
glukopiranozit (4) izole edilmistir. Bilesiklerin yapilar1 spektroskopik yontemlerle tayin

edilmistir (Sekil 17) (41).

R;=B-Glukopiranoz, Ry=H
R=B-Glukopiranoz, R,=OH
R,=H, R,= O-B-Glukopiranoz
R,=B-Glukopiranoz, R,=OCHj;

AW -

Sekil 17. V. salviifolium bitkisinden elde edilmis flavonoit glikozitler
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V. lasianthum Boiss. bitkisi lizerinde yapilan arastirmalarda 6 iridoit glukozit, 6-
0-(a-L-ramnopiranozil)-katalpol, verbaskozit A, pulverulentozit I, buddlejozit As,
okubin ve undulozit III izole edilmistir. Ayni bitkinin kdoklerinde devam eden
aragtirmalarla 3 iridoit glukozit; 8-0-asetilharpagit, harpagozit ve 6-0-vanilloilajugol ile
2 feniletanoit glukozit verbaskozit (=akteozit) ve poliumozit izole edilmistir (Sekil 18)
(42).

Tiirker ve Giirel V. thapsus’un 4 farkli materyalinde saponin miktar tayinlerini
HPLC kullanarak yapmis ve genel olarak ticari kaynakli yapraklarin, kapsiillere oranla

daha yiiksek konsantrasyonda (0.215 mg/g) saponin tasidigini saptamiglardir (13).
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1,8-0- asetilharpagit, Harpagozit, 6-0-vanilloilajugol
Sekil 18. V. lasianthum’dan elde edilen bilesikler

2.5 Verbascum Tiirleri Uzerindeki Biyolojik Aktivite Arastirmalar

Literatiirde, farkli Verbascum tiirlerinin fitokimyasal agidan ¢ok sayida arastirma
ile incelendigi, bu kimyasal igerik arastirmalarinin yani sira asagida belirtilen etkiler

yoniinden de ¢esitli arastirmalar yapildigr goriilmektedir.
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2.5.1 Antimikrobiyal Etki

Bir ¢ok bakteri tlirli mukozaya girerek veya deri lezyonlarindan sonra deride
veya kil folikiillerinde bakteriyal enfeksiyonlara yol agmakta bu enfeksiyonlar da kil
kokdi iltihaplar, iilser, bademcik ve orofariks enflamasyonlar1 gibi lokal iltihaplar veya
septisemi gibi kan enfeksiyonlari olarak ortaya cikabilmektedir. Bu tiir enfeksiyonlarin
tedavisinde gecmiste antibiyotikler kullanilirken bir ¢ok patojenik bakteri bu
antibiyotiklere diren¢ kazanmistir. Bu patojen mikroorganizmalar Escherichia coli,
Proteus sp., Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae, Salmonella enteritidis,
Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis ve Candida albicans
olarak  siralanabilir.  Bitkilerde bulunan antimikrobiyal bilesenlerin  farklh
mekanizmalarla bakterilerin biiylimesini inhibe ettigi ve bitkisel preparatlarin klinik
calismalarda, bu mikroorganizmalara karsi etkili sekilde kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Bu nedenle yiiksek bitkilerden hazirlanan preparatlar antibakteriyel

ajanlar olarak haricen kullanimda tercih edilmektedir (43, 44).

2.5.1.1 Antiviral Etki

V. thapsiforme’nin ¢i¢eklerinden elde edilen ve igerisinde flavonoit, iridoit, fenolik
asit, serbest sekerler, saponozitler, aminoasitler ve miisilaj gibi bilesiklerin bulundugu
sulu infiizyonda (Flos Verbasci Infiizyonu (FVI)) invitro ortamda Herpes simplex tip 1
viris (HSV-1) ile enfekte edilmis GMK, Vero hiicreleri, CEF (tavuk embriyo
fibroblastlari) ve RK-13 hiicre kiiltlirlerinde toksik olmayan konsantrasyonlarda
antiviral aktivitesi incelenmis ve FVI’'min bu hiicrelerde HSV f{izerinde antiviral
aktivitesinin oldugu belirlenmistir. FVI'nin inhibitor etkisinin 190 pg/ml’de, vero hiicre
kiiltiirtinde HSV 1iizerinde %50 inhibitor etkili oldugu tespit edilmistir. Buna ek olarak
FVI’nin HSV iizerinde wviriisidal etkisi oldugu da goriilmiistiir. Daha 0Onceki
arastirmalarda Flos Verbasci’ nin dekoksiyonlarinin nezle viriisli enfekte edilmis tavuk
embriyo fibroblastlarinda (CEF) viriis replikasyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir (45).

FVI'nin Herpes simplex viriisit (HSV-1) yaninda, Fowl plaque virusii (FPV) nin
bazi suslarina ve bazi influenza A ve B suslarina karsi ¢esitli hiicre kiiltlirleri kullanarak

antiviral aktivitesi arastirllmistir.  FVI'nmin, FPV {izerinde viriisidal etkisinin olmadigi
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fakat (HSV-1) viriislinii tamamen inhibe ettigi gézlenmistir. Daha Onceki ¢alismalarda
FVI’da bulunan flavonoit, iridoit, fenolik asit, serbest sekerler, saponozitler,
aminoasitler ve miisilaj gibi bilesiklerden birinin antiviral etkili oldugu
diistiniilmektedir, fakat bu bilesiklerden hangisinin bu etkiye sahip oldugu tespit
edilememis, giliniimiizde  bir ¢ok arastirmaci antiviral etkinin bir bilesikten
kaynaklanmadigimi bunun aksine bu bilesiklerin birbiriyle sinerjik etki gostererek
antiviral aktivite gosterdiklerini diistinmektedir (46).

McCutcheon ve arkadaslari 100 metanollii bitki ekstresinin antiviral etkisini
arastirmiglardir. Taranan bitkilerden iglerinde V. thapsus’un da bulundugu 12 tir 7
farkl1 virise karsi antiviral aktivite gostermistir. V. thapsus’un yapraklarindan elde
edilen ekstre Bovine coronavirus (BCV, Coronaviridae), Bovine herpesviriis type 1
(BHV1, Herpesviridae), Bovine parainfluenza virus type 3 (BPI3, Paramyxoviridae),
Bovine rotavirus (BRV, Reoviridae), Bovine respiratory syncytial virus (BRSV,
Paramyxoviridae), Vaccinia virus (Poxviridae), Vesicular stomatitis virus (VSV,
Rhabdoviridae) viriislerine karsi test edilmis ve bitkinin sadece Bovine herpes viriis type
I ’e kars1 kismen inhibe edici bir antiviral etki gosterdigi tespit edilmistir (12).

V. phlomoides; Flores Verbasci (Flos Verbasci) drogunun hazirlandig
Verbascum tiirlerinden biri olup bu bitkinin ¢i¢eklerinden hazirlanan Dekoksiyon
Verbasci’nin A, ve B nezle viriisiine kars1 etkili oldugu saptanmistir (16).

Serkedjieva yaptig1 bir ¢alismada FVI’ nin (Flos Verbasci Infusion) nezle
viriisii enfekte edilmis doku kiiltiirlerinde hemaglutinasyonu ve enfeksiyonu azalttigi
bulunmustur. Dogal bilesenleri igeren bitki inflizyonu FVI ile nezle viriislerinin
tiremesini Onleyen en etkili sentetik bilesiklerden olan amandatin tiirevleri; rimandatin
hidroklorit, gludantan-adamantanamin glukoronit (GI) ve onun tiirevi dGI ve bunlardan
olusan karisimin nezle viriisii enfekte edilmis tavuk embriyo fibroblast hiicre
kiiltiirlerinde antiinfluenza etkisi incelenmistir. Rimandatin hidroklorit infulenza A viriis
enfeksiyonlarinda ve nezleden korunmada en etkili ilaglardan biridir, gludantan-
adamantanamin glukoronit ise amantadine gore hiicre kiiltiirleri i¢in daha az toksikdir
ve bircok infulenza A virlisiiniin liremesini inhibe etmektedir. Sentetik ve dogal viral
inhibitorlerin kombinasyonu ile antiviral aktivite sirasinda bitkisel preparatlarin daha

etkili olmasi1 saglanirken toksik bilesen dozu da azaltilabilmektedir. FVI’nin 1500

28



png/mL tizerindeki konsantrasyonlarinin tavuk embriyosu fibroblast hiicre kiiltiirii i¢in

toksik etkili oldugu da goriilmiistiir (47).

2.5.1.2 Antibakteriyel ve Antifungal Etki

Brantner ve Grein’in yaptig1 c¢alismada bitki kitaplarindan ve geleneksel
kullanimlardan yararlanilarak secilmis 28 familyaya ait 48 bitki {izerinde antimikrobiyal
aktivite calismasi yapilmis ve bu bitkiler icerisinde bulunan V. phlomoides bitkisinin
ciceklerinden hazirlanan sulu ekstrenin sik sik hastaliklara neden olan Gram-pozitif
bakterilerden; Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus aureus (ATCC
9144), Enterococcus faecalis (ATCC 6057), Bacillus subtilis (ATCC 9372) gibi ve
Gram-negatif bakterilerden; FE.coli (ATCC 11,229) gibi bakterilere karsi aktivite
gostermedigi bulunmustur (43).

McCutcheon ve arkadaglarimin yaptigi c¢aligmada Moerman’in etnobotanik
arastirmalarini iceren ‘Medicinal Plants of Native America’ adli kitabindan segtigi ve
96’s1 Amerikan yerlilerince antifungal olarak kullanilan i¢lerinde V. thapsus’un da
bulundugu 100 bitkinin 9 mantar tiiriine karst antifungal etkileri arastirilmistir. V.
thapsus’un yapraklarindan hazirlanan metanollii ekstre; Aspergillus flavus, Aspergillus
fumigatus, Candida albicans, Fusarium tricuictum, Microsporum cookerii,
Microsporum gypseum, Saccharomyces cerevisiae, Trichoderma viridae, Trichophyton
mentagrophytes funguslarina karsi1 antifungal etki yoniinden test edilmistir. Calismalar
sonunda V. thapsus’dan hazirlanan ekstrenin muhtemel bir antifungal oldugu ve
Microsporum cookerii ve Microsporum gypseum mikroorganizmalarinin bilylimesini
inhibe ettigi goriilmiistiir. Sonu¢ olarak bu bitkinin geleneksel tipta kullanimi ile
antifungal aktivitesi arasinda yiiksek korelasyon oldugu goriilmiistiir (48).

V. lychnitis’in (beyaz miillein) kurutulmus c¢iceklerinin butanollii ve metanollii
ekstrelerinden feniletanoid triglikozit izole edilmistir ve kafeik asitle agillenmis bu
bilesik verbaskozit 6’-O-B-D-apiofuranozit (forsitozit B) olarak isimlendirilmistir.
Forsitozit B bilesigi gibi diger agillenmis fenil etanoit glikozitler antibakteriyel aktivite
gostermistir (31).
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Yunanistan’dan toplanmis V. undulatum’un koklerinden hazirlanan ekstreden
makrosiklik dimer lakton yapisinda verbalakton izole edilmis ve agar dilution
metoduyla bazi Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler {izerinde antibakteriyel
aktivitesi incelenmistir (Tablo 3). Calisma sonucunda ekstreye en duyarli olan
bakteriler, Gram (+) bakterilerden, Staphylococcus aureus ve S. epidermidis, Gram (-)

bakterilerinden ise Salmonella enteritidis olarak tespit edilmistir (28).

Tablo 3. V. undulatum bitkisi iizerinde antibakteriyel etki ¢alismasinda Magiatis ve arkadaslarinin
kullandiklari mikroorganizmalar ve elde edilen sonuglar

Mikroorganizmalar Antibakteriyel aktivite

(MIC pg/mL)
Gram (+)
Staphylococcus aureus 62.5
Staphylococcus epidermidis 62.5
Lactobacillus casei 125
Gram (-)
Escherichia coli 250
Pseudomonas aeruginosa 500
Enterobacter aerogenes >500
Salmonella entritidis 125
Klebsiella pneumoniae 250

Barbour ve arkadaglar1 Liibnan halk tibbinda kullanilan 27 yabani bitki tiirtiniin
farkli kisimlarindan elde edilen 39 sulu ve 39 metanollii ekstrenin invitro ortamda
antimikrobiyal aktivitesini arastirmislardir. Calismada kullanilan mikroorganizmalar
Escherichia coli, Proteus sp., Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae,
Salmonella enteritidis, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis
ve Candida albicans’dir. Disk difiizyon ve minumum inhibitér konsantrasyon (MIC)
yontemlerinin kullanildig1 bu arastirmada disk diflizyon yonteminde disklere her bir
bitki ekstresinden 10pg ve 20pug uygulanmistir. V. leptostychum yaprak ve ¢igeklerinin
disklerdeki 10pg ve 20ug’lik ekstrelerin inhibisyon yiizdesi sirasiyla yaprak ekstresinin
22.2 ve 66.6; c¢icek ekstresinin ise 11.1 ve 99. 9 oldugu bulunmustur. V.
leptostychum un metanollii ekstresinin MIC degerleri S. enteritidis i¢in 1/2.5 E. coli,

S. aureus ve C. albicans i¢in ise 1/3.5 araliginda degismektedir. Her iki yontemde
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metanollii bitki ekstrelerinden iclerinde V. leptostychum’un da bulundugu sadece iki

tanesi mikroorganizmalarin %99.9’una kars1 oldukca etkili bulunmustur.

Tablo 4. V. leptostychum ekstrelerinin MIC degerleri

Mikroorganizmalar MIC degerleri
Escherichia coli 1/3.5
Pseudomonas aeruginosa 1/3.0
Proteus sp 1/3.0
Shigella dysenteriae 1/3.0
Salmonella enteritidis 1/2.5
Salmonella typhi 1/3.0
Staphylococcus aureus 1/3.5
Streptococcus faecalis 1/2.5
Candida albicans 1/3.5

Bitkilerin metanollii ekstreleri sulu ekstrelerine gére mikroorganizmalara karst daha
etkilidir. Bu da metanollii ¢oziiciilerin bitkideki pek cok etken madde grubunu
cozebilmesinden kaynaklanmaktadir. Buna karsilik sulu ¢oziiciiler ise sadece
antosiyanin, nisasta, tanen, saponin, terpenik bilesikler, polipeptitler ve lektinleri
cozebilmektedir (44).

2005 yilinda Taged ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada aralarinda V.
sinaiticum’unda bulundugu Etiyopya’da tibbi amagla kullanilan 8 bitki aragtirilmistir.
Bitkiler glinese maruz birakmadan acik havada kurutulmus ve toz haline getirilmistir.
Ekstreler 100 gram bitkiyi %80’lik metanolde 48 saat maserasyona birakarak elde
edilmistir. Halk tarafindan ¢esitli deri hastaliklarinda kullanilan bu bitkilerin
sulualkolde hazirlanan ekstrelerinin, bu deri hastaliklarina sebep olan ¢esitli bakteri ve
mantar tlirleri lizerine etkileri arastirilmistir. Test, ekstrenin 100, 50 ve 25 mg/ml
konsantrasyonlarinda agar diffiizyon metodu kullanilarak yapilmistir. Testte asagidaki
organizmalar kullanilmistir;

Escherichia coli (ATCC 25922)

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

Staphylococcus aureus (ATCC 6538)

Aspergillus niger (ATCC 10535)

Trichophyton mentagrophytes (ATCC 18748)

Candida albicans (Klinik olarak izole edilmis)
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Agar diffiizyon yonteminde igerisine test edilecek ekstrelerin yukarda bahsedilen
konsantrasyonlar1 besiyerlerine agilmis 11 mm ¢apindaki kuyucuklara ayr1 ayr1 100 pl
konularak bakteriler i¢in olan petriler 18-24 saat 37°C, mantarlar i¢in olan petriler ise 3
giin 25°C etiivde inkiibasyona birakilmigtir. Bakteriler i¢in gentamisin, mantarlar i¢in
ise ketokonazol antibiyotikleri pozitif kontrol olarak kullanilan ¢alismaya ait sonuglar

Tablo 5’te verilmistir. (49).

Tablo 5. V. sinaiticum ile yapilan antimikrobiyal aktivite test sonuglari

E.c. Pa  Sa An T.m. C.a.

Konsantrasyonlar (mg/ml) Inhibisyon zonlari(mm)
V.sinaiticum 100 - 20 25 - - -
50 - 18 21 - - -
25 - 16 19 - - -
Gentamisin 0.1 22 21 29 TE TE TE
Ketokonazol 0.3 TE TE TE - 23 37

E.c.: Escherichia coli P.a.: Pseudomonas aeruginosa S.a.: Staphylococcus aureus
An.: Aspergillus niger T.m.: Trichophyton mentagrophytes C.a.: Candida albicans
TE:Test edilmemis

2005 yilinda Etiyopya’da halk tarafindan kullanilan 67 bitkinin fitokimyasal
yapisini, antimikrobiyal etkisini ve halk arasinda hangi amagla tedavide kullanildigini
iceren bir c¢alisma yapilmistir. Bu bitkiler arasinda V. sinaiticum’un yapraklarinin
metanollil ekstresi ile de calisilmistir. Fitokimyasal ¢alisma sonucunda bitki ekstresinde
polifenollere, saponine, glikozit ve/veya karbonhidrata rastlanmistir. Antimikrobiyal
calismada kullanilan Bacillus cereus, Neisseria gonorrhoea, Streptococcus pyogenous,
Streptococcus pneumonia, Staphlococcus aureus, Salmonella thypi, Salmonella
typhimurium, Shigella flexineri, Shigella dysentriea, Esherichia coli, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton violacium organizmalarindan sadece Neisseria
gonorrhoea karg1 antibakterial etkisi gozlenmistir. Geleneksel kullanimlari ise,

antihelmentik, ciizam, kizamik, frengi, schistosomiasis iizerinedir (50).
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2.5.1.3 Tiirkiye’de Yetisen Verbascum Tiirleri Uzerinde Yapilmis Antimikrobiyal

Etki Arastirmalan

Tiirkiye’de yetisen ve endemik bir tiir olan V. pterocalycinum var. mutense
cicekleri metanol ile ekstre edilmis ve bu ekstrenin suda ¢6ziinen kismi lizerinde yapilan
kromatografik ¢alismalar sonucu izole edilen bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteleri
incelenmis ve poster olarak yaymlanmistir (39).

Tiirker ve Camper 2002 yilinda V. thapsus (common miillein) bitkisinden
hazirlanan ve ticari olarak piyasada bulunan cay, tablet ve ciceklerinden elde edilen yagi
ile bitkinin kapsiil ve yapraklarindan hazirlanan metanollii, etanollii ve sulu ekstreleri
kullanilarak antibakteriyel ve antitimor aktivitesini aragtirmiglardir. Miillein’in ¢ok eski
zamanlardan beri tibbi amagcla {ist solunum yolu enfeksiyonlarinda, deri hastaliklarin1 da
icine alan enflamatuar hastaliklarda ve pek cok tiimor tedavisinde kullanildigi
bilinmektedir. Tiirker ve Camper yaptiklar1 ¢alismalarda Miillein ekstreleri ile piyasada
bulunan Miillein {iriinlerinin yararli olup olmadigi ve toksik etkilerinin bulunup
bulunmadigini arastirmiglardir. Var oldugu diisiiniilen yararlarin saponozitlerden
kaynaklandig1 iizeride duran arastirmacilar saponin ¢ozeltileri ile bitkinin sulu ekstresi,
alkolle hazirlanan ekstreleri (metanol ve etanol) ile sulu alkollii etkilerini karsilagtirarak
incelemiglerdir. Antibakteriyel aktivite ¢aligmalarinda solunum yollar1 enfeksiyonlarina
neden olan mikroorganizmalar kullanilmistir. Bunlar; Klebsiella pneumoniae (ATCC
13883), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) gibi
gram (-) bakteriler ile Streptococcus pyogenes (ATCC 19615), Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228) ve Staphylococcus aureus (ATCC 25923) gibi gram (+)
bakterilerdir. V. thapsus’un ¢igeklerinden hazirlanan yagin Streptococcus pyogenes ve
Staphylococcus epidermidis disinda kullanilan diger mikroorganizmalarda biiyiimeyi
inhibe ettigi gozlenmistir. Ticari olarak hazirlanan alkol ekstresi Klebsiella
pneumoniae’da inhibitor etki goOstermigtir. Yapraklardan ticari olarak hazirlanan
dekoksiyon Pseudomonas aeruginosa ve Streptococcus pyogenes disindaki
mikroorganizmalarda, bitki cay1 ise sadece Klebsiella pneumoniae’da inhibitor etkili
olmustur. Genel olarak bitkiden hazirlanan sulu ekstrelerin antibakteriyel aktivite
yoniinden digerlerine gore daha etkili oldugu gozlenmistir. Yapilan testlerde sulu ekstre

Klebsiella pneumoniae ve Staphylococcus aureus’a karst hassasiyet gostermistir.
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Klebsiella pneumoniae ve Staphylococcus aureus solunum yollar1 hastaliklarina;
Klebsiella pneumonia idrar yollar1 hastaliklarina neden olmaktadir. Bu durum
Verbascum thapsus’un geleneksel tipta bu tir hastaliklarin tedavisinde neden
kullanildigin1 agiklamaktadir. Yapilan calismalar ile sicak suyla hazirlanan bitki
inflizyonlarmin ve sicak suda kaynatilarak hazirlanan dekoksiyonlarin en etkili
preparatlar oldugu belirlenmistir. McCutcheon ve arkadaslar1 tarafindan daha Once
yapilan ¢alismalarda bitkinin metanollii ekstresinin E.coli, Mycobacter phlei ve S.
aureus’a kars1 antibakteriyel etki gosterdigi, K. pmeumonia’a karsi ise antibakteriyel
aktivite gostermedigi bulunmus iken Tirker ve Camper’in yaptigi g¢alismalarda
metanollii ekstrenin E. coli’nin biiyiimesine etki etmedigini sadece K. pneumonia’ya
kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigini tespit edilmistir. Bu durum degerlendirilirse
ekstre hem gram (+) hem de gram (-) bakterilere kars1 aktivite gostermektedir (8).

V. gypsicola Vural-Aydogdu bitkisinin toprak iistii kisimlarinin metanollii
ekstresinin  antimikrobiyal  aktivitesi  arastirilmistir.  Tablo 6’da  goriilen
mikroorganizmalarin kullanildig1 ¢alismada disk diflizyon metoduyla P10 (penicilin G
(10 unit)), SAM20 (ampicillin 10pg), CTX30 (cefotaxime 30ug), VA30 (vancomycin
30ug), OFXS (oflaxacin Sug), TE30 (tetracycline 30ug), NY 100 (nystatin 100pug) gibi

antibiyotikler ile karsilagtirma yapilarak antimikrobiyal aktivite arastirilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. V. gypsicola bitkisiyle yapilan antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda kullanilan
mikroorganizmalar ve elde edilmig sonuglar

Mikroorganizmalar / inhibisyon zonu (mm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Verbascum gypsicola - 176 - - - 152 104 96 146 153 92 104
Penicilin G (10 unit) 18 13 18 8 10 14 15 10 36 - - -
Ampicillin 10ug 12 16 14 10 16 12 21 12 32 - - -
Cefotaxime 30pg 10 12 13 54 18 14 11 16 32 - - -
Vancomycin 30pug 22 13 22 10 20 18 20 26 34 - - -
Oflaxacin Spug 30 24 28 44 28 30 32 30 28 - - -
Tetracycline 30ug 28 26 30 34 26 25 24 28 22 - - -
Nystatin 100pg - - - - - - - 20 18 18

1, Escherichia coli (ATCC 11230) 2, Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) 3, Klebsiella pneumoniae
(UC57) 4, Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 5, Proteus vulgaris (ATCC 8427) 6, Bacillus cereus
(ATCC 7064) 7, Mycobacterium smegmatis (CCM 2067) 8, Listeria monocytogenes (ATCC15313), 9,
Micrococcus luteus (CCM 169) 10, Candida albicans (ATCC 10231) 11, Kluyveromyces fragilis (ATCC
8608) 12, Rhodotorula_ rubra (DMS 70403)
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Sonug olarak V. gypsicola bitkisinden hazirlanan ekstrenin Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa gibi gram (-) bakterilere karsi
aktivite gostermedigi buna karsilik Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Micrococcus luteus ve Mycobacterium smegmatis gibi gram (+)
bakterilere kars1 aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayrica V. gypsicola Vural&Aydogdu
bitkisinin tiim test mayalarina karsi aktivite gosterdigi de belirlenmistir. Ayrica
Staphylococcus aureus’un V. gypsicola bitkisinden hazirlanan ekstreye karsi standart
antibiyotikler OFX5 ve TE30’la karsilastirildiginda daha hassas oldugu, benzer sekilde
ekstrenin P10, SAM ve CTX30 standart antibiyotikleriyle karsilastirildiginda ise
Bacillus cereus’un digerlerine goére daha hassas oldugu goriilmiistiir. Ayrica ekstre
Candida albicans’a kars1 da oldukea giiclii antifungal etki gdstermistir (10).
Meurer-Grimes ve arkadaslarinin 9 Verbascum L. tiiriiniin kok, ¢i¢ek, tohum ve
yapraklardan elde edilen ekstreleri ile yaptiklart antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda
gliclii bir etki tespit etmislerdir. Ekstrelerin 6zellikle gram-pozitif bakterilerden
Staphylococcus aureus ve mayalardan Candida albicans’a karsit hep etkili oldugu
belirlenmistir (10). Dulger ve Gonuz’un daha 6nceki ¢calismasinda V. olympicum Boiss.,
V. prusianum Boiss. ve V. bombyciferum Boiss. gibi 3 endemik Verbascum tiiriinden
elde edilen ekstrelerle yapilan aktivite ¢alismalarinda ayni bakteriler i¢in paralel
sonuclar bulunmustur. Arastirmalar Verbascum tiirlerinin gram-pozitif bakterilere ve
mayalara kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Bu durumda
genel olarak gram-negatif bakterilerin hiicre duvarlarindaki lipopolisakkaritlerden
dolay1 gram pozitif bakterilere gore ekstrelere karsi daha diren¢li oldugu sonucuna

ulagtirmaktadir (10).

2.5.2 Antioksidan Etki

Stiperoksit iyonlar (O;"7), hidroksil (OH") ve nitrikoksit radikalleri (NO") gibi
serbest radikaller ve hidrojenperoksit (H,O,) ve nitrik asit (HNO,) gibi serbest olmayan
radikalleri igceren reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri (RNS) aktif oksijen
ve azotun c¢esitli formlaridir. Yasayan organizmalarda ROS ve RNS farkli yollardan
olusmaktadir. Normal aerobik solunumda; uyarilmis polimorfoniikleer 16kositler,

makrofajlar ve peroksizomlar hiicreler tarafindan liretilen antioksidanlarin biiyiik bir
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kisminin ana endojen kaynaklar1 olarak goriilmektedir. Baz1 eksojen serbest radikallerin
kaynag1 da sigara, iyonize radyasyon, organik solventler ve pestisitlerdir. Serbest
radikaller; yiyeceklerin bozulmasina neden olan lipid peroksidasyonuna da yol
acmaktadir. Oksidasyon sadece lipidleri etkilememektedir. ROS ve RNS mutasyona yol
acan DNA tahribatlarina da neden olabilmektedir. Buna ¢k olarak ROS ve RNS; sitma,
kalp hastaliklar, felg, arteriosklerozis, diyabet ve kanser gibi 100’den fazla hastalikla da
ilgili goriilmektedir. Asirt {iretildigi zaman ROS doku yaralanmalarmma neden
olabilmekte iken, doku yaralanmalarmin kendisi de ROS olusumuna neden
olabilmektedir. Ama yine de insanlari da igine alan tiim aerobik organizmalar;
tahribatlar1 ortadan kaldiran, enzimleri onaran veya tahrip olmus molekiilleri onaran,
oksidatif tahribata karsi koruyucu antioksidan savunma mekanizmalarina sahiptir.
Dogal antioksidan savunma mekanizmalar1 diyet yoluyla disardan antioksidan
bilesikleri alarak oksidatif tahribati etkisiz hale getirilebilmektedir. Bu da bu bilesiklerin
Onemini giiniimiizde daha da arttirmaktadir. Ama yine de biitillenmis hidroksi toluen
(BHT) ve biitillenmis hidroksi anisol (BHA) gibi gidalarin islenmesi sirasinda siklikla
kullanilan sentetik antioksidanlarin yan etkilerinin olabilecegi belirtilmektedir. Diyet
yoluyla disaridan antioksidanlarca zengin gidalarin alimiyla bir ¢ok hastaligin ortaya
cikis1 arasinda ters iligki oldugu da diisiintilmektedir. Bu yilizden de dogal antioksidan
kaynaklarinin bulunmasi ile ilgili arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir. Lipid
peroksidasyonu zincirleme bir reaksiyondur. Bu reaksiyon reaktif radikalin non-
radikalden bir elektron almasiyla baslar ve radikal boylece non-radikale doniisiir.
Boylece uyarilan yeni bir radikal olugsmakta ve reaksiyon bu sekilde devam etmektedir.
Fenolik bilesende hazir bulunan hidroksil hidrojene bir elektronunu vererek radikali
siiptirmektedir. Boylece yeni olusan fenoksi radikali daha 6nceden olusan radikale gore
daha kararlidir. Boylece zincir reaksiyonu geciktirilebilmektedir (51).

Son dénemde yapilan arastirmalarda insanlarin safra kesesinde ve hayvanlarin
safra akintisinda lipid peroksidasyon iiriinlerine rastlanmistir. Safra kesesi duvarinda
veya karaciger yaglanmasi gibi kesin karaciger hastaliklarinin inflamasyonlarinda
goriilen yaygin serbest radikal reaksiyonlari; safra bilesiminin degigsmesine, safra
fonksiyonlarinda ciddi karisikliklara ve en son olarak da safra taslarinin olusumuna

neden olmaktadir. Diyetle alinan dogal antioksidanlarin karaciger ve ayrica safradaki
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farkl1 enzimatik ve non-enzimatik reaksiyonlar yoluyla patolojik serbest radikallere
dontisebildigi hayvan deneyleri ile saptanmistir (52).

Antioksidan aktiviteye sahip fitokimyasallar1 iceren tilirlerden biri olan V.
macrurum Ten.’in toprak istii kistmlarinin metanollii ekstresinde antioksidan aktivite
aragtirtlmis ve serbest radikal siipiiriicii etkiye sahip 2,2-difenil-1-pikrilhidrazile
(DPPH) kars1 antioksidan etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica Lancimat metoduyla
oksidatif bozulma da incelenmistir. Gidalarin islenmesi, paketlenmesi ve dagitim
sirasinda meydana gelen ve yiyeceklerin bozulmasindan sorumlu olan lipid
oksidasyonunun en onemli nedeni serbest radikal aktivitesi sonucu olusan oksidatif
transformasyondur. V. macrurum’dan okteozit, martinozit, 6’-O-a-L-arabinopiranozil
ve 6’-0-B-D-ksilopiranozil martinozit gibi 4 fenilpropanoid glikozit ve okubin, ajugol,
geniposidik asit, sakkatozit, 3°’-O-p-kumaroilsinuatol ve 6-O-p-kumaroilokubin gibi 6
iridoit izole edilmistir. Bir polihidroksillenmis fenilpropanoit glikozit tiirevi olan
okteozit’te diger bilesiklere gore serbest radikal siipiiriicii potansiyelin ¢ok yiiksek
oldugu ve aycicek yagmin oksidatif eskimesine karsi en yiiksek koruma faktoriinii
gosterdigi  bulunmustur. Bu bilesik sentetik bir antioksidan olan BHT ile
karsilastirildiginda dogal a-tokoferol agik¢a daha yiiksektir. Ayrica bu bilesen nontoksik
bir bilesendir. Bu nedenle gidalarin oksidatif ransiditiye karsi dogal yollardan

korunmasinda okteozit nemli bir bilesiktir (53).

2.5.2.1 Tiirkiye’de Yetisen Verbascum Tiirleri Uzerinde Yapilmis Antioksidan Etki
Arastirmalar

Son yillarda, muhtemel antioksidan aktivite agisindan c¢esitli bitki gruplar
taranmaktadir. Bu gruplar arasinda yer alan Verbascum tiirlerinde antioksidan etkiye
sahip olanlar bulunmaktadir (54).

Kuzey ve I¢ Anadolu’da yayilis gosteren ve Sivas Yildizeli'nden toplanan
endemik V. wiedemannianum tirinin koklerinden hazirlanan metanollii ekstrede
radikal siipiiriicii etki saptanmistir (38).

Bir bagka caligmada Sivas Yildizeli’nden toplanan V. wiedemannianum tiiriiniin
koklerinden ve toprak iistii kisimlarindan elde edilen metanollii ekstreden 4 yeni bir
feniletanoid glikozit olan wiedemanniozit B—E izole edilirken bunlara ek olarak

wiedemanniozit A (6-O-asetilmartinozit), verbaskozit, martinozit, ekinakozit ve
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l6koskeptozit B gibi bilinen 5 bilesik daha izole edilmis ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazile
(DPPH) kars1 radikal siipiiriicii etkisi incelenmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Farkli konsantrasyonlarda verbaskozit ve ekinakozit’in DPPH radikal indirgeme yiizdesi

Konsantrasyon (uM)

Bilesikler 10 25 50 100 200 1Cs0 (uM)
Verbaskozit 29.1 38.3 48.6 59.1 60.0 63
Ekinakozit 28.6 27.7 32.6 46.9 59.1 113
Askorbik asit 36.3 38.9 44.6 46.6 59.4 129

Yeni bilesiklerden wiedemanniozit B, C ve bilinen feniletanoit glikozitlerin radikal
stiptiriicti etkiye sahip 2,2-difenil-1-pikrilhidrazile (DPPH) kars1 antioksidan ozellikte
olduklart goriilmiistiir. Bu nedenle bu bilesikler daha ileri spektroskopik yontemlerle
radikal siiplirme kapasiteleri bakimindan test edilmistir. Sadece verbaskozit ve
ekinakozitte belirgin bir aktivite goriilmiistiir. Askorbik asit ise referans bilesik olarak
kullantlmigtir (9).

2005 yilinda Tepe ve arkadaslar1 tarafindan igerisinde V.wiedemannianum’un
da bulundugu 5 bitkinin metanollii ekstrelerinin antioksidan etkisi arastirilmistir. DPPH-
serbest radikal siipiiriicli, B-karoten/linoleik asit yontemi ile c¢alisma silirdliriilmiistiir.
Pozitif kontrol olarak kurkumin ve askorbik asit kullanilmistir. Sonu¢ olarak DPPH
sistemi ile (ICsp=117+0.56) ve B-caroten/linoleik asit sistemi ile (52.5+3.11) yapilan
calismada V. wiedemannianum zay1f antioksidan etki gosterdigi bulunmustur (54).

Fenolik dogal bilesenler sahip olduklar1 oksijen radikal siipiiriicii etkileri
nedeniyle potansiyel antioksidan maddeler olarak bilinmektedir. Bu nedenle
flavanoidler gibi fenolik dogal bilesenler antioksidan aktivite agisindan ilgi ¢ekici
fitokimyasallardir. Serbest radikal siipiiriicii etkiye sahip antioksidanlar Ozellikle
kardiyovaskiiler hastaliklar, yaslanma ve kanser hastaliklarin tedavisinde 6nemli rol
oynamaktadir. Bu antioksidan bilesiklerin tespiti i¢in pek ¢ok yontem kullanilmaktadir.
Bu yontemlerden o6zellikle 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil’in (DPHH) kullanildig1 serbest
radikal siipiiriicii yontem hem gilivenilir hem de kisa siirede sonug¢ vermesiyle tercih

edilmektedir (41).
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Flavonoitler gibi fenolik dogal bilesiklerin potansiyel antioksidan maddeler oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle Burdur, Yesilova’dan toplanan V. salviifolium Boiss.
bitkisinin toprak {stii kisimlarindan hazirlanan metanollii ekstrede DPPH ile aktif
oldugu tespit edilen flavonoitlerin, izolasyonlarinin, yap1 tayinlerinin ve serbest radikal
stiptiriicii 6zelliklerinin tespit edilmesi amaglanmigtir. Bitkiden elde edilen flavonoit
glikozidlerden, apigenin—7-O-B—glukopiranozit ve krizoeriyol-7—O-B—glukopiranozit
bilesiklerinin antioksidan etkisi olup olmadig1 arastirilmistir. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) ile aktif oldugu tespit edilen flavonoitler bulunmus ve bunlarin radikal
siptiriicii  6zellikleri incelenmistir. Sonu¢ olarak iki maddenin de serbest radikal
stiptirticii 6zelliklerini gésteren DDPH ile yapilan deneylerde dnemli antioksidan etkiye
sahip olduklar1 bulunmustur (41).

[zmir Urla’dan toplanan V. lasianthum Boiss’ in koklerinden elde edilen
metanollii ekstrede 3 iridoit glikozit; 8-0-asetilharpajit, harpogozit ve 6-O-
vanilloylajugol izole edilmistir. Bunlara ek olarak iki feniletanoid glikozit, verbaskozit
{=okteozit [ B-( 3,4- dihidroksifenil)-etil] - (3’-O-a-L-ramnopiranosil)- (4’- O -
kaffeol)-B-D-glukopiranozit} ve poliumozit {= [P -( 3 — 4 -dihidroksifenil)-etil]-(3’-6"—
O-a. - L-diramnopiranosil)-(4-O-kaffeol)-B-D-glukopiranozit}’de izole edilmistir.
Bunlardan harpagozit ve poliumozit serbest radikal siipiiriicii etkiye sahip 2,2-difenil-1-

pikrilhidrazile (DPPH) kars1 antioksidan etki gostermistir (42).

2.5.3 immunomodulator Etki

Avrupa’da yetisen Verbascum tiirlerinden olan V. phlomoides, V. thapsiforme,
V. nigrum ve V. lychnitis’den izole edilen verbaskosaponin, luteolin 7-O-glukozit,
verbaskozit, spesiozit ve forsitozit B bilesikleri invitro ortamda sigan dalak lenfosit
hiicrelerinde 100pug/ml  konsantrasyonda antiproliferatif etki gosterdigi; disiik
konsantrasyonda (0.1pug/ml) ise verbaskozit, forsitozit ve spesiozit bilesiklerinin
proliferasyonu arttirdig1 goriilmiistiir. Bu nedenle immunomodulator etkili oldugu tespit
edilen bu bilesiklerin sitotoksik ve immunostimulan 6zelliklerinin incelenmesi i¢in daha

ileri ¢alismalarin yapilmasi gerektigi diistiniilmektedir (55).
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2.5.4 Sitotoksik ve Antitumor Etki

Brine shrimp yontemi ile yapilan calismada, (Artemia salina) yumurtalart ve
Radish (Raphanus sativus) tohumlar1 kullanilmis ve etanol, metanol, su ekstrelerinin
yiiksek konsantrasyonda boliinme ve biliylimeye etkisi incelenmistir. Sulu ekstreler
icinde dekoksiyonlarin inflizyonlara gore daha toksik oldugu ve diger tiim ekstrelere
gore daha fazla toksik bilesen igerdigi diisiiniilmektedir. Turp tohumlarinda tiim
ekstrelerin yiiksek dozda biliyiimeyi inhibe ettigi ve kok uzamasimi engelledigi
goriilmiistiir. Tohumun boliinmesinde ise Miillein ekstreleri 7500mg/L konsantrasyonda
inhibe edici etki gostermektedir. Diisiik dozlarda ise (1000mg/L) bu etki ¢ok azdir.
Diger ekstrelere gore etanollii ekstreler biiylime ve bdliinmeyi daha ¢ok inhibe
etmektedir. Saponozit standart testleri ise tohumun boéliinmesini Miillein ekstrelerine
gore daha az inhibe etmekte, kok biiylimesini ise inhibe etmemektedir. Yapilan
calismalarda Brine shrimp yumurtalarinda goriilen toksisite ile 9KB’da goriilen (insan
nasofaringel karsinoma ) sitotoksisite arasinda pozitif korelasyon oldugu bulunmustur.
Sitotoksik etki ekstrelerin 1000 mg/L gibi yiiksek dozunda gozlenmistir. Sulu
ekstrelerde ise dekoksiyonun infiizyondan daha toksik oldugu saptanmistir (8).

V. thapsus bitkisinden hazirlanan ve ticari olarak piyasada bulunan ¢ay, tablet ve
ciceklerinden elde edilen yagi ile bitkinin kapsiil ve yapraklarindan hazirlanan
metanollii, etanollii ve sulu ekstreleri kullanilarak antitumor etki incelenmistir. V.
thapsus’dan elde edilen tim ekstreler Agrobacterium tumefaciens enfekte edilmis
patates (Solanum tuberosum) plaklarinda antitiimor etki gostermistir. Ayrica yapilan
calismada genelde ticari triinlerde tiimor inhibisyon etkisinin daha az oldugu
saptanmistir (8).

V. sinaiticum yapraklariin etil asetat ve dietil eterli ekstrelerinden elde edilen 2
flavonolignan hidnokarpin ve yeni bir bilesik olan sinaitisin; 2 flavon: krisoeriol ve
luteolin bilesiklerinin doza bagli sitotoksik etkili olup sicangillere ait lenfositik
16semi’de P-388 hiicrelerine karsi inhibitor etki gosterdigi ve bu hiicreleri 6nemli 6l¢iide
baskiladig1 belirlenmistir. Hidnokarpinin insan 6 kanser hiicresine ve L-1210 sigan
hiicrelerine kars1 aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica bu flavonolignanlarin CF,
farelerinde “Ehrlich ascites” karsinomasinin biiylimesini engelledigi, antienflamatuar

ve hipolipidemik aktivite gosterdigi goriilmiistiir (22).
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2.5.5 Antihepatoma Etki

Kanada halk tibbinda iglerinde V. thapsus’un da bulundugu tedavi amacl
kullanilan 15 bitki Hep G2/C3A, SK-HEP-1, HA22T/VGH ile Hep3B ve PLC/PRF/5
gibi 5 insan karaciger kanser hiicre toplulugu kullanilarak antihepatoma aktivite
acisindan arastirilmistir. Tablo 8’de goriildiigli gibi ekstreden bu hiicre topluluklarindan
Hepatit B virlis genomu tasiyanlarin tasimayan hiicre topluluklarina gore farkli

etkilendikleri tespit edilmistir (56).

Tablo 8. V. thapsus sulu ekstresinin antihepatoma aktivite test sonuglari

HBV(-) hiicreler HBV(+) hiicreler
(ICs;) 2000ug/mL de %inhibisyon  Ortalama | (1Cs0) 2000ug/mbde 4 o o0
S %inhibisyon e
inhibisyon Inhibisyon
Hep HA22T/ (%) PLC/PRF/5 (%)
GYC3A  VGH | SK-HEP-1 Hep3B
V. thapsus 31.0 69.9 - 33.6 11.6 - 5.8+
2.5.6 Antiiilser Etki

Giirbiiz ve arkadaglar tarafindan 2005 yilinda halk arasinda mide agrisi, kalp
yanmas1 tedavilerinde kullanilan  ve igerisinde V.cherianthifolium Boiss var.
cheiranthifolium tiriiniin de oldugu 6 bitki tiirli lizerinde antiiilser etki taramasi
yapilmistir. Verbascum tlriiniin c¢iceklerinin sulu ekstresi ile c¢aligilmistir. Sonucta
calisilan bitkilerin oral olarak verilmesi sonucu si¢anlar iizerinde etanol indiiklemeli
gastrik llser modeline karst onemli gastrik koruma etkisi oldugu saptanmistir.
Verbascum tiirlerinde mevcut olan saponozitin, mukoza membran koruma, mide salgi

miktarini ve asit salinimini baskiladig diisiiniilmektedir (57).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 Bitkisel Materyal

Arastirma materyalini olusturan V. obtusifolium Hub.-Mor. bitkisi C4 Mersin,
Silitke’den Giilnar’a 11. km’de, 450 m ytiikseklikten 1 Temmuz 2004 tarihinde toprak

istii kisimlar1 ve ¢igekleri olmak tlizere ayr1 ayri toplandi ve uygun sartlarda kurutuldu.

Bitkinin herbaryum &rnegi Ankara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda

saklanmaktadir (AEF 23714).

3.1.2 Kullanilan Maddeler

Rimantadin Hidroklorit
(E)-5-(2-Bromovinly)-2'-Deoxyuridine
Madin-Darby Canine Kidney
Madin-Darby Bovine Kidney
Dulbecco’s Eagle Medyum
Fetal Calf Serum

Fetal Bovine Serum
Diklorometan

Metanol (HPLC)

Metanol

Asetonitril

HC1

Trifloroasetik asit

Mirsetin

Luteolin

Hoffman-La Roche Inc , Nutley , NJ , USA
Sigma Aldrich Chemie’den
Gibco BRL, Scotland , UK
Gibco BRL, Scotland , UK
Gibco BRL, Scotland , UK

Bio Whittaker Europe, Germany
Sigma

Akkimya

Merck

Akkimya

Merck

Merck

Fluka

Fluka

Fluka
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Kersetin

Kemferol

[zoramnetin

Morin

Etanol

TLC plak

Karboksi Metil Seliiloz
Formaldehit

Fetal Bovine Serum

3.1.3 Kullanilan Cihazlar
Rotavapor

HPLC

Su Banyosu

Ultrasonik Banyo
Kolon

Elektrikli Hassas Terazi
Etiv

Ph metre

Manyetik Karistirict
Spektrofotometre

Cekerocak

Fluka

Fluka

Fluka

Riedel de haen
Merck

Merck

Sigma

Merck

BioChrom/ Germany

Rotar TVP 200

Agilent 1100 Series

Elektro-mag

Bandelin Sonorex (Almanya)

C18Symmetry Kolon, (150mmx 3.9 Mm, [.D 5um)
Denver Instrument 040111 M

Memmert RS 232

Mettler Toledo

Velp Scientifica

Perkin Elmer

Nurgaz
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3.2 Yontem

3.2.1 Fitokimyasal Calismalar

3.2.1.1 Ekstraksiyon

Toprak tistii kismi: A¢ik havada ve golgede kurutulan toprak iistii kisimlari toz

haline getirildikten sonra (700 g) diklorometan ile masere edildi. 40°C’yi gegmeyen
sicaklikta su banyosu tizerinde 1sitilarak karistiric1 yardimiyla 2 saat siireyle karistirildi.
1 haftalik maserasyonun ardindan diklorometanli ekstre siiziildii. Ekstraksiyon ayni
miktar solvan ile ayn1 sartlarda iki kez tekrarlandi. Birlestirilen diklorometan ekstreleri
algak basing altinda kuruluga kadar uguruldu. Metanollii ekstraksiyona gegmeden bitki
kurutularak c¢o6ziiciiniin tamamen u¢masi saglandi. Ayni islemler metanol ile de
tekrarlandi. Elde edilen ekstre miktarlari ve % verim asagida goriilmektedir.

Diklorometan ekstrakti: 18 g, % verim 2.5

Metanol ekstrakti: 53.34 g, % verim 7.62

Kaliks: Acik havada ve golgede kurutulan kaliks toz haline geldikten sonra (84
g) metanol ile masere edildi. 40°C’yi gegmeyen sicaklikta su banyosu lizerinde 1sitilarak
karigtirict yardimiyla 2 saat siireyle karigtirildi. 1 haftalik maserasyonun ardindan
metanollii ekstre siiziildii. Ekstraksiyon ayni miktar solvan ile aym sartlarda iki kez
tekrarlandi. Birlestirilen metanol ekstreleri algak basing altinda kuruyana kadar
ucuruldu.

Kaliks metanol ekstrakti: 33.46 g, % verim 39.8

3.2.1.2 Ekstrelerin Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisi (YBSK) ile Kalitatif ve
Kantitatif Analizi

V. obtusifolium’un toprak istii ve kaliksinden hazirlanan metanollii esktreler
flavonoit igerikleri ac¢isindan YBSK yontemi kullanilarak incelenmistir. Analizlerde
mirsetin, luteolin, kersetin, kemferol ve izoramnetin flavonoitleri standart olarak
kullanilmistir. Calisma sirasinda kullanilan YBSK kosullar1 ise asagida belirtildigi
gibidir (58).
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HPLC cihazi: Agilent 1100 Series
Kolon: C 18 Symmetry kolon, (150mmX 3.9 mm, [.D S5um)
Coziicli: Gradient uygulanmigtir
%15 Asetonitril/Su (A) pH: 2.5 (trifloroasetik asit ile)
%35 Asetonitril/Su (B) pH: 2.5 (trifloroasetik asit ile)
Mobil faz akis hizi: 1ml/dak
Pompa : G1311 A
Degasser: G1379 A
Detektor: UV-370 nm, luteolin i¢in 349 nm
Enjeksiyon hacmi: 20ul

Tablo 9. Gradient yonteme gdre mobil faz degisimi

Zaman (dk) %A %B
0 100 0
20 0 100
30 0 100

YBSK Analizlerinde Kullanilan Ekstrelerin Hazirlanmasi

Ekstraksiyon kisminda belirtildigi sekilde hazirlanan ekstreler aglikonlarin

serbest hale ge¢mesi i¢in hidroliz edilmistir. Hidroliz i¢in, Hertog ve arkadaglarinin

flavonoit glikozitlerinin hidrolizi icin asidik sartlar1 optimize ettikleri yontemden

yararlanilmistir (59). V. obtusifolium bitkisinin toprak iistii ve ¢igek metanol ekstreleri

0.5’er g tartildi ve 250 mL’lik balonlara konuldu. 40 mL % 62.5’luk sulu metanol ilave
edildi. Daha sonra 6M HCI’ den 10 mL ilave edildi. Béylece karisim 1.2 M HCI igeren

% 50’ lik sulu metanol haline doniistii. Daha sonra 2 saat 90°C su banyosunda geri

ceviren sogutucu ile isitildi. Sistem agilmadan balonlar arasira karistirildi. Balon

sogutulduktan sonra 100 mL’lik balon jojeye kantitatif olarak aktarildi ve MeOH ile

hacim tamamlandi, balon jojeler ultrasonik banyoda 5 dk tutuldu. Ekstreler 0.45 um’lik

filtrelerden geg¢irilerek YBSK’na enjeksiyon yapildi.
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Standartlar Karistminin Hazirlanmasi

Analizlerde kullanilacak standart maddelerden 5’er mg tartilmis ve ayri ayri 10
ml’lik balon jojelerde hidroliz i¢in kullanilan ¢oziiciiler ile hacim tamamlanmistir.
Bunlarin her biri ayr1 ayr1 1ml alinip tekrar 10 ml’lik balon jojede hacim tamamlanarak
seyreltilmis ve bunlardan alinan 0.5 ml, 1 ml, 1.5 ml, 2 mI’lik 4 farkli konsantrasyonda
standart karisimi hazirlanmistir. Bu karisim hazirlanirken internal standart olarak her

konsantrasyon i¢in sabit olmak iizere morin (0.5 ml) ilave edilmistir.

Internal Standartin Hazirlanmasi

5 mg morin 10 ml’lik balon jojede ¢oziilerek hacim tamamlanmis ve bu
cOzeltiden 4 ml alip tekrar 10 ml’ye seyreltilmistir. Son hazirlanan bu stok ¢ozeltiden

0.5’er ml alinarak standartlar karisim serilerine sabit miktarda ilave edilmistir.

Bu durumda son konsantrasyonlar asagidaki gibidir;
0.0025 mg/ml=2.5 ppm

0.005 mg/ml=5 ppm

0.0075 mg/ml=7.5 ppm

0.01 mg/ml=10 ppm

Sekil 19: Morin internal standartinin kimyasal formiilii
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3.2.2 Biyoaktivite Calismalari

3.2.2.1 Antioksidan Etki

2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Testi

DPPH testi; bitkiden elde edilen ekstrenin serbest radikal siipiiriicli etkisinin
degerlendirilmesi i¢in kullanilan hizli sonug veren bir yontemdir. Mor renkli kararl bir
serbest radikal olan 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil’in (DPPH) indirgenerek sar1 renkli
difenilpikrilhidrazin’e doniismesi esasina dayanir.

Ince tabaka plaklarma piiskiirtiildiigii zaman antioksidan bilesik varliginda mor zemin
tizerinde sar1 leke seklinde gozlemlenir (60).

Ekstrenin Img/ml ¢ozeltisinden 2l wiretrol II mikropipeti kullanilarak silika jel

plakalara uyguland1 ve % 0.2°lik DPPH (etanolde) ¢ozeltisi piiskiirtiilerek 20°C’de

bekletildi ve piiskiirtmeden sonra 30 dk i¢inde goézlemlendi.

Lipozom Kullanilarak Yapilan Tiyobarbitiirik (TBA) Asit Testi

TBA testi; lipozomlarin lipid peroksidasyonundan korunmasinda bilesiklerin
etkinliginin degerlendirilmesi amaciyla kullanilan invitro antioksidan aktivite testidir ve
lipozomun lipid peroksidasyonu tayin edilerek yapilir. TBA reaksiyonu, bircok
membran sisteminin peroksidasyonu sonucunda az miktarda serbest malonaldehitin
(MDA) olusumuna sebep olmasina dayanir. MDA’nin bir molekiilli TBA’nin 2
molekiilii ile reaksiyona girerek asidik ortamda 532 nm’de 15181 absorbe eden renkli bir
iriin verir ve bu iriin organik c¢oziiciilerle kolaylikla ekstrakte edilir. Boylece
spektrofotometre ile Olgiiliir. Isigin  yogunlugu MDA konsantrasyonunu verir.
Absorbans 532 nm’de Perkin Elmer Lambda 40 UV — Vis spektrofotometresinde
Olciiliir. Karigima herhangi bir antioksidanin karistirilmast peroksidasyonun devam
etmesini engeller. Boylece renk olusumu ve absorbans azalir (60).

V. obtusifolium metanollii ve DCM’l1 ekstreler fosfat-buffer tuzunda (Smg/ml)
test edildi. Orneklerin peroksidasyonu 0.1 mL FeCl; (1 mM) ve 0.1 mL askorbik asit (1
mM) ilavesi ile 37 °C’de 20 dakika inkiibe edilerek saglandi. Iyi bilinen bir antioksidan
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olan askorbik asit ayni zamanda demir, bakir gibi belirli iletken metal iyonlarinin
varhiginda prooksidan oOzelligine sahiptir. Bu nedenle TBA testi boyunca lipid
peroksidasyonunu Onlemek ic¢in etanolde 2.6-ditertbiitil-4-metilfenol (BHT) eklendi.
0.02 mg/mL den 6.4x10° mg/mL arasinda degisen propil gallat'm 7 farkli
konsantrasyonu pozitif kontrol olarak kullanildi. Deneyler her bir ekstre i¢in 4 kez
tekrarlandi. Lipid peroksidasyonunun % inhibisyonu, inhibitdr konulmamis reaksiyon
karisiminin absorbansi ile, igerisine test ekstresi konulmus reaksiyon karigiminin
absorbansinin kiyaslanmasi ile degerlendirilir.
Tek basina ekstrenin ve lipozomun absorbansi dikkate alinarak agagidaki sekilde
hesaplandi.
(FRM-B)-(ET-B-EA)
% inhibisyon = 100 x

(FRM-B)
FRM: Tiim reaksiyon karisiminin absorbansi (lipozom + demir kaynagi + test
maddesinin bulunmadigi ¢oziicii)
B: K6r karigiminin (yalnizca lipozomun bulundugu) absorbansi
ET: Test maddesinin i¢inde bulundugu toplam karigimin absorbansi
EA: Yalnizca ekstrenin bulundugu karigimin absorbansi
V. obtusifolium’un diklorometan ve metanol ekstrelerinin inhibitér konsantrasyonunun

yarist (ICsp) lincer regresyon analizleri PRISM software’i kullanilarak hesaplandi.
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3.2.2.2 Antimikrobiyal Etki

3.2.2.2.1 Antibakteriyel Etki

Antibakteriyel etki calismasinda V. obtusifolium Dbitkisinin toprakiistii
kisimlarindan hazirlanmis diklorometan ve metanol ekstresi ile kaliksten hazirlanmis
metanollii ekstre kullanilmustir. Testlerde Mersin  Universitesi Tip  Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali ve Kiiltiir Kolleksiyonlari, Endiistriyel Mikrobiyoloji ve
Biyoteknoloji Dernegi (KUKEM)’ den saglanan bakterilerden yararlanilmis ve

makrodiliisyon yontemi uygulanmistir. Kullanilan bakteriler;

Gram (-) bakteriler
Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Gram (+) bakteriler

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212 ve
Bacillus subtilis ATCC 6633 kullanildu.

Makrodiliisyon Yontemi:

Yontemde degerlendirilecek ekstrelerin “The National Committee for Clinical
Laboratory Standarts” (NCCLS) de belirtilen sekilde seri diliisyonlar1 yapildi (Tablo 10)
(61). Konsantrasyon oranlar1 160-5120 pg/mL olacak sekilde hazirlandi.
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Tablo 10. NCCLS’de belirtilen, seri sivi diliisyon duyarlilik testlerinde kullanilan ekstrelerin sulandirma

semasl.
b

Adim  Konsantrasyon Kaynak Hacim® Efcli\iHB igﬁsan trasyon Log,
1 5120 pg/mL Stok 1 mL 9 mL 512 pg/mL 9
2 512 Adim 1 1 1 256 8
3 512 Adim 1 1 3 128 7
4 512 Adim 1 1 7 64 6
5 64 Adim 4 1 1 32 5
6 64 Adim 4 1 3 16 4
7 64 Adim 4 1 7 8 3
8 8 Adim 7 1 1 4 2
9 8 Adim 7 1 3 2 1
10 8 Adim 7 1 7 1 0
11 1 Adim10 1 1 0.5 -1
12 1 Adim10 1 3 0.25 -2
13 1 Adim10 1 7 0.125 -3

Kisaltmalar: a: segilecek hacimler, yapilacak test sayisina bagli olarak bu rakamlarn herhangi bir kati
olabilir.b: CAMHB, katyonu ayarlanmig Mueller-Hinton buyyon. Katyon ayarlama, eger gerekliyse bu
adimdan 6nce yapulir.

0.0512 g ekstre 10 ml’lik balon jojede diklorometan ekstreleri diklorometan ile,
metanol ekstreleri ise % 10’luk DMSO ¢ozeltisi ile ¢ozilerek en yliksek
konsantrasyonlar hazirlandi. Daha sonra Tablo 10°da gosterildigi gibi seri sulandirmalar
yapildi. Bir gecelik bakteri Kkiiltiirlerinden 0.5 Macfarland bulanikliginda bakteri
siispansiyonu hazirlanarak 1/100 oraninda serum fizyolojik ile diliie edildi. Daha sonra
tiiplere 0.5 ml ekstre ve iizerine 0.5 ml bakteri siispansiyonu dagitildi. Tiiplerde bakteri
son yogunlugu 5x10° cfu/ml olacak sekilde yapildi. 18-24 saat 35 °C’de etiivde
inkiibasyondan sonra tiiplerde bulaniklik olup olmadig1 degerlendirildi. Inkiibasyon
siiresinin sonunda kati besiyerlerine pasajlar yapilarak minimal bakterisidal
konsantrasyon (MBC) ve minimal inhibisyon konsantrasyon (MIC) degerleri tayin
edildi. Minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri bulanikligin goériilmedigi en diisiik

konsantrasyon degeri olarak belirlendi.
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3.2.2.2.2 Antiviral Etki

Bovine Herpes Virus Tip-1 (BHV-1)’e Karsi1 Antiviral Etki

Calismalarda Ankara Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi kaynakli Bovine Herpes

Virus Tip-1 (BHV-1) viriistiniin Cooper standart susu kullanilmastir.

Viriisiin log;o Tabanina Gore Sulandirilarak Hazirlanmasi

100DKIDsg’s1 bilinen BHV-1 viriisiiniin Cooper susu log;o tabanina gore 1x107!
den 1x10°® araligina kadar sulandirildi.

Her bir dilisyondan 4’er goze 200’er pl inokule edildi ve 1 saatlik
adsorbsiyondan sonra ekstreler eklendi. Viriis kontrole ise sadece normal CMC eklendi

ve etiive kaldirildi.
Plak Rediiksiyon Testi ile Antiviral Etkinin Tayini

Viriisler %10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve antibiyotik iceren DMEM ile kiiltiire
edilen MDBK hiicrelerinde iiretildi ve infektivitesi Reed-Muench yontemine gore tespit
edildi. Biitiin uygulamalarda hiicreler 37 °C’de, nemli, %5 CO; iceren ortamda inkiibe

edildi.

Test Fkstrelerinin Hazirlanmasi

Test icin, V. obtusifolium bitkisinden elde edilen diklorometanli ve metanollii ekstreler 1

g/ml konsantrasyonda olmak iizere hazirland.

Ekstrelerin ~ Seyreltilmesinde =~ Kullanilan ~ Carboxy-Methyl-Cellulose ~ (CMC)
Hazirlanmasi: 12.8 g CMC ve 0.6 g Na-bikarbonat tartilarak 200 ml distile suyla
manyetik karistiricida ¢oziinlinceye kadar yaklasik 2 saat karistirildi. Coziindiikten
sonra 200 ml 2xDMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ortama konarak
manyetik karigtiricida karistirilmaya devam edildi ve iyice ¢oziindiikten sonra elde

edilen %4’lik CMC testte kullanildi.
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0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
T > > 0> >

0.5mlBHV-1 __,

Cooper I 4 45ml

Dmem Eagle

Sekil 20. Viriislerin seri seyreltilme islemi

Ekstrelerin Seyreltilmesi

24 gozli pleytde Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) hiicre monolayerleri {izerine
100DKIDsy oraninda sulandirilan Bovine Herpes Virus Tip-1 (BHV-1) 200’er pl
hacimde eklenerek karbondioksit etiiviinde bir saat siireyle inkiibe edildi. Ekstrelerin (1
g/ml konsantrasyonda) serumsuz DMEM ile 1/10’luk dilisyonu hazirlandi. Bu amagla
2.7 ml DMEM izerine 0.2 nm capli membran filtreden gegirilerek steril edilen
ekstreden 0.3 ml ilave edildi (100 mg/ml madde). Ekstrelerin 10""e kadar 10 kath
diliisyonlar1 yapildi. Sekil 21°de goriildiigii bicimde biitiin tiiplere 2.7 ml DMEM
eklendi. Daha sonra birinci tiipe 0.3 ml stok ekstre ¢ozeltisinden ilave edildi, kondu ve
vorteksde karistirildi. Buradan ikinci tiipe 0.3 ml aktarilarak karistirildi ve bu sekilde
diger tiipler de seri sulandirildi. Boylece asagida formiile edildigi gibi stok ¢ozeltinin 10

katli sulandirmasi hazirlanmis oldu.

0.3 03 03 03 03 03 03 03 03 03
T 0y 0O 0 0% 0% 0 0y 0> 0

0.3 ml stok
—>

—

2.7 ml DMEM

Sekil 21. Ekstrelerin seri seyreltilme islemi
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—

tiip= 10"'= 100 mg/ml (stok)
tiip= 10 =10 mg/ml

tiip= 10~ =1 mg/ml

tiip= 10™* =100 pg/ml

tiip= 10" =10 pg/ml
tiip=10° =1 pg/ml

tiip= 107 =100 ng/ml

tiip= 10" =10 ng/ml

o ® N v bk wN

tiip= 10" =1 ng/ml

—_
=]

. tiip= 10" =100 pg/ml

—
—

. tiip= 10" =10 pg/ml
Inkubasyonunu tamamlayan viriis ile enfekte plate gozlerine ekstre

sulandirmalarindan dagitildi ve sistem ileri inkubasyona alindu.

Sitotoksisite Testi

Caligmalarin bu basamaginda; antiviral aktivite deneylerinde kullanilacak olan
mikroskobik hiicre kiiltiirlerinde metanollii ve diklorometanl bitki ekstrelerinin toksik
etki gostermedigi ekstre dillisyon orani belirlendi. MDBK hiicrelerinde bitki
ekstrelerinin  degisik konsantrasyonlar1 inkiibe edildi. Hiicrelerdeki morfolojik
degisimler 48. saatte gozlendi. Non-toksik ekstre konsantrasyonu; hiicre morfolojisinde
belirgin degisiklige neden olmayan en yiiksek ekstre konsantrasyonu olarak tanimlandi.
Sitotoksisite bulgular1 sonucunda antiviral aktivite calismast i¢in toksik etkinin
goriilmedigi en yliksek konsantrasyondaki ekstrelerin kullanilmasina karar verildi.

Her ekstre icin bir plate kullanildi. MDBK hiicrelerinin 24 saatlik monolayerleri
farkl diliisyonlarda hazirlanan BHV-1 Cooper susu ile 0.2 ml (200 pl) hacimde infekte
edildi ve 37 °C’de 1 saat viriis adsorbsiyona birakildi. Toksik olmayan 1 mg/ml’lik
konsantrasyonda bitki ekstresi CMC ile sulandirilarak hazirlandi. Viriisiin bir saatlik
absorbsiyon peryodundan sonra hiicre iizerine taze ekstre sulandirmalarinin 1 mg/ml’lik
cozeltisinden 1’er ml kondu. Plateler uzunlamasina 2 ye ayrildi yarisina ekstre
sulandirmasi diger yarisina da sadece normal CMC ¢dzeltisi konuldu. Deneylerde viriis

ve hiicre kontrolleri kullanild1 (Sekil 22). Platelerde 37 “C’de, nemli, %5 CO; iceren
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etiivde en az 5 giin inkube edildi. CPE’ler (Cytopathogenic effect) mikroskobik olarak
her giin gozlendi. Viriislin sitopatik etkisi ile meydana gelen plaklarin daha 1iyi
gorlinmesi i¢in tespit islemi uygulandi. Testin sonunda hiicrelerin tespit islemi icin
platelerdeki kuyucuklarin her birinin iizerine 1 ml formaldehit eklendi. 1 saat
bekletilerek tespit islemi yapildi. Tespit sonunda formaldehit ¢esme suyu ile yikanarak
uzaklastirildi. Plateler kuruyuncaya kadar 37 °C’deki etiivde bekletildi. Plaklarin daha
iyl goriinmesi i¢in platelerin kuyucuklarina %1°lik Kristal Viole’den 1’er ml ilave
edilerek boyandi. Yarim saat bekletildikten sonra boyalar dokiilerek yavas akan ¢cesme
suyu ile yikama islemi yapildi. Plateler kurutma kagidina vurularak kurutuldu. Ekstre ile
muamele edilmis ve muamele edilmemis kiiltiirlerdeki viriis plaklar1 invert mikroskopta

veya gozle sayildi (12, 45, 46, 47).
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Ekstrenin CMC’de hazirlanan

toksik olmayan konsantrasyonu

(Ekstreli CMC)

viris kontrol

Sekil 22. Plate’lerin genel goriiniisii ve platelere uygulanan diliisyon miktarlari
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Avian influenza, Human influenza, Herpes simplex-1 ve Herpes simplex-2

Viriislerine Karsi1 Antiviral Etki

Test

Avian  Influenza viriis A/Chicken/Germany/27 sus Weybridge (H7N7)
(A/Weybridge) ve Human Influenza viriisii A/Aichi/2/68 (H3N2) (A/Aichi) 11 giinliik
fertil tavuk yumurtasinda biiyiitiildii ve allantoik siv1 viriis inokulumu olarak kullanildi.
Viriis infeksiyon titre araligi 10°-107 TCIDs¢/ml (% 50 doku kiiltiirii infeksiyon
dozu/ml) ve hemoglutinasyon (HA) titre araligi da 1024-2048’dir. Herpes simplex virls
tip I DA (HSV-I) susu ve tip 2 Bja (HSV-2) susu MDBK hiicrelerinde pasajland,
bunlarin enfeksiyon titresi 10°3-10" TCIDs¢/ml araligiin iizerindedir. Viriis stoklart -
80°C’de saklanmistir.Bu suslar Sofia Bulgaristan Bilim Akademisi Mikrobiyoloji
Enstitiisii koleksiyonu kaynaklidir.

Ekstrelerin Hazirlanmasi

Ekstreler uygunluklarina goére % 10’luk dimetilsiilfoksit (DMSO) ile yada
diklorometan (DCM) ile ¢oziildii. Deneyler i¢in ex tempore hiicre kiiltiir ortaminda ya 2

yada 4 kat seyreltildi.

Hiicreler ve Besivyeri

MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) ve MDBK (Madin-Darby Bovine
Kidney) hiicreleri Dulbecco’s Eagle ortaminda (Gibco BRL, Scotland , UK) pasajlandi
ve %5 fetal calf serumu (FCS) (Bio Whittaker Europe, Germany) ve 100 IU/ml
benzilpenisilin ve 100 pg/ml streptomisin antibiyotikleri eklendi; hiicre kiiltiirleri

37°C’de % 5 CO, varliginda monolayer formasyonlari olusuncaya kadar yetistirildi.

Antiviral testlerde % 0.5 FCS eklendi.
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Toksisite Testi

96 bolmeli plastik platelerde MDCK ve MBDK hiicre monolayerleri biiylime
ortaminda 4 kat seyreltilmis bitki ekstreleri ile inkiibe edilip inkiibasyonun 24, 48 ve 72
saatlerinde hiicre morfolojindeki degisiklikler ve yasama kabiliyetleri mikroskobik
olarak gozlendi. Sitopatik etki (CPE) invert mikroskop altinda belirlendi.

Sonug¢ 0 =0 %CPE, Sonu¢ 1 =0-25%CPE, Sonu¢ 2 =25-50 %CPE, Sonu¢ 3 =50-
75%CPE, Sonug 4 =75-100%CPE

%50 CPE (TCsp)’ye neden olan diliisyon belirlendi.
Antiviral etki 2 yontemle yapildi. “Cytopathogenic effect (CPE) reduction” testi ve
“%350 end point titration technique” (EPTT) testi;

“Cytopathogenic Effect (CPE) Reduction” Testi

Antiviral etki viral biiyliimenin multicycle deneylerinde ¢alisildi. Viriis kaynakli
CPE, viriislerin yeniden iiremesi icin 6l¢ii olarak kullanildi. 96 gozlii platelerde 4 kath
monolayerler, 2 kat (2X) ilag iceren ortam (0.1 ml) ve esit hacimde viriis siispansiyonu
(100 TCIDs¢/ml) ile kaplandi. Virilisiin olusturdugu CPE, yukarida belirtildigi gibi
37°C’de inkiibe edildikten sonra 48-72 saat sonunda belirlendi. Viriis kontrolii ile ilgili
%50 (ECsyo) CPE’yi azaltan konsantrasyon (viriis infekte edilmis kontrol hiicrelerine
kiyasla) grafiklerden yararlanilarak belirlendi. TCso/ECsy oran1 kullanilarak secici

indeks (SI) ile saptand1. SI > 4 olmasi, anlamli se¢ici inhibisyon olarak degerlendirildi.

“%350 End Point Titration Technique” (EPTT) ile Yapilan Test

Vanden Berghe et.al (1986)’e gore uygulandi. 96 gozlii mikrotitre platelerde 4
kat monolayerler, 10 kat seyreltilmis viriis siispansiyonun 0.05 ml’si ile enfekte
edildikten sonra doku kiiltiirii ortaminda (0.05 ml) ¢ift katli seri sulandirma hazirlandi,
kiiltiirler 37°C’de inkiibe edilerek CPE i¢in mikroskopta giinliik olarak incelendi. CPE
yukarida tanimlandig1 gibi hesaplandi (62, 63).
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Antiviral aktivite kontrol ve ekstre uygulanan viriisler arasindaki farka goére saptandi.
Farkliliklarin istatistiksel anlamliligi Student-t testi ile degerlendirildi. %90 etkili
konsantrasyon (ECy) ise viriis enfeksiyon titresinin 1 log TCIDgy/ml rediiksiyonuna
sebep olan doz olarak saptandi.

Pozitif kontrol olarak, antiinfluenza ilact Rimantadin hidrokloriir ve antiherpetik ilag

olarak da BVDU ((E)-5-(2-bromovmil)-2'-deoksioridin) kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1 Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisi (YBSK) ile Kalitatif ve Kantitatif Analiz

Sonuclari

V.obtusifolium’un toprakiistii kismi1 ve kaliksinden deneysel kisimda belirtilen
sekilde hazirlanan metanollii ekstreler flavonoit bilesimleri acisindan Yiiksek Basinglhi
Sivi Kromatografisi (YBSK) ile analiz edilmistir. Analiz 6ncesi ekstrede bulunan
flavonoit glikozitlerinin hidroliz islemi yapilmig ve hidroliz edilen ekstreler belli hacme
tamamlanmistir. Kalitatif analiz i¢in standart flavonoitler olarak mirsetin, luteolol,
kersetol, kemferol ve izoramnetin kullanilmistir. Ekstrelerde bulunan flavonoitler
standart flavonoitlerin retansiyon zamanlari ile ve standart ilavesi yontemi kullanilarak
belirlenmistir.

Kantitatif tayin icin internal standart ydnteminden yararlanilmistir. Internal
standart olarak ekstrelerde bulunmayan bir flavonoit olan morin kullanilmistir. Hem
ekstrelere hem de standart olarak kullanilan flavonoit ¢ozeltilerinin diliisyonlarina
internal standart stok ¢ozeltisinden sabit miktarda ilave edilmistir. Standartlarin farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢dzeltilerinin analizleri sonucu her bilesik igin
kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve regresyon denklemi hesaplanmistir (Kalibrasyon egrisi 1-
4). Ekstrelerde bulunan flavonoitlerin miktar tayinleri ilgili standartin kalibrasyon
denklemlerinden yararlanilarak ve kromatogramlardaki pik alanlarinin konsantrasyon
ile olan iliskisiden hareketle yapilmistir. Ekstrelere ait kromatogramlar, standart ilavesi

ile elde edilen kromatogramlar, kromatogramlarl-4’de goriilmektedir.
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VWD1 A, Wav elength=370 nm (BASAK\01050628.D)

Norm. |

80 —

60 —

Rt=12.028 mirsetin, Rt=13.978 morin, Rt=16.182 luteolol,Rt= 20.668 kemferol,
Rt=21.618 izoramnetin

Kromatogram 1. V. obtusifolium toprakiistii metanol ekstresinin YBSK kromatogrami

VWD1 A, Wavelength=370 nm (BASAK\01050644.D)

Norm.
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Kromatogram 2. Mirsetin standardinin YBSK kromatogrami
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VWD1 A, Wav elength=370 nm (BASAK\01050643.D)
Norm.
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Kromatogram 3. Morin standardinin YBSK kromatogrami

VWD1 A, Wav elength=370 nm (BASAK\01050641.D)
Norm. |
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Kromatogram 4. Luteolol standardinin YBSK kromatogrami
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VWD1 A, Wav elength=370 nm (BASAK\01050638.D)
Norm.

Kromatogram 5. Kemferol standardinin YBSK kromatogrami

VWD1 A, Wav elength=370 nm (BASAK\01050640.D)
Norm.
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Kromatogram 6. izoramnetin standardinin YBSK kromatogrami
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VWD1 A, Wav elength=370 nm (BASAK\01050652.D)

Norm. )
B E
200+
150 +

Kromatogram 7. V. obtusifolium toprakiistii ekstresi + luteolol standartinin
YBSK kromatogrami

VWD1 A, Wav elength=370 nm (BASAK\01050648.D)
Norm.

41.760

160

140

120

21.361

100

80

60—

40—

20

Kromatogram 8. V. obtusifolium toprakiistii metanol ekstresi + mirsetin + izoramnetin
standartlarinin YBSK kromatogrami
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VWD1 A, Wav elength=370 nm (BASAK\01050649.D)
Norm. |

878

200+

150

7.039

100

2‘5 % 7‘5 1‘0 12‘45 1‘5 17‘ 5 2‘0 22‘ 5 mil
Kromatogram 9. V. obtusifolium toprakiistii metanol ekstresi + kemferol
standartinin YBSK  kromatogrami
VWD1 A, Wav elength=370 nm (BASAK\01050636.D)
Norm. | 5
] 5
25
20—
15—
10+
s
o]
E % 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5 3‘0

Rt=12.123 mirsetin, 16.274 luteolol, Rt=20.793 kemferol, Rt=21.737 izoramnetin

Kromatogram 10: V.obtusifolium kaliksin metanol ekstresinin YBSK kromatogrami
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Mirsetin

Mirsetin, VWD1 A
Area Ratio = 1.77148115*AmtRatio -0.0307204

Area Ratio | Re|. Reso6(2): -2.019
1.75-

1.5

=

N

ul
|

I

o
~
o

o
O
a o

0+ Correlation: 0.99851
‘ T T T T ‘ "

0 0.5 Amount Rati

y=1.77148x-3.07204¢™

Kalibrasyon egrisi 1. Mirsetinin kimyasal formiilii, kalibrasyon egrisi ve regresyon
denklemi
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R; Ry R3=H Luteolin

Luteolin

Area Ratio |
1.6

1.4 -
12

0.2 E Correlation:0.99896
Py
0 0.5 1
Amount Ratio

T il T T T

y=1.64928x-1.46653¢™

Kalibrasyon egrisi 2: Luteololiin kimyasal formiilii, kalibrasyon egrisi ve
regresyon denklemi
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Kemferol, VWD1 A
Area Ratio = 2.02512451*AmtRatio +0.1021119
Area Ratio | pe| Res%(2): 10.968
2
1.5
1-
0.5
0 a Correlation: 0.99304
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y=2.02512x+1.022112¢™

Kalibrasyon egrisi 3: Kemferoliin kimyasal formiilii, kalibrasyon egrisi ve
regresyon denklemi
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|zoramnetin, VWD1 A
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Kalibrasyon egrisi 4: izoramnetinin kimyasal formiilii, kalibrasyon egrisi ve
regresyon denklemi
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Ekstrelerde bulundugu saptanan flavonoitlerin % miktarlari, 3’er kez yapilan
enjeksiyonlar sonucu, tanimlayici istatistikler SPSS 11.5 paket programinda
hesaplanarak ortalama + standart hata cinsinden Tablo 11°de verilmistir. Sonuglar
incelendiginde toprak iistii kismin major bileseninin kemferol, kaliks kisminin major

bilesinin ise luteolol oldugu gortilmiistiir

Tablo 11. V. obtusifolium toprak {istii ve kaliks metanol ekstrelerinde bulunan flavonoitlerin

% miktarlar1

Toprak iistii kisim Kaliks
Mirsetin 0.070267+0.0004807 0.034267+0.0007424
Luteolol 0.071667+0.0002906 0.428867+0.0007055
Kemferol 0.22433340.0019641 0.059867+0.0017676
izoramnetin 0.023667+0.0014438 0.185933+0.0032049

4.2 Antioksidan Etki Calismasinin Sonuclari

V. obtusifolium’dan hazirlanan toprakiistii kismin diklorometanli ve metanollii
ekstreleri ile ¢igeklerinin metanollii ekstresine DPPH (2,2-difenil-1-1pikrilhidrazil) testi
uygulanmistir. Deneye iliskin kromatogramda diklorometan ekstrelerinin etkili
olmadigi, metanol ekstrelerinde ise antioksidan etkinin bulundugu gozlenmistir (Sekil
23). Tiyobarbitiirik asit testinde ise pozitif kontrol olarak kullanilan propil gallat’in ICsg
0.05 degeri ile ekstreler karsilagtirildiginda V. obtusifolium toprakiistii kisminin metanol
ekstresi yliksek etki, ¢icek metanol ekstresi ise belirgin etki gostermistir. DCM ekstresi

ise antioksidan etki gostermemistir.

Tablo 12. V. obtusifolium ekstreleri iizerinde tiyobarbitiirik asit testi ile yapilan antioksidan etki

sonuglari
V.obtusifolium ICs0 mg/mi
Toprakiistii kistm metanol ekstresi 0.11
Cicek metanol ekstresi 1.86
Propil gallat (Pozitif kontrol) 0.05
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Sekil 23. V. obtusifolium toprakiistii ve ¢icek ekstrelerinin DPPH testi ile yapilan antioksidan etki testine
ait ince tabaka kromatogrami
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Sekil 24.’de 2 TBA molekiilii ile 1 MDA molekiiliiniin reaksiyonu goriilmektedir.
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Sekil 24. MDA ile tiyobarbitiirik asitin reaksiyonu

4.3 Antimikrobiyal Etki Sonuc¢lar:

4.3.1 Antibakteriyel Etki Sonug¢lari

V. obtusifolium toprakiistli kistmlarinin diklorometanli ve metanollii ekstreleri ile
ciceklerinin metanollii ekstreleri kullanilarak yapilan antibakteriyel etki test sonuglar
Tablo 13’de goriilmektedir. Bitkinin diklorometan ekstresi Gram (+) bakterilerden E.
faecalis’e 2560 pg/ml inhibitor etki gosterirken ayni ekstre 5120 pg/ml konsantrasyonda
bakterisidal etki gostermistir. Diklorometan ekstresi 5120 pg/ml E.coli ve S.aureus
bakterilerinin ¢ogalmasini inhibe etmistir. V.obtusifolium metanol ekstresi ise sadece
S.aureus’a karst inhibitor ve bakterisidal etki gostermistir (MIC 5120, MBC 5120)
V.obtusifolium cigek metanol ekstresi, 5120 konsantrasyonda ise hem B. subtilis’e hem
de E.coli ye inhibitor etki gdstermistir. Minimum bakterisidal konsantrasyonlarda ise
sadece S. aureus 5120 diliisyonda etkili oldugu gozlenmistir.

Sonug olarak toprakiistii kismin metanol ekstresi S. aureus’a karst en fazla etkiyi
gostermektedir. Diklorometan ekstresi ise MIC agisindan 3 bakteriye etkili iken MBC
acisindan sadece E. faecalis iizerine etkilidir. Cicek metanol ekstresi ise B. subtilis’e en

etkili goriilmektedir.
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Tablo 13. V. obtusifolium antibakteriyel etki ¢calismasinda kullanilan mikroorganizmalar ve elde edilen
test sonuglart

MIC degerleri

E. coli P. aeruginosa S. aureus E. faecalis  B. subtilis

Toprakiistii kisim metanol ekstresi - - 5120 - -
Toprakiistii kisim diklorometan ekstresi 5120 - 5120 2560 -
Cicek metanol ekstresi 5120 - - - 5120

MBC degerleri

E. coli P. aeruginosa S. aureus E. faecalis B. subtilis
Toprakiistii kisim metanol ekstresi - - 5120 - -
Toprakiistii kisim diklorometan ekstresi - - - 5120 -
Cicek metanol ekstresi - - - - 5120

4.3.2 Antiviral Etki Sonuclari

V. obtusifolium’dan hazirlanan ekstrelerin Avian influenza (A/Weybridge
(H7N7)), Human influenza (A/Aichi (H3N2)), Herpes simplex-1 ve Herpes simplex-2
viriislerine karsi gosterdigi antiviral etki sonuglart Tablo 14 ve Tablo 15°de
gosterilmistir. Buna gore V. obtusifolium diklorometan ekstresinin HSV-1 (SI degeri
20.0) ve HSV-2 (SI degeri 20.0) viriislerine kars1 yiiksek antiviral etkisi bulunmustur.
Bu ekstre Human influenza viriis’e de bir miktar etkilidir (SI=4.0). Bitkinin metanol
ekstresinin ise test edilen viriislere kars1 etkisiz oldugu goriilmiistiir.

Bovine Herpes virus Tip-1’ ile yapilan antiviral ¢alismada ekstrelerin bu viriise

kars1 hicbir etkisi gdzlenmemistir.

Tablo 14. V. obtusifolium ekstrelerinin Influenza viriis suslarina kars1 gosterdigi antiviral etki

sonuglari
Ekstreler MDCK A/Weybridge (H7N7) A/Aichi (H3N2)
hiicreleri
a b ST c d b SI c d
TCs, ECs ECyg ECs ECyg
mg/ml  mg/ml mg/ml  mg/ml mg/ml
Toprakiistii kistm metanol 0.9 >Ts - - >TCs - -
Toprakiistii kisim diklorometan 2.4 0.8 3.0 - 0.6 4.0 -
Cicek metanol 1.6 >TCs - - >TCsg - -
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Tablo 15. V. obtusifolium ekstrelerinin Herpes simplex suslarina karst gosterdigi antiviral etki

sonuglart
Ekstreler MDBK  HSV-1 HSV-2
hiicreleri
a b c d b c d
TCsq ECs SI ECyg ECsg SI ECy
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
Toprakiistii kistm metanol 0.62 0.62 1.0 - > TCsp - -
Toprakdistii kisim diklorometan 1.0 0.05 20.0 0.06 0.03 333 0.03
Cicek metanol ekstresi 1.6 > TCs - - > TCs - -

*50% toksik konsantrasyon, bozulmamis kiiltiiriin %50’sinde degisim meydana getirmesi igin gerekli olan
doz

b
50% etkili konsantrasyon, viriisiin indiikledigi CPE’yi % 50 azaltan doz

¢ secici index (TCso/ECsy).

490% etkili konsantrasyon, Viriis enfekte titrasyonunun 1 g TCIDso/ml rediiksiyonuna neden olan doz.
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5. TARTISMA

Verbascum tiirleri iizerinde yapilmis arastirmalar incelendiginde, 6zellikle ¢ok
taninan tiirler olan V. thapsus, V. phlomoides, V. lychnitis ve V. nigrum’un yani sira
diger Verbascum tiirlerinin de c¢esitli arastirmalara konu oldugu ve bu giine dek
arastirilan  Verbascum tiirlerinde triterpenik, saponozit, iridoit glikozit, flavonoit,
fenilpropanoit ve fenil etanoit glikozitleri, seskiterpen asit, steroit ve alkaloit gibi
sekonder metabolitlerin bulundugu saptanmistir. Verbascum tiirlerinin  geleneksel
tedavide dahilen ve haricen ¢esitli kullanimlarinin oldugu ve ekspektoran, ditiretik,
yatistirict, demulsan, sedatif  gibi etkilerinin bulundugu ayrica antibakteriyel,
antifungal, antiviral, antiiilserojenik, antioksidan, sitotoksik ve antitumdr,
immunomodiilatdr, antiiilser, antihepatoma etkilerinin ¢esitli arastirmalarla saptanmig
olmast Verbascum tiirlerini bilimsel agidan arastirilmaya acik bitki grubu oldugunu
ortaya koymaktadir (8, 9).

Bu tiirlerden tez calisma konusunu olusturan V. obtusifolium tiirii endemik bir

tirdiir ve giiniimiize kadar fitokimyasal ve biyoaktivite agisindan incelenmemistir. V.
obtusifolium’un fitokimyasal ve biyoaktivite agisindan incelenmesinin amaglandigi bu
tez calismasinda bitkinin toprakiistii kisimlarindan iki farkli polaritede olmak {izere
diklorometan ve metanol kullanilarak ekstreler hazirlanmistir. Bitkinin kaliksinden ise
metanollii ekstre elde edilmistir.
Verbascum tiirlerinde bu giline kadar izolasyon, yap1 ve miktar tayini ve ¢esitli aktivite
calismalar1 yapilmis, ancak flavonoitler agisindan YBSK ile analizi konusunda herhangi
bir calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle V. obtusifolium™un toprakiisti kismi ve
kaliksinden hazirlanan metanollii ekstreler flavonoit igerikleri agisindan YBSK
kullanilarak kalitatif ve kantitatif olarak incelenmis ve sonucta toprakiistii ve kaliks
kisminda mirsetin (sirastyla % miktarlar1 0.070267+0.0004807, 0.034267+0.0007424),
luteolol (0.071667+0.0002906, 0.428867+0.0007055), kemferol (0.224333+0.0019641,
0.059867+0.0017676) ve izoramnetin (0.023667+0.0014438, 0.185933+0.0032049)
flavonoitlerinin bulundugu saptanmustir.

V. obtusifolium tiirlinlin toprakiistii kisimlarindan hazirlanan diklorometan ve

metanollii ekstreler ile kaliksin metanollii ekstresi biyoaktivite yoOniinden de
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arastirilmistir. Biyoaktivite caligmalarinda antioksidan, antibakteriyal ve antiviral etkiler
incelenmistir.

DPPH (2,2-difenil-1-1pikrilhidrazil) ve TBA (Tiyobarbitiirik asit) testi
kullanilarak yapilan antioksidan etki calismalarinda metanollii ekstrelerden toprak
tistinden hazirlanan ekstre yiliksek antioksidan etki gosteritken (ICsp degeri 0.11
mg/ml), ¢icek ekstresinde belirgin antioksidan etkiye sahip oldugu gozlenmistir (ICs
degeri 1.86 mg/ml). DCM’li ekstrede ise antioksidan etki gozlenmemistir. V.
macrurum’un toprak Ustii kisimlarinin metanollii ekstresinde serbest radikal siipiiriicii
etkiye sahip 2,2-difenil-1-pikrilhidrazile (DPPH) kars1 antioksidan etki gosterdigi tespit
edilmistir. Ayrica Lancimat metoduyla oksidatif bozulma da incelenmistir. Ekstreden
izole edilen fenilpropanoit glikozit tiirevi olan okteozitin serbest radikal siipiiriicii
potansiyelin ¢ok yiiksek oldugu ve aycicek yaginin oksidatif eskimesine kars1 yiiksek
koruma faktoriinli gosterdigi bulunmustur. Bu bilesik sentetik bir antioksidan olan BHT
ile karsilastirlldiginda dogal o-tokoferol acikca daha yliksektir. Ayrica bu bilesen
nontoksik bir bilesendir. Bu nedenle gidalarin oksidatif ransiditiye kars1 dogal yollardan
korunmasinda okteozit Onemli bir bilesiktir (53). V. wiedemannianum tiiriiniin
koklerinden hazirlanan metanollii ekstrede radikal siipiiriicli etkide saptanmugtir. Ayrica
bitkinin koklerinden izole edilen verbaskozit ve ekinakozitte belirgin bir aktivite
goriilmiistiir (9, 38). V. salviifolium bitkisinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanan
metanollii ekstreden elde edilen flavonoit glikozidlerden,  apigenin— 7-O-f—
glukopiranozit ve krizoeriyol-7—O-B—glukopiranozit bilesikleri DDPH yontemi ile
yapilan deneylerde Onemli antioksidan etki gostermistir (41). V. lasianthum’un
koklerinden elde edilen metanollii ekstreden izole edilen iridoit glikozitlerden;
harpagozit ve poliumozitin serbest radikal siipiiriicii etkiye sahip 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazile (DPPH) kars1 antioksidan etki gostermistir (42). Literatiirde Verbascum
cinsi iizerinde yapilmis antioksidan etki calismalarinda bu etkinin metanol ekstrelerinin
icerdigi flavonoit ve feniletanoit glikozitlerden kaynaklandigr goriilmektedir. Tez
calismasini olusturan V. obtusifolium metanol ekstresinde bulunan flavonoitler ve fenil
etanoit glikozitleri izole edilerek bu bilesiklerin antioksidan etki ¢alismasinin yapilmasi
calismaya daha da 151k tutacaktir.

Antibakteriyel etki c¢aligmasi makrodiliisyon yontemi ile yapilmig ve  sonugta

toprakiistii kismin diklorometan ekstresinin kullanilan bakterilerden E. coli, S.aureus ve
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E. faecalis tizerine etkili oldugu, P.aeroginosa ve B. subtilis’e etkisiz oldugu
goriilmiistlir. Toprakiistii kisminin metanol ekstresi ise sadece S. aureus’a hem inhibitor
hem de bakterisit olarak etki gostermistir. Cigek metanol ekstresinin ise kullanilan
Gram (-) bakterilerden sadece E. coli’ye karsi diisiik derecede inhibitor etkili oldugu
gbozlemlenmistir. Diinyada ve Tirkiye’de Verbascum tiirleri {lizerinde yapilmig
antibakteriyel etki calismalar1 incelendiginde; V. phlomoides bitkisinin ¢igeklerinden
hazirlanan sulu ekstrenin Gram (+) bakterilerden; Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Bacillus subtilis gibi ve Gram (-) bakterilerden; E.coli gibi bakterilere karsi
aktivite gostermedigi bulunmustur (43). V. wundulatum’un koklerinden hazirlanan
ekstreye en duyarli olan bakteriler, S. aureus ve S. epidermidis, Salmonella enteritidis
olarak tespit edilmistir (28). V. sinaiticum ile yapilan antimikrobiyal aktivite test
sonuclart incelendiginde P. aeruginosa ve S. aureus’a karsi pozitif kontrol olarak
kullanilan gentamisin kadar aktivite gostermistir (49). Bitkilerin metanollii ekstreleri
sulu ekstrelerine gore  mikroorganizmalara kars1t daha etkilidir. V. thapsus’un
ciceklerinden hazirlanan yagin Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa gibi gram(-)f
bakteriler ile Staphylococcus aureus gibi gram (+) bakterilerin biiylimesini inhibe ettigi
gbzlenmistir. Yapilan testlerde sulu ekstre Staphylococcus aureus’a karst hassasiyet
gostermistir (8). V. gypsicola bitkisinden hazirlanan ekstrenin Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa gibi gram-negatif bakterilere kars1 aktivite gostermedigi buna
karsilik Staphylococcus aureus karsi aktivite gosterdigi belirlenmistir (10). Bu da
metanollii ¢oziiclilerin bitkideki pek c¢ok etken madde grubunu ¢o6zebilmesinden
kaynaklanmaktadir. Buna karsilik sulu ¢oziiciiler ise sadece antosiyanin, nisasta, tanen,
saponin, terpenik bilesikler polipeptitler ve lektinleri ¢ozebilmektedir (44). V.
obtusifolium ekstrelerinin antiviral etkili olup olmadiklar1 Bovine Herpes Virus Tip-1,
Avian influenza, Human influenza, Herpes simplex-1 ve Herpes simplex-2 viriisleri
kullanilarak yapilmistir. Bovine Herpes Virus Tip-1’ e karsi yapilan antiviral etki
testlerinde ekstrelerin bu viriise kars1 higbir etkisi gzlenmemisken, toprak iistii kismin
diklorometanli ekstresi HSV-1 ve HSV-2 viriislerine kars1 yiiksek antiviral etki
gostermistir. Ayn1 ekstre Avian influenza ve Human influenza, viriislerine kars1 diisiik
aktivite gozlenmistir. Toprak istii kisminin ve ¢icegin metanollii ekstresi antiviral

aktivite gostermemistir.
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Diinyada ve Tiirkiye’de yapilan antiviral ¢alismalarda; V. thapsiforme’nin ¢igeklerinden
elde edilen ve igerisinde flavonoit, iridoit, fenolik asit, serbest sekerler, saponozitler,
aminoasitler ve miisilaj gibi bilesiklerin bulundugu sulu infiizyonu ile yapilan antiviral
calismada Herpes simplex tip 1 viriisiine kars1 viriisidal etkili oldugu goriilmiistiir (45).
V. thapsus’un yapraklarindan elde edilen metanollii ekstre Bovine herpes viriis type 1’e
karst kismen inhibe edici bir antiviral etki gosterdigi tespit edilmistir (12). V.
phlomoides; Flores Verbasci (Flos Verbasci) drogunun hazirlandigi Verbascum
tiirlerinden biri olup bu bitkinin ¢igeklerinden hazirlanan Dekoksiyon Verbasci’nin A,
ve B nezle viriisiine kars1 etkili oldugu saptanmistir (16).

V. obtusifolium ile literatiirde caligilan tiiriin metanollii ekstrelerinin Bovine herpes
virtis type 1’e kars1 farkli etki gdstermistir. Bu iki ekstre bilesiminin farkli oldugunu
gostermektedir. Herpes simplex ve Influenza viriislerine karsi bulunan etki literatiirlerle

uyum gostermistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Scrophulariaceae familyasinin en genis cinsi olan Verbascum iilkemizde de ¢ok
sayida tiirle temsil edilen bir cinstir. Tiirkiye’de yetisen 233 tiiriin 185’inin endemik
olmasi ve bu tiirlerin bir cogunun aragtirilmamis olmasi Verbascum tiirlerini ilgi ¢ekici
hale getirmektedir. Literatiirler incelendiginde Verbascum tiirlerinin basta iridoit
glikozitler olmak tizere fenil propanoit ve fenil etanoit glikozitleri, saponozitler ve
flavonoitler baslica sekonder metabolitler olarak tasidiklar1 goriilmektedir. Bugiine
kadar yapilmig olan biyolojik aktivite caligmalarinda ise Ozellikle antibakteriyel ve
antiviral etki tizerinde durulmus ve son yillarda ise bazi tiirlerin antioksidan etkileri de
aragtiritlmistir. Bunlarin disinda antifungal, antiiilserojenik, sitotoksik ve antitumor,
immunomodiilatdr, antiiilser, antihepatoma etkilerinin de baz tiirlerde arastirildig1 géze
carpmaktadir. Yapilan fitokimyasal aragtirmalar daha ¢ok izolasyon ve yapi tayini
biciminde olup tilirlerin flavonoit igerikleri ancak izolasyon ¢alismalariyla
belirlenebilmistir. Flavonoit igerigi ac¢isindan incelenmis olan tirler V.thapsus
V.thapsiforme, V.sinaiticum, V.salviifolium’dur. Bu tiirlerde flavonoitlerin izole edildigi
ancak bitkideki miktarlarina ait herhangi bir bilgi olmadig1 gbze carpmustir.

Tiirkiye’de yetisen tiirlerden V. wiedemannianum, V. lasianthum, V.
salviifolium, V. pterocalycinum var. mutense, V. gypsicola, V. thapsus ve V. cilicicum
disinda herhangi bir tiir iizerinde aragtirmanin olmadigir goriilmiistiir. Arastirilmamis
tiirlerden olan ve Giiney Anadolu bdlgesinde yetisen V. obtusifolium endemik bir tiirdiir.
Bu tiiriin fitokimyasal agidan incelenmesi diisiiniilmiis ve son yillarda insan sagliginda
cesitli yararlar1 (antioksidan, immiinsistem stimiilasyonu, antibakteriyel, antiviral,
antienflamatuar ve antikarsinojenik gibi) nedeniyle iizerinde durulan bir etken madde
grubu olan flavonoitlerinin incelenmesi amaglanmistir (65).

Flavonoit icerikleri bitkiden hazirlanan metanollii ekstrenin YBSK ile analizi
sonucu belirlenmis olup toprakiistii ve kaliks kismin ekstresin de baslica mirsetin,
(sirastyla %  miktarlart  0.070267+0.0004807, 0.034267+0.0007424), luteolol
(0.071667+0.0002906,  0.428867+0.0007055), kemferol  (0.224333+0.0019641,
0.059867+0.0017676) ve izoramnetin (0.023667+0.0014438, 0.185933+0.0032049)

flavonoitlerinin bulundugu saptanmustir.
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V. obtusifolium bitkisinin geleneksel kullanimina ait kayda rastlanmadigindan bu tiiriin
biyolojik aktivite agisindan Oncelikle diger Verbascum tiirlerinde siklikla gézlenmis
olan antioksidan, antibakteriyel ve antiviral aktiviteler yoniinden incelenmesi gerekliligi
diistiniilmiis ve ilerdeki fitokimyasal arastirmalara da yarar saglayabilmesi icin 2 farklh
polaritede ekstre hazirlanmigtir. Diklorometan ve metanol ekstrelerinin kimyasal agidan
farkl1 etken madde gruplarini tagimasi nedeniyle biyolojik aktivite testlerinde her iki
ekstrede kullanilmistir. Ayrica literatiirde bazi Verbascum tiirlerinde kalikslerinden
yapilmis biyolojik aktivite bulunmasi nedeniyle V. obtusifolium kaliksinden metanol
ekstresi hazirlanarak bu ekstre de flavonoit ve biyolojik aktivite agisindan incelenmistir.

Antioksidan aktivite testlerinde hizli sonu¢ veren DPPH 06n testinden sonra
metanol ekstrelerinin aktif oldugu gozlenerek TBA testi uygulanmis olup toprakiistii
kisminin ICsy degeri 0.11 mg/ml, kaliks ekstresinin ise ICsy degeri 1.86 mg/ml oldugu
saptanmistir. Buna gore V. obtusifolium metanol ekstrelerinin antioksidan etki ag¢isindan
degerlendirilebilir oldugu ve bu etkiden sorumlu bilesiklerin flavonoitlerin 6zellikle
toprakiistii kismin major bilesigi olarak bulunan kemferol, kaliks kismin major bilesigi
olarak bulunan izoramnetin ve luteolol flavonoitlerinin olabilecegi ve daha ileri
calismalarda bu arastirmalarin yapilacaginin uygun oldugu sonucuna ulagilmaktadir.

Antibakteriyel etki testinde bitkinin metanol ekstresinin S. aureus’a karst diisiik
etkili oldugu bunun yaninda diklorometan ekstresinin P. aeruginosa ve B. subtilis harig
olmak {iizere kullanilan diger bakterilere hafif etki gdsterdigi gozlenmistir. Cigek
metanol ekstresi ise sadece B. subtilis e kars1 duyarlidir.

Verbascum tiirlerine iliskin antiviral etki arastirmalarinda yaygin olarak
kullanilan virlislerden olan Bovine Herpes Virus Tip-1, Avian influenza, Human
influenza, Herpes simplex-1 ve Herpes simplex-2 tez c¢alismamizda kullanilmistir.
Toprakiistii kisim diklorometan ekstresinin HSV I’e karsi SI:20, HSV II'ye karsi
SI:30’un {istiinde olmasi bu virlisler iizerine ¢ok yiiksek antiviral etkili oldugu
goriilmiistiir. Bu agidan ekstrenin degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir.

V. obtusifolium bitkisinin hem toprakiisti hem de kaliks {izerinde yapilan bu
arastirma sonuglar1 bitkinin Gzellikle antioksidan ve antiviral etki agisindan deger
tasidigin1  gostermistir. Antioksidan etki agisindan toprakiistii ve kaliks metanol
ekstresinin yiliksek etkili olmasi; ayrica, diklorometan ekstresinin de antiviral etki

acisindan 6nem tasimasi arastirmamizin dikkat cekici yoniidiir. Bu nedenle her iki
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ekstrenin de fitokimyasal olarak ileri diizeyde arastirilmasi ve kimyasal yapi-aktivite
iliskisinin saptanmasi bitkinin s6z konusu aktiviteler acisindan degerlendirilebilmesi

i¢in 6nemlidir.
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