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OZET

Giizel S. Verbascum inulifolium Hub.-Mor. (Scrophulariaceae) Bitkisi Uzerinde
Farmakognozik Arastirmalar. Mersin Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmakognozi Program Yiiksek Lisans Tezi, Mersin 2006

Verbascum cinsi (Scrophulariaceae) diinyada 360 kadar tiir ile temsil
edilmekte olup bu cinse ait tiirler Kuzey Yarikiirede iliman bélgelerde yayihs
gostermektedir. Tiirkiye’de 185’i endemik olmak iizere 233 tiirii ve 100°den fazla
hibriti bulunmaktadir.

V. inulifolium tiirii Giiney Anadolu’da yayihs gosteren endemik bir tiirdiir.
Literatiirde bu tiiriin fitokimyasal icerigi ve antioksidan, antibakteriyel ve
antiviral aktiviteleri ile ilgili herhangi bir calisma bulunmamaktadir.

Bu calismada V. inulifolium’un toprak iistii kisimlarimin metanollii ekstresi
fitokimyasal acidan incelenirken; ayrica metanollii ve diklorometanh ekstreler
antioksidan, antibakteriyel ve antiviral etki acisindan da test edilmistir.

Fitokimyasal caliymalar, bitkinin metanollii ekstresinde Yiiksek Basin¢h Sivi
Kromatografi analizleri ile yapilmistir. Bitkide mirsetin (%0.097767+0.0036223),
luteolol (%0.158933+0.0004807), kemferol (%0.234000+0.0044230) ve izoramnetin
(%0.035500+0.0034429) gibi 4 flavonoitin varhg saptanmistir.

V. inulifolium’un toprak iistii kisimlar1 icerdikleri flavonoitler nedeniyle
antioksidan etkileri acisindan; 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal
siipiiriicii etki testi ve liposom kullanilarak yapilan Tiyobarbitiirik asit (TBA) testi
gibi iki farkh teknikle test edilmistir. Bitkinin metanollii ekstresinin TBA testinde
yiiksek antioksidan etki gosterdigi goriilmiistiir (ICso: 0.13 mg/ml).

Bitki ekstreleri 3 Gram (+) (B. subtilis, S. aureus, E. faecalis) ve 2 Gram (-) (E.
coli, P. aeruginosa) bakteriye karsi makrodiliisyon metodu ile minumum inhibitor
konsantrasyon (MIC) ve minumum bakterisidal konsantrasyon (MBC),
saptanarak antibakteriyel etki acisindan incelenmistir. Bitkinin metanollii ekstresi
Gram (+) bakteri E. faecalis’e (MIC: 640 pg/ml, MBC: 1280 pg/ml) karsi
antibakteriyel etki gosterirken diklorometanh ekstre ise S. aureus ve E. faecalis
bakterilerine kars1 antibakteriyel etki gostemistir. Ayrica diklorometan ekstresi
test edilen Gram (-) bakterilerin tiimiinde antibakteriyel etkili bulunmustur (MIC:
5120 pg/ml).

Ekstrelerin antiviral aktiviteleri cytopathogenic effect (CPE) reduction assay,
%350 end point titrasyon teknikleri kullanilarak Avian Influenza Virus, Human
Influenza Virus, Herpes Simplex Virts Type I, Herpes Simplex Virus Type Il ve
Bovine Herpes Virus Type-1 viriisleri iizerinde yapilmistir. Metanollii ekstrenin
Avian Influenza Virus (SI: 8.0) and Human Influenza Virus’e (SI:16.0) kars:
antiviral etkili oldugu goriilmiistiir. Diklorometanh bitki ekstresi ise test edilen
tiim viriislere kars: diisiik antiviral etki gostermistir. Her iki bitki ekstresi Bovine
Herpes Virus Type-1 viriisiine karsi etkili bulunmamistir.

Anahtar Kkelimeler: Verbascum inulifolium, Scrophulariaceae, YBSK, flavonoit,
antiviral aktivite, antibakteriyel aktivite, antioksidan aktivite
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ABSTRACT

Giizel S. Pharmacognostical Investigations on Verbascum inulifolium Hub.-Mor.
(Scrophulariaceae) Mersin University, Institue of Health Sciences, Pharmacognosy
Program, Msc. Thesis, Mersin 2006

The genus Verbascum L. (Scrophulariaceae) is represented by more than 360
species, distributed throughout the temperate areas of the northern hemisphere.
The genus Verbascum is represented by 233 species in Turkey, including 185
species that are endemic to this area and also has more than 100 hybrides.

Verbascum inulifolium Hub.-Mor. is an endemic plant which is spread in
South Anatolia. There is no report concerning about the antioxidant, antibacterial
and antiviral activities of V. inulifolium in the literature.

In this study, the extracts of the aerial parts of V. inulifolium were
investigated phytochemically. Both dichloromethane and methanol extracts of the
plant were also tested for their antioxidant, antibacterial and antiviral activities.

In phytochemical studies, the methanolic extract was studied by reversed
phase high performance liquid chromatography. Four flavonoids were identified
as myricetin (%0.097767+0.0036223), luteolol (%0.158933+0.0004807), kaempferol
(%0.234000+0.0044230) and isorhamnetine (%0.035500+0.0034429) .

The extracts of V. inulifolium were tested for their possible in vitro antioxidant
activities by two different techniques, namely qualitatave 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging activity and thiobarbituric acid
(TBA) assay to detect liposome lipid peroxidation. Metanolic extract showed an
antioxidant activity with the DPPH test. High activity was observed in the
methanolic extract (ICso: 0.13 mg/ml) with TBA test.

The extracts of the plant were examined for antibacterial activity against three
Gram (+) (B. subtilis, S. aureus, E. faecalis) and two Gram (-) (E. coli, P.
aeruginosa) bacteria using the macrodilution method, minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC). The
metanolic extract showed antibacterial activity against E. faecalis (MIC: 640
pg/ml, MBC: 1280 pg/ml). The dichloromethane extract showed antibacterial
activity against S. aureus, E. faecalis. Also dichlorometan extract showed
antibacterial activity against all Gram (-) bacteria (MIC: 5120 pg/ml).

The antiviral activity of the extracts were determined by cytopathogenic effect
(CPE) reduction assay, %50 end point titration technique. Avian Influenza Virus,
Human Influenza Virus, Herpes Simplex Virus Type I, Herpes Simplex Virus Type
Il and Bovine Herpes Virus Type-1 virus were used in the tests. The metanol
extract showed antiviral activity against Avian Influenza Virus (SI: 8.0) and
Human Influenza Virus (SI:16.0). The dichloromethane extract showed slight
antiviral activity against all virusus. None of the extract was not effective on
Bovine Herpes Virus Type-1.

Keywords: Verbascum inulifolium, Scrophulariaceae, HPLC, flavonoid, antiviral
activity, antibacterial activity, antioxidant activity
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1. GIRIS

Verbascum cinsi Scrophulariaceae familyasina ait bir cins olup diinyada 360 kadar
tiir ile temsil edilmektedir. Bu cinse ait tiirler Kuzey Yarikiirede iliman bdlgelerde
yayilis gosterip kuru, agik ve kayalik habitatlari tercih etmektedir (1, 2).

Baz1 Verbascum L. tiirlerinin yaprak ve ¢iceklerinin yiliz yillar boyunca Avrupa,
Asya, Afrika ve Kuzey Amerika toplumlarinda geleneksel tipta dahilen ve haricen
enfeksiyon tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir (3, 4). Avrupa’da ekspektoran ve
mukolitik aktiviteleri nedeniyle kullanilmakta olan Verbascum tiirlerinin ¢icekleri
miisilaj icermesi sebebiyle; ¢igeklerinden hazirlanan c¢ay giinde birkag¢ kez igilmek
suretiyle bogaz irritasyonu ve Oksiiriikk tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica soguk
alginhig1 tedavisinde kullanilabilir olmasi nedeniyle bitki; Almanya’da yayinlanan
Commission E monograflarinda da yer almaktadir (4, 5). Diinyada ¢ok tanman ve
kullanilan bu tiirler asagida siralanmistir (4);

s V. thapsus L.

s V. nigrum L.

s V. lychnitis L.

s V. phlomoides L.

% V. thapsiforme Schrader (Syn V. densiflorum Bertol.)

Verbascum tiirlerinden V. thapsus Ingilizce ismi ile ‘Common Mullein’ veya
‘Wooly Miillein’ ¢ok eski zamanlardan beri tibbi bitki olarak halk arasinda diyare,
hemoroit, ates, kan toplanmasi, allerji, deri hastaliklari, sigil tedavisi, karin agrilari,
migren, timor olusumu, kolik, nezle, bogaz hastaliklari, zatiirree, bademcik ve diger
akciger hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Bitki ditiretik etkili olup, iiriner
sistemde antienflamatuvar etkisinden dolay1 kullanilirken orta etkili bir sedatif, ayrica
antiseptik ve antimalaryal etkilere de sahip olan bir tiirdiir. Bitkinin yaprak ve ¢icekleri
ekspektoran ve demulsan etki nedeniyle bronsit, kuru Oksiiriikk, bogmaca Oksiiriigii,
tiiberkiiloz, astim ve ses kisilmasi gibi solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bitkinin ekspektoran etkisi, sahip oldugu saponozitlerden ileri
gelmektedir (6). Demulsan ve emoliyan etki bitkinin yapisinda bulunan miisilaj ve

zamktan kaynaklanirken; antienflamatuvar etkinin nedeni ise iridoit glikozitler ve



flavonoitlerdir. Bu bitkinin tohumlarinin afrodizyak ve narkotik etkisi oldugu da
kayitlidir (7, 8).

V. thapsus cigeklerinin yagli maserati, kulak agrilarinda yardimci olarak
kullanilirken ekzema ve diger iltihapli cilt hastaliklarinin tedavisinde de haricen
uygulanmaktadir. Ayrica bitki astrenjan etkisinden dolayr hemoroid ve diyare
tedavisinde kullanilmaktadir. Yapilan deneysel arastirmalarda bitkinin antibakteriyel,
antifungal ve antiviral etkisi de belirtilmistir (6, 9).

V. thapsus, Kuzey Amerika yerlileri tarafindan da tibbi amaglarla kullanilmistir.
Yapilan etnobotanik arastirmalarda V. thapsus’un 18 farkli kabilede 69 degisik
kullanimina rastlanmistir. Bu kullanimlardan en yaygin olanlari; soguk alginligi,
oksiiriik, verem ve astim gibi akciger sikayetleridir. Bunlara ek olarak nezle, kabakulak,
salg1 bezi rahatsizliklar1 ve krup hastaligi gibi antiviral kullanimlara da rastlanmistir.
Kolombiya’da baz1 kabileler yapraklarindan hazirladiklar1 ¢ayr soguk alginligi, kuru
Oksiiriik ve verem tedavisi i¢in dahilen kullanmig ve yaprak sularini sigillere
stirmiislerdir (9). Amerika’da bazi kabileler (Mohikan, Penobscot, Catawba, Chochtaw,
Creek, Forest Potawatom ve Menomine kabileleri gibi) bitkiyi cesitli amaclarla
kullanmistir. Ornegin; Mohikan, Penobscot, Forest Potawatom, Menomine kabileleri
bitkinin toz edilmis halini sigara olarak bogaz agrisi, astim gibi akciger hastaliklarinin
tedavisinde kullanmistir. Ayrica; Catawba kabilesi kaynatilmis kokleri tatlandirip surup
olarak cocuklarda krup hastaliginin tedavisinde kullanirken bitkinin yapraklarini lapa
haline getirerek agri, sisme, burkulma, ¢iirlik ve yaralar i¢in lapa olarak kullanmistir.
Chochtaw kabilesi; lapa haline getirdikleri yapraklar1 bas agris1 tedavisinde kullanirken,
Creek kabilesi bitkinin koklerini kaynatarak oOksiiriik i¢in igmis ve yapraklarini
kaynatarak inflizyon haline getirip sicakken hastaya banyo seklinde uygulamistir. Forest
Potawatomi kabilesi nezle tedavisinde kullanmis ve ayrica agir hastalari dirilttigine
inanmiglardir. Beyazlar ise yapraklarini astim ve brongit tedavisi i¢in igerken;
cigeklerinin ditiretik etkili olduguna inanarak verem tedavisinde kullanmistir. Bitkinin
gecmiste Yunanlilar ve Romalilar tarafindan kurutulmus ¢iceklerinin yaglanarak mesale
olarak kullanildig1 ve bu mesalelerin cadi kovucu olarak adlandirildigr da kayitlidir. V.
thapsus tarihte sihirli bir bitki olarak bilinmektedir. Sezar’in emrindeki generallerden
Agrippa, bitkinin yapraklarindan gelen kokunun cinler iizerinde etkili oldugunu

savunmustur. Biranin i¢indeki maddelerden biri oldugu ve orta ¢agda cadilar tarafindan



ask iksiri yapiminda kullanildigi da bilinmektedir. Ayrica Romali1 kadinlar ¢igekleri
infiizyon halinde kiillii suyla karistirip saglarini bu karigimla yikayarak saclarini altin
sarisina cevirmislerdir (7). V. thapsus Italya’nin giineyinde yasayan topluluklar
tarafindan da antitiissif etkisinden dolay1 geleneksel tipta kullanilmaktadir (10).

V. nigrum (Ing. Dark mullein) ve V. lychnitis (Ing. White mullein) tiirleri basta
Polonya olmak {iizere nerdeyse Avrupa’nin tamaminda yayilis gosteren 2 yillik
bitkilerdir. Her iki taksonda ¢igekler, V. phlomoides ve V. thapsiforme’den daha kiiciik
ve infloresanst az veya ¢ok dallanmistir. Bunlar ¢ogu zaman homeopati ve geleneksel
tipta V. thapsiforme ve V. phlomoides de oldugu gibi 6ksiiriik kesici, antienflamatuvar
ve antiviral hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (11, 12).

V. phlomoides, tibbi drog olarak kabul edilen Flos Verbasci’nin elde edildigi
tiirlerden biridir. Drogtan Oksiiriige kars1 cay hazirlanip ekspektoran etkisinden dolay1
kullanilmaktadir (13).

Sicilya’da geleneksel tipta ‘barbazzu’ olarak bilinen V. sinuatum L. bitkisinin toprak
iistii kisimlarindan hazirlanan dekoksiyon sedef hastaliginin tedavisinde kullanilirken;
fran Tiirkmen Colii’ndeki bitkilerden biri olan V. gossypium M. Bieb. bitkisinin
yapraklart yetistigi bolgede c¢obanlar tarafindan yilan 1siriklarinin  tedavisinde
kullanilmaktadir (14, 15).

V. sinaiticum Benth. tiirii Etiyopya’da geleneksel tipta; sarbon, dogum sonrasi
diyare, romatizma agrilari, fil hastaligi, kizamik, belsoguklugu, ciizzam, frengi,
yiizeysel fungal enfeksiyonlar ve yara tedavisinde kullanilirken; bitkiden antihelmintik
olarak da yararlanilmaktadir (16, 17).

Verbascum cinsi llkemizde “sigir kuyrugu veya kral samdani” isimleri ile
taninmakta ve Tirkiye Florasi’nda 185’1 endemik olmak {izere 233 tiirii ve 100’den
fazla hibriti bulunmaktadir (18-20). Flos Verbasci olarak bilinen drog Tiirkiye’de
ozellikle V. phlomoides, V. thapsiforme ve V. thapsus tiirleri ile bu grupta bulunan diger
tirlerin stamenleri ile birlikte toplanip golgede kurutulmus korollasindan 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 (21).
Dioscorides Verbascum tiirlerinin yaralar1 iyilestirmede ve gastroprotektif olarak
Anadolu’da en az 2000 yildir kullanildigini belirtmistir (22). Baz tiirlerin (Tiirkiye’de

yaygin olan V. sinuatum L. tiirii gibi) tohumlar tasidiklar1 saponinden dolay1 zehirli



olup halk arasinda bu zehirli tohumlar balik avinda kullanilmaktadir. Kuzeydogu
Anadolu bolgesinde “Balikotu” adiyla da taninan Verbascum tiirleri ve bunlarin meyveli
dallar1 g6l ve dere sularina atilarak baliklar1 Oldiirmek suretiyle avlanmada
kullanilmaktadir (21).

Tiirkiye tibbi bitki potansiyeli agisindan énemli bir iilke olup; bu bitkiler tizerindeki
caligmalar yeterli diizeye ulasamamistir. Tiirkiye’de V. phlomoides, V. thapsiforme ve
V. thapsus tirleri halk arasinda yaygin olarak kullanilan tiirlerdir ve ciceklerinden
diiiretik, sedatif ve ekspektoran amagla yararlanilmaktadir (3). Anadolu’da Verbascum
tiirlerinin inflizyonlari; terletici, balgam soktiiriicli, yatistiric, idrar arttirict ve gogis
yumusatici etkisi nedeniyle kullanilirken; baz1 Verbascum tiirlerinden haricen yaralarin
kurutulmasinda, anal fistul ve {rogenital organlarda piriiritik durumlarda
faydalanilmaktadir (23, 24).

Tiirkiye’de 233 tiirle temsil edilen Verbascum cinsine ait bazi tlirler iizerinde
yapilmis fitokimyasal arastirmalar ve biyoaktivite c¢alismalar1 mevcuttur. Bu
arastirmalar;

» V. thapsus L.

V. pterocalycinum var. mutense Hub.-Mor.
V. salviifolium Boiss.

V. cilicicum Boiss.

V. wiedemannianum Fisch.& Mey.

V. macrurum Ten.

V. gypsicola Vural&Aydogdu

V V.V V V VYV VY

V. lasianthum Boiss.

» V. cheiranthifolium Boiss var cheiranthifolium tiirleri lizerinde yapilmistir.
Ozellikle ¢ok tanmnan tiirler olan V. thapsus, V. phlomoides, V. lychnitis ve V. nigrum
geleneksel tipta yaygin kullanimlar1 nedeniyle lizerinde ¢ok sayida arastirma yapilmis
olan tiirlerdir (4). Yapilan ¢alismalar incelendiginde halk tibbinda yukarida bahsedilen
kullanimlara sahip olan Verbascum cinsi bitkilerin iridoit glikozitler, oleanan tip
triterpenik saponozitler, fenilpropanoit ve fenil etanoit glikozitler, flavonoit, steroit ve
alkaloitler gibi sekonder metabolitleri igerdigi tespit edilmistir (6, 25). Farkli etken
madde gruplarim1 igermeleri nedeniyle ve her bir madde grubunun farkli aktivitelere

sahip olacagi da goz Oniline alindiginda Verbascum tiirlerinin potansiyel tibbi bitkiler



oldugu gbze carpmaktadir. Verbascum tlrlerinin ekspektoran, diliretik, yatistirici,
demulsan, sedatif etkilerinin bulundugu ve bu etkileri nedeniyle halk arasinda dahilen
ve haricen kullanimina ek olarak antiviral, antibakteriyel, antifungal, sitotoksik ve
antitimor, immunomodiilator, antihepatoma, antioksidan ve antiiilser aktivitelerinin
cesitli aragtirmalarla saptanmig olmasi bu cinse ait tiirler izerinde detayli arastirmalarin
yapilmas1 gerekliligini ortaya koymaktadir (3, 6, 9, 22, 25-28).

Bu tez Tiirkiye’de yetisen endemik Verbascum tiirlerinden biri olan ve literatiirlere
gore bu giline kadar flizerinde herhangi bir kimyasal ve biyoaktivite g¢aligmasi
yapilmamis olan V. inulifolium Hub.-Mor. bitkisinin toprak {istii kisimlarinin flavonoit
bilesimleri agisindan incelenmesi yami sira farkli polaritede hazirlanmis ekstrelerin
antibakteriyel, antiviral ve antioksidan aktivitelerinin arastirilmasin1 igeren bir

caligmadir.



2. GENEL BIiLGIi

2.1 Botanik Bilgiler

2.1.1 Scrophulariaceae Familyasi

Scrophulariaceae Familyast,
» Spermatophyta Bolimil
» Angiospermae Alt Bolumii
» Dicotyledonae Sinifi
> Sympetalae Alt Sinifi
» Scrophulariales takiminda yer alan familyalardan biridir.

Diinya genelinde 200’den fazla cinsi ve 3000 kadar tiirii ile en genis
familyalardan biri olan Scrophulariaceae familyas1 kozmopolit bir familya olup ilk
olarak Jussieu tarafindan tamimlanmistir. Scrophulariaceae familyasina ait cinsler
Kuzey Yarikiire’nin iliman bdlgelerinde genis yayilis gostermektedir. Familyada yer
alan Verbascum cinsine ait tiirler, yabani olarak Avrasya’nin bir ¢ok bdliimiine
yaytlmistir. Ulkemizde Scrophulariaceae familyasma ait 30 cins ve 466 tiir
yetismektedir (29-31).

Scrophulariaceae familyasina ait bitkiler tek veya ¢ok yillik, otsu, ¢ali veya
nadiren aga¢ formunda bitkiler olup ototrof veya yar1 veya nadiren tam parazittir,
internal floem yoktur (18, 29). Yapraklar stipulasiz, alternan, oppozit veya dairesel
dizilisli, basit veya parcalidir. Cicekler hermafrodit, yaprak koltuklarinda tek, rasemoz,
spika veya panikuladir. Kaliks 4-5 parcalidan bilabiat veya bilobata dogrudur. Korolla
petalleri birlesik, genellikle zigomorf ve bilabiat bazen mahmuzlu veya tabanda keseli,
bazen hemen hemen aktinomorf; korolla loblar1 daima tomurcukta imbrikattir.
Stamenler korollaya yapisik, 4 ve didinam, veya 2, nadiren 5; anterler uzunluguna
acilan, veya tepede birlesmistir ve devamli yarik seklinde agilir; verimsiz stamenler var
(1-3) veya yoktur. Ovaryum iist durumlu, ugta bir stillus ile, genellikle yatay septumlu
iki gozli; oviiller ¢ok sayida veya genellikle siskin plesanta koltugunda birkag tane,

ovaryum nadiren tek gozlii 2 cepersel bifit plesantalidir. Meyve genellikle kapsiildiir,



bazen agilmayan kapsiil de olabilir. Tohum ¢ok sayida (nadiren az) dir. Cigek formiili
z.K 4-5) C 4-5) A 4,2) Q(z) dir (1 8, 29)
Flora of Turkey and the East Aegean Islands’da Scrophulariaceae familyasinin

30 cinsi kayith bulunmaktadir (Tablo 1) (18).

Tablo 1. Scrophulariaceae familyasina ait Tiirkiye’de yetisen cinsler

No Cins No Cins

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

3 Anarrhinum Desf. 18  Lagotis Gaertner

4  Antirrhinum L. 19  Wulfenia 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 All.

10 Dodartia L. 25 Pedicularis L.

11 Gratiola L. 26 Rhinanthus L.

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

2.1.2 Verbascum L. Cinsi

Latince ‘puskiillii sakal ve kaba tiylii yaprakl’ anlamindaki ‘barba’
kelimesinden gelen ‘barbascum’ sdzciginiin degismesiyle olusan Verbascum ismi
Linneous tarafindan bu cinse verilmistir. Verbascum cinsinin tlirleri yabani olarak
Avrasya’nin bir ¢ok boliimiine yayilmistir. Tiirkiye’de 6zellikle Orta Anadolu’da yogun

olmak tizere 185’1 endemik olan 233 tiri ve 100’den fazla hibriti bulunmaktadir



Verbascum cinsi lilkemizde “sigir kuyrugu veya kral samdan1” olarak bilinmektedir (18-
20, 31).

Verbascum tiirleri yaklagik 1.5 m’ye kadar boylanabilen, bir yillik, iki yillik
veya cok yillik otsu, nadiren ¢ali bigiminde bitkiler olup; alternan veya nadiren opozit,
basit veya parcali yaprakli, taban yapraklari rozet olusturmustur. Bitki ¢iplak, guddeli
veya guddesiz tiiylii, basit veya dallanmis tlyliidiir. Cigekler ucta rasemoz, spika veya
panikula durumundadir. Kaliks esit veya nadiren esit bolinmemistir. Korolla sari,
nadiren menekse veya mor, kahverengi veya sarimsi veya mavimsi yesildir, aktinomorf
veya bazen zigomorftur. Stamenler 4 veya 5 tane olup bazen stamenlerin 1’1 verimsiz
4’1 verimlidir. Filamentler ince, uzun, yumusak tiiylii, sarims1 veya mor menekse renkli
tilyler ile kapli, veya nadiren ¢iplaktir, hepsi esit veya ondeki iki tanesi daha uzun ve
daha incedir. Arkadaki (iistteki) 2 veya 3 stamenin anterleri her zaman reniform ve
enine ortadan baghdir. Ondeki 2 stamen benzer veya + boyu eninden uzun, boyuna
bagli, asag1 dogru ilerleyici veya nadiren meyilli baghdir. Stillus tek, basit ip seklinde
veya hemen hemen ¢omak seklinde, stigma yar1 kiiremsi obovat veya spatulattir.
Kapsiiller, septumlar boyunca yarilan, kiiremsi, oblong-ovoid veya silindiriktir.
Tohumlar ¢ok sayida, kiiglik, Tiirkiye’deki tiirlerde ters koni veya prizmatik sekilde,
enine ¢ukurludur (18).

Teshisin kolay olmasi bakimindan, toplama islemi sirasinda orneklerin hem
meyveli hem de ¢icekli toplanmasina dikkat edilmelidir. Tiim ¢igek durumu, taban
yapraklari, gévdenin yaprakli kisimlar1 toplanmalidir. Ayrica bitkinin tek yillik, ¢ok
yillik veya iki yillik olup olmadigi ve oOzellikle filament tiiylerinin renkleri not

edilmelidir (18).

2.1.3 Tiirkiye’de Yetisen Verbascum Tiirlerine Ait Gruplar, Tiir ve Endemik Tiir

Dagilim

Tiirkiye’de Orta Anadolu’da yogun olmak iizere 185’1 endemik olan 233 tiir ve
100°den fazla hibriti bulunmaktadir. Hibritler 6zellikle iki veya daha fazla tiiriin bir
arada oldugu bozulmus habitatlarda bulunmaktadir. Bunlar morfolojik o6zellikleri

bakimindan iki tiirlin ortasinda ve daima verimsizdir (18-20).



Verbascum tiirleri teshislerinin kolaylastirilmasi agisindan Flora of Turkey and the
East Aegean Islands (Vol.6) da 13 gruba ayrilarak incelenmektedir. Bu gruplar A-M
seklinde siralanmaktadir. Buna gore gruplar ayrilirken asagidaki 6zellikler géz oniinde
bulundurulur (18);

1. Verimli stamen 4, 5. stamensiz veya nadiren 5.antersiz staminot ile Grup A

1. Verimli stamen 5

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

Grup B
2. Bitki en azindan kismen dallanmus tiiyli
3. Her brakte koltugunda tek ¢icek 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 cicekli
5. Ondeki iki uzun stamenin anteri uzun, uzunluguna veya meyilli bagl,
arkadaki 3 stamenin anteri reniform, enine ortadan bagl Grup E
5. Anterlerin hepsi reniform, enine ortadan bagl
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. Cicek kiimesi sapsiz, 2 brakteol ile
8. Ondeki 2 anterin konnektifi tiiysiiz, onlarin filamentlerinin tepeye yakin
kisimlar1 cogunlukla tiiysiiz

9. Filament tiiyleri mor (bazen beyaz veya sar1 tiiyler araya karigsmis)

Grup H
9. Filament tiiyleri beyaz veya sar1 Grup I
8. Biitiin anterlerin konnektiflerinin icleri yogun olarak papilli, biitiin
filamentler tam anterlere kadar yliniimsii tiylii
10. Filament tiiyleri mor GrupJ
10. Filament tiiyleri beyazimsi sar1.
11. En uzun pedisel kaliksin yaris1 kadar veya daha kisa Grup K
11. En uzun pedisel kaliksten nadiren daha kisa veya onun kadar veya
uzun
12. En uzun pedisel kaliksten en fazla biraz uzun Grup L



12. En uzun pedisel kaliksin iki kat1 veya daha uzun Grup M

Tiirkiye’de yetisen Verbascum tiirlerinin gruplara gore tir ve endemik tiir

dagilimi ise Tablo 2’de goriilmektedir.

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

Gruplar Tiir sayisi Endemik tiir sayisi

A 27 19
B 12 7
Cc* 27% 23*
D 7 4
E 17 10
F 21 19
G 13 11
H 14 11
1 27 24
J 13 10
K 21 17
L 17 16
M 12 10

Toplam 228 181

* V. inulifolium tiriiniin i¢inde bulundugu grup

Flora of Turkey and the East Aegean Islands, Vol.10 ve 11°de kayith Verbascum tiirleri:
» V. alpigenum C. Koch

V. basivelatum Hub.-Mor. (Endemik)

V. pumiliforme Hub.-Mor. (Endemik)

V. transolympicum Hub.-Mor. (Endemik)

V. gypsicola Vural&Aydogdu (Endemik)

YV V V VY

Buna gore Tirkiye’de 185’1 endemik olmak iizere 233 Verbascum tiri

bulunmaktadir (18-20).

2.1.4 V. inulifolium Hub. - Mor.

Cok yillik, 20-60 cm boyda, tabanda odunsu, her tarafi yogun beyaz-tomentoz
tiiylii, Ust kisimlarda seyrek glandular tiiyler ile kapli, govde silindirik, {stte

dallanmistir. Taban yapraklar kiigiik, genis¢ce ovat, obovat veya orbikular, 1.5-4 x 1-3
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cm, krenulat; petiol 0.5-2 cm; gdvde yapraklar1 ovattan genisge eliptige dogru, sapsiz;
infloresans gevsek, basit veya alt kisimlar1 az dallanmis; brakteler linear-lanseolatdan
lineara dogru, 2-10 mm, akuttan akuminata dogru; pediseller 1 mm, brakteolsiizdiir.
Kaliks 4-8 mm, loblar lanseolat-linear, akut; korolla sari, yaklasik 15 mm ¢apinda,
seffaf salgi tiiysiiz, dista yildiz seklinde tiiylii tomentoz; stamenler 5 tane; anterler
reniform; filamentler mor menekse renkli yiinliimsii, 6ndeki 2’si tepeye yakin ¢iplak;
kapsiil ovattan eliptige dogru, 4-5 x 2-3 mm, yogun yildiz tiiylii tomentoz. Cigeklenme
zamani 5-8 aylardir.

Habitat: Pinus brutia ormanlari, makiler, 120-840 m’de yetisir.

V. inulifolium bitkisi endemik Dogu Akdeniz elementidir. V. orbicularifolium
tiiriine yakin bir tiirdiir. Sekil 1°de V. inulifolium tiiriiniin yetistigi yerler goriilmektedir

(18).
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2.2 Verbascum Tiirleri Uzerine Yapilmis Fitokimyasal Arastirmalar

Verbascum cinsinin ¢ok sayida tiire sahip olmasi ve yetistigi bolgelerde
geleneksel tipta ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi nedeniyle; 6zellikle yaygin
kullanima sahip tiirleri olmak iizere bir ¢cok Verbascum tiirii fitokimyasal agidan detayli
olarak incelenmistir. Tablo 3’de fitokimyasal olarak incelenmis Verbascum tiirleri,
bitkinin kullanilan kismu, ekstre tipi 6zetlenmistir.

V. sinuatum’un toprak lstli kisimlarindan hazirlanan etanollii ekstrenin ana
bilesik olarak okubin ve harpagin ile yliksek polariteye sahip dort yeni iridoit glikozit
icerdigi saptanmistir. Bu bilesiklerden biri iridoit glikozitlerde nadir goriilen D-ksiloz
unitesi igeren 6-O-B-D-ksilopiranosilokubin olarak tayin edilmistir (32).

Verbascum cinsinin ait oldugu Scrophulariaceae familyasinda fenilpropanoik
asit esterlerine rastlanmaktadir. Bu esterlerde yer alan asitler p-kumarik, kafeik, ferulik
ve sinapik asitlerdir. Okteozit ve kusaginin olarak bilinen verbaskozit yaygin disakkarit
esterlerden biri olup V. sinuatum’dan izole edilmistir (Tablo 4) (33).

Seifert, Johne ve Hesse’nin V. phoeniceum L. ve V. nigrum’da bulunan spermin
alkaloitlerden verbaskeninin yapisini agiklamasindan sonra Kablicova ve arkadaslari, V.
pseudonobile Stoj. et Stef. bitkisinde bu grubun diger bir iiyesi olan verbaskin bilesigi
tizeride caligmislar; kimyasal analizler ve spektroskopik yontemlerle verbaskin (Cy9 H36
N4 O3) yapisini tayin etmislerdir (34).

V. pseudonobile bitkisinin yapraklarindan hazirlanan total alkaloit iceren
ekstreden (kuru yapraklarda 9%0.6 alkaloit) 17 iiyeli laktam alkaloiti verbasin ve
spermin, E-(veya Z-)-sinnamoil ve fenilpropionil prekiirsor iiniteleri igeren verballosin
alkaloitleri izole edilmistir. Drandarov yaptig1 calismada daha dnce bulunan verbaskin
bilesiginin aslinda dogal bir madde olmadigini, ekstrede kullanilan kloroformdaki
fosgenden kaynakli bir artefakt oldugunu bulmustur. Verbasinin kimyasal olarak tek bir
bilesik olmadigi; verbakin (%50), verballosin (%40), verbasitrin (%1) ve izoverbasitrin

(%10) karisimindan olustugu belirlemistir (Sekil 2) (35).
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Tablo 3.

Fitokimyasal acidan incelenmis Verbascum tirleri, kullanilan kisimlari, ekstre
tipleri,bulunan etken madde gruplari

Tiir adn Kullanilan kisim Ekstre Etken madde gruplar1  Literatiir
V. sinuatum L. Toprak iistii Etanol Fenil etanoit ve Fenil 32,33
propanoit glikozit
Iridoit
V. pseudonobile ~ Yaprak Kloroform Alkaloit 34-37
Stoj. et Stef.
V. thapsiforme Cicek Metanol Saponozit 12, 28, 38, 43,
Schrader Toprak iistii Flavonoit 45
Tohum Iridoit
Fenil etanoit ve Fenil
propanoit glikozit
V. thapsus L. Yaprak Alkolli Saponozit 6, 8,11, 39, 40,
Kok ekstre Flavonoit 53
Iridoit
Steroidal Bilesikler
Seski Terpen Asitler
Fenil etanoit ve Fenil
propanoit glikozit
V. nigrum L. Yaprak Metanol Saponozit 11, 12, 28, 31,
Cigek Biitanol Iridoit glikozit 36,41-43,45
Toprak iistii Alkaloit
V. songaricum Toprak iistii Metanol Saponozit 5,41,42
Schrenk
V. lychnitis L. Cicek Metanol Saponozit 11,12, 28,43
Biitanol Fenil etanoit ve Fenil
Etil eter propanoit glikozitler
Etil asetat
V. sinaiticum Toprak tistii Metanol Saponozit 17, 44, 45
Benth. Yaprak Eter Flavonoit
V. phlomoides L. Cigek Petrol eteri Saponozit 12, 13, 28, 45
Etanol Iridoit
Kloroform Fenil etanoit ve Fenil
propanoit glikozitler
V. laxum - - Iridoit glikozit 31,53
Filar.&Jaw. Fenil propanoit glikozit
V. phoeniceum L. Yaprak Metanol Alkaloit 46
V. fructiculosum  Toprak tstii Metanol Saponozit 45
Post.
V. spinosum Lim. Toprak iistii Metanol Iridoit 47
Diklorometan | Fenil etanoit ve Fenil
propanoit glikozitler
V. undulatum Kok Metanol Iridoit 48
Lam. Toprak iistii Diklorometan | Fenil etanoit ve Fenil
propanoit glikozitler
V. macrurum Toprak iistii Metanol Fenil propanoit glikozit 49
Ten. Iridoit
V.pulverulentum - - Fenil propanoit glikozit 53
Vill. Iridoit
V. saccatum - - Fenil propanoit glikozit 53
C. Koch Iridoit
V. virgatum Toprak tistii Etanol Fenil propanoit glikozit 50
Stokes Iridoit
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Tablo 4. Scrophulariaceae familyasinda p-kumarik, kafeik, ferulik ve sinapik
asitlerin mono-, di-, tri- sakkarit esterlerdeki dagilimi

MonosakKkaritler Disakkaritler Trisakkaritler
Fenolik asitler
p-kumarik asit + + -
Kafeik asit + + +
Ferulik asit + + +
Sinapik asit - - -
3
4"
11
10 12
5
9 13
N Rn R " N
14
15
16
17 Z 3

Bilesenler R’ R” C”-C* baglar
1 (Verbasin) H H Trans
2 (Verballosin) H H Cis
3 H H Dihidro
4 (Verbaskenin®) H COCH; Trans
5 (Verbaskenin®) COCH; COCH; Trans
6 -CO- Trans
7 -CO- Cis
g’ -CO- Dihidro
9 -CH,- Trans
10 -CH,- Cis
-CH,- Dihidro
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Sekil 2. Drandarov’un V. pseudonobile bitkisi iizerinde yaptig1 ¢aligmalar sonucu tespit ettigi bilesikler



Bulgaristan’da preklinik ve klinik ¢alismalar1 yapilmis olan ve spazmolitik etkili
tablet ve suppozutuarlar1 bulunan ‘Verbascan’ adli ekstreden, 1971 yilinda makrosiklik
spermin alkaloidi olan verbaskin (Cy9 H36 N4 O3) izole edilmis fakat yapisi daha sonra
tayin edilmistir. V. pseudonobile ve V. phoeniceum bitkisinden 12 E-Z izomer ¢ifti
makrosiklik spermin alkaloiti, ilgili bilesikler ve bunlarin alti dihidro tiirevi izole
edilmistir. Bu alkaloitler spazmolitik ve hipotansif etkilidir (36). V. pseudonobile
bitkisinin total alkaloit ekstresinde bulunan alkaloitlerin (E/Z) izomer ¢iftleri olan bazi
bilesiklerle, bunlarin N,N’-metilen-kopriilii tiirevleri izole edilirken HPLC ve MS
teknikleri ile 4 mindr alkaloit bilesigi de bulunmustur (37). Bu bilesikler Tablo 5°te

goriilmektedir.

Tablo 5. V. pseudonobile bitkisinin total alkaloit ekstresinde bulunan baz1 bilesikler
» (E/Z) izomer ciftleri > N,N’-metilen-kopriilii tiirevleri > Minér alkaloitler

(-)-(S)-verbasin (+)-(S)-verbametin Verbasikrin
(-)-(S)-verballosin (+)-(S)-izoverbametin [zoverbasikrin
(-)-(S)-verbasitrin (+)-(S)-verbametrin Verbamekrin
(-)-(S)-izoverbasitrin (+)-(S)-izoverbametrin Izoverbamekrin

V. thapsiforme’nin ¢igeklerinden hazirlanan sicak sulu liyofilize inflizyonda
(FVD) flavonoit, iridoit, fenolik asit, serbest sekerler, saponozitler, aminoasitler ve
miisilaj bulundugu saptanmistir (38).

V. thapsus’un polisakkaritler; harpagozit gibi iridoit glikozitler; 6zellikle
yaprakta harpagit ve okubin; 3’-metilkersetin, hesperidin gibi flavonoitler; verbaskozit
gibi saponozitler ve ucgucu yag gibi etken maddeleri igerdigi tespit edilmistir (6).
Khuroo ve arkadaglari, Himalaya’larin iliman kesimlerinde genis yayilis gosteren V.
thapsus tiiriinlin yapraklarindan hazirladiklar1 etanollii ekstreden iridoit glikozitler,
oleanan tipi triterpenoit saponinler, lipitler (sitosterol ve ergostan-7-en-3-ol ), ¢esitli
asitler (palmitik asit, steorik asit, linoleik asit, orsidiak asit, benzenik asit, oleik asit)
gibi c¢esitli bilesikler izole etmistir. Ayrica bu calismada; V. thapsus’da iki iridoit
glikozit ve alisilmisin disinda steron iskeletine sahip bilesikler ve bir seskiterpen asit

izole edilerek yapilar1 Sekil 3 ve 4’te verilmistir (8).
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Sekil 3. V. thapsus’dan elde edilmis olan steroit yapida bilesikler
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Sekil 4. V. thapsus’dan elde edilmis olan seskiterpenik asit

1992 yilinda yapilan bir calismada V. thapsus bitkisinden hazirlanan sulu
ekstrede bilinen 3 feniletanoit glikozit ve 4’ lignan ve biri lignan glikoziti olan 5 yeni
feniletanoit glikozit izole edilerek yapilar1 tayin edilmistir (39). V. thapsus tiiriiniin
koklerinde c¢ok sayida enzim aktivitesi tespit edilmis ancak sadece o-galaktozidaz
enzimi izole edilebilmistir. Bu ¢alismaya kadar V. thapsus’un koklerinde a-galaktozidaz
enziminin varhi§i ve bu enzimin izolasyonu arastirilmamistir (40). Bu arastirmayla
kokte pek cok enzim aktivitesi tespit edilmis (%90) ancak bu enzimler hiicre duvarinin
yapisinda olmalar1 veya a-galaktozidaz enziminin izolasyonu sirasinda olusan sekonder
metabolitlerden kaynakli olarak ortaya c¢ikmalart ve c¢esitli basamaklarda enzim
aktivitelerini kaybetmeleri nedeniyle izole edilememis, sadece a-galaktozidaz enzimi
izole edilebilmistir ( 40).

V. nigrum’un ciceklerinden elde edilen metanollii ekstreden 2 yeni triterpen
saponin izole edilmistir ve yapilar1 asagidaki gibi tayin edilmistir.
» 3-O-{[a-L-ramnosil-(1—4)-(pB-D-glikopiranosil-(1—3)]-B-D-glikopiranosil]-

(1>2)-B -fukopiranosil)-13f3,28-epoxyolean-11-en-3f3,23-diol

» 3-O-{[a-L—ramnosil-(1—4)-(B-D—glikopiranosil-(1—3)]-B-D-glikopiranosil]-

(1>2)-B-fukopiranosil)-11-metoksi-olean-12-en-3[3,23,28-triol

V. thapsus ve V. lychnitis’de bulunan tapsuin A’nin, V. nigrum’dan izole edilen
saponinlerden 3-O-{[a-L-ramnosil-(1—4)-(B-D-glikopiranosil-(1—3)]-B-D-glikopirano
sil]-(1—>2)-B-fukopiranosil)-133,28-epoxyolean-11-en-33,23-diol’iin ayn1 aglikon ve
ayn1 seker kompozisyonuna sahip oldugu fakat bu yapilarin farkl sekilde diizenlendigi
tespit edilmistir. 3-O-{[a-L-ramnosil-(1—-4)-(B-D—glikopiranosil-(1—3)]-p-D-gliko
piranosil]-(1—2)-B-fukopiranosil)-11-metoksi-olean-12-en-3f3,23,28-triol’in ise hem

seker kompozisyonu hem de C-11 pozisyonundaki hidroksilin yerine metoksilin
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bulunmasiyla tapsuin B’den farkli oldugu goézlenmistir. Arastirmacilar bu bilesiklerin
ekstraksiyon sirasinda olusan artefaktlar olma olasiligindan s6z etmislerdir. Daha 6nce
yapilan calismalarda ise V. nigrum’un yapraklarindan iridoit, alkaloit ve
verbaskosaponin; ¢igeklerinden ise miisilaj, flavonoit, verbaskozit ve saponozit izole
edilmistir (11).

V. nigrum’un toprak 1istii kisimlarinda yapilan arastirmalarda lateriozit, okubin,
sinuatol, nigrozit I ve nigrozit Il gibi iridoitler izole edilmistir. V. nigrum’un toprak
isti kisimlarindan  6-O-{3-O-[(E)-p-kumaroil]-a-L-ramnopiranosil }okubin bilesigi
izole edilmistir. Bu bilesik, onceki yillarda V. laxum’dan da elde edilmis bir bilesiktir.
Ayrica V. nigrum’dan 3 yeni acil iridoit diglikozit de izole edilmistir.

Bu {i¢ yeni bilesigin yapist;

» 6-0-{2-O-[(E)-p- kumaroil]-a-L-ramnopiranosil} okubin (Nigrozit I1T)

» 6-0-{3-0O-[(E)-izoferuloil ]-a-L-ramnopiranosil-} okubin (Nigrozit IV)

» 6-0-{2-0-[(E)-izoferuloil]-a-L-ramnopiranosil } okubin (Nigrozit V)
olarak tayin edilmistir. Ayrica V. nigrum’un koklerinde harpagozit bilesiginede
rastlanmistir (Sekil 5) (31).

Avrupa’da yetisen Verbascum tiirlerinden dordii olan V. nigrum, V. thapsiforme, V.
lychnitis ve V. phlomoides’in etken madde grubu olarak flavonoit, saponozit ve
fenilpropanoit tasidiklar1 saptanmistir. Bu bilesikler; verbaskosaponin, luteolin, 7-0-
glukozit, verbaskozit ve forsitozit B, forsitozit ve spesiozit’tir (28).

Arastirmacilar Verbascum tiirlerinin saikosaponin homologlart bakimindan ¢ok
zengin oldugunu diisiinmektedir. Ornegin V. songaricum’da songarosaponinler C ve D ,
V. nigrum’da ilwensiasaponin A (mimengozitA) ve V. phlomoides’de verbaskosaponin
ve desramnosilverbaskosaponin bulunmaktadir. V. songaricum’un kurutulmus toprak
iisti kisimlarindan elde edilen metanollii ekstrede yeni triterpen saponinler olan
songarosaponin A (Cs4HggOz1), B (Cs4Ho9O22), C (Cs4HggO22); D (Cs4HgsOn3); E
(Cs4Hgg012), F (Cs4HggO23) ve bilinen bir bilesik olan buddleja saponin I (CssHgsO2,)
1zole edilmigtir (Sekil 6) (5, 41, 42).

Ayrica bu c¢alismada Buddleja japonica (Buddlejaceae) bitkisinden izole
edilen buddlejasaponin I ile songarosaponin A ve B’nin ayn1 oligosakkarit zincire sahip
oldugu da saptanmustir. V. songaricum’dan elde edilen saikosaponin benzeri bilesikler

ayn1 aglikon ve farkli kombinasyonlarda glikoz, fukoz ve ramnoz tasiyan oleanan tiirevi
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Sekil 5. V. nigrum’dan elde edilmis iridoitler
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Songarosaponin A
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Songarosaponin C

Songarosaponin D

Sekil 6. V. songaricum bitkisinin toprak {istii kisimlarinin metanollii ekstresinden elde edilen bazi
saponozitler
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bilesiklerdir. Saikosaponinler Bupleurum sp. (Umbelliferae), Corchorus acutangulus
(Tiliaceae) ve Polycarpone loeflingiae (Caryophyllaceae) bitkileri i¢in onemli ve
farmakolojik olarak aktif bilesenlerdir (5).

Ingilizce ‘white mullen’ olarak bilinen V. [ychnitis bitkisinin ciceklerinden
hazirlanan metanollii, %80 metanollii ve butanollii ekstrelerden 6 flavonoit glikozit
izole edilmistir. Bunlardan ti¢ii daha 6nce V. thapsiforme’nin ¢igeklerinden izole edilen
bilesiklerle karsilastirilarak belirlenen; apigenin-7-O-B-D-glikozit, luteolin-7-O-B-D-
glikozit, kersetin-7-O-B-D-glikozit’dir. Diger 1ii¢ bilesik ise; apigenin-7-O-B-D-
glukuronit, luteolin-7-O-B-D-glukuronit ve kersetin-7-O-B-D-glukuronit’dir (12).
Bunlara ek olarak ¢alismada Ingilizce ‘dark miillein’ olarak bilinen V. nigrum’un
ciceklerinden yukaridaki bilesiklerden ikisi apigenin, luteolin-7-O-B-D-glukuronit ve
daha once V. phlomoides’in ¢igeklerinden izole edilmis olan diosmetin 7-O-glikozit
(diosmin) elde edilmistir. Bu calismada Klimek ilk kez Verbascum tiirlerinden
flavonoit 7-O-glukuronit bilesikleri izole etmistir. Daha 6nceki aragtirmalarda flavon-7-
O-glukuronit bilesiklerine sadece Digitalis purpurea ve Antirrhinum majus gibi
Scrophulariaceae familyasina ait bazi tiirlerde rastlanmistir. Ayrica burada V.
lychnitis’den 7-O-p-kumarolkatalpol (spesiozit) izole edilmistir. Her iki tlirde de p-
kumarik, kafeik- ve izoferulik asit gibi serbest fenolik asitler bulunmaktadir (12).
Kafeik asit tiirevi (esterler, glikozitler ve agilglikozitler) bilesikler bir ¢ok dikotiledonda
bulunan sekonder metabolitlerdir. Scrophulariaceae familyasinda da kafeik asitle
acillenmis feniletanoit glikozitleri bulunmaktadir (43).

V. lychnitis’in  kurutulmus c¢iceklerinin butanollii ve metanollii ekstresinde
feniletanoit triglikozit izole edilmistir. Kafeik asitle acillenmis bu bilesik verbaskozit 6’-
O-B-D-apiofuranozit (forsitozit B) olarak isimlendirilmis ve ayrica forsitozit B’nin ilk
defa izole edildigi Oleaceae familyasina ait Forsythia coreana bitkisindeki forsitozit
bilesigiyle ayn1 6zelliklere sahip oldugu da tespit edilmistir. Bu bilesik V. lychnitis ve V.
nigrum’un ¢i¢eklerinde bulunan 6nemli bir bilesik olmasina ragmen V. phlomoides ve
V. thapsiforme’de diigiik miktarda bulunmustur (43).

V. sinaiticum bitkisinin yapraklarindan hazirlanan etanolli ekstreden 2
flavanolignan; hidrokarpin ve yeni bir bilesik olan sinaitisin ile birlikte krisoriol ve
luteolin flavonlar1 elde edilmistir. Boylelikle Scrophulariaceae familyasinda ilk kez

flavanolignanlarin varlig1 goriilmiistiir (44).
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Buddlejaceae, Scrophulariaceae ve Labiatae familyalarinda saikosaponin
homologlarinin incelenmesi amaciyla yapilan kemotaksonomik ve fitokimyasal
aragtirmalar sirasinda Scrophulariaceae familyasina ait bir cins olan Verbascum cinsi
de incelenmistir. Onceki ¢aligmalara dayanarak bu tiire ait saponinler saikosaponin
homologu olarak bilinen V. songaricum tiiriinden izole edilen songarosaponinler C ve
D; V. nigrum tiiriinden izole edilen ilwensiasaponin A ve V. phlomoides tiiriinden izole
edilen verbaskosaponin ve desramnosilverbaskosaponin’dir. Bu ¢alismada Miyase ve
arkadaslar1 yukaridaki bilgilerin 1s18inda V. sinaiticum, V. thapsiforme ve V.
fructiculosum tiirlerinde saikosaponinleri incelemis ve yapilarini tayin etmiglerdir. Bu
tiirlerin toprak {istli kisimlarindan hazirlanan metanollii ekstrelerde “miilleinsaponinler
[-VII” adi verilen 13,28—epoksi—olean—11-en iskeletine sahip 7 yeni saikosaponin
homologu bilesik ile 3—O-B-D-fukopiranosil saikogenin F, saikosaponin a,
desramnosilverbaskosaponin, songarosaponin C ve D, mimengozit A ve
buddlejasaponin I, IV gibi bilinen 8 saikosaponin homologu bilesigin varligi tespit
edilmistir. Kimyasal ve spektroskopik yontemlerle belirlenen bu 7 yeni saikosaponin
homologu bilesigin yapisi;
» 3-0-B-D-glukopiranosil-(1—3)-B-D-fukopiranosil-6-deoksisaikogenin F
» 3-0-a-L-ramnopiranosil-(1—4)--D-glukopiranosil-(1—3)-B-D-fucopiranosil-
16-deoksisaikogenin F

» 3-O-o-L-ramnopiranosil-(1—4)-p-D-glukopiranosil-(1—3)-f-D—fukopiranosil-
saikogenin F

» 3-0-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-p-D-glukopiranosil-(1—3)-[ B-D-glukopiranosil
-(1-2)]-B-D-fukopiranosil-213-hidroksisaikogenin F

» 3-0-a-L-ramnopiranosil-(1—4)--D-glukopiranosil-(1—3)-[ B-D-glukopiranosil
(1->2)]-B-D—fukopiranosil-2 1 B-asetoksisaikogenin F

» 3-0-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-B-D-glukopiranosil-(1—3)-[-D-
glukopiranosil-(1—2)]-B-D—fukopiranosil-163-asetoksisaikogenin F

» 3-O-o-L-ramnopiranosil-(1—4)-p-D-glukopiranosil-(1—3)-[ 3-D-glukopiranosil
(1-2)]-B-D-fukopiranosilsaikogenin F16—0-B-D—glukopiranozit

olarak tayin edilmistir (45).

Klimek’in 1996 yilinda yaptig1 calismada V. phlomoides bitkisinin ¢i¢eklerinin

toprak istii kistmlarindan hazirlana etanollii ekstreden yeni bir bilesik olan p-kumarik
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asitle agillenmis iridoit ester glikoziti yani okubin’in ester glikoziti ve spesiozit izole
edilmis; kafeik asit esterleri, verbaskozit ve forsitozit B’ye de mindr bilesikler olarak
rastlanmistir. Bunlara ek olarak yeni bir saponin olan desramnosilverbaskosaponin’in
varlig1 tespit edilmis ve yapisi tayin edilmistir (Sekil 7). Bu tiirle yapilan bagka
calismalarda bitkiden verbaskosaponin, verbaskosaponin A ve B, polisakkaritler,
hesperidin, diosmin, tamariksetin’in 7-O-rutinozit ve 7-O-glukozit, luteolin, apigenin,
fenolik asitler (p-kumarik, kafeik, ferulik, p-hidroksibenzoik ve vanilik asit), okubin,

katalpol ve bunlarin 6-O-ksilozitleri izole edilmistir (13).

HO0H

Verbaskosaponin R=Rha
Desramnoverbaskozit R=H

Sekil 7. V. phlomoides bitkisinin ¢igeklerinden elde edilen saponozitler

Drandarov’un 1997 yilinda yaptigi arastirmada V. phoeniceum’™un
yapraklarindan elde edilen verballoskenin olarak adlandirilan bilesiginin yapisi tayin
edilmistir (46).

Diger Verbascum tiirleri gibi otsu olmayip dallanmis cali formunda olan ve
Yunanistan’da yetisen; endemik bir tiir V. spinosum’un toprak lstii kisimlarindan
hazirlanan metanollii ekstrede yeni bir iridoit glikozit olan; verbaspinozit (6-O-[(2°’-O-
trans-sinnamol)-a-L-ramnopiranozil]-katalpol) izole edilmis, yapisi ve temel kimyasal

ozellikleri tantmlanmugtir (Sekil 8) (47).
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Buna ek olarak ii¢ bilinen iridoit ve ii¢ fenilpropanoit glikozit izole edilmistir. Bunlar;

iridoitler Fenilpropanoit glikozitler
» Okubin » Akteozit
» Katalpol » Angorozit A
» Ajugol » Angorozit C

Su ana kadar Scrophularia tirleri ile V. sinuatum, V. saccatum, V. laxum, V. thapsus ve
V. pulverulentum gibi Scrophulariaceae familyasina ait bir¢ok tiirde agillenmis 6-O-
[(27’-O-trans-sinnamol)-a-L-ramnopiranozil]-katalpol tiirevi bilesiklere rastlanmistir.
Burada ise ilk kez Verbascum tiirlerinden izole edilen angorozit A ve C bilesigi daha

once sadece Scrophularia cinsine ait bitkilerden izole edilmistir (47).

R 3-0R
5| OR
2 ry
C” ¢—0Rr
]
= — g 27 3"
R=H, R %__ X1 ]
b
6" 5
Verbaspinozit

Sekil 8. V. spinosum’dan elde edilen yeni bir iridoit olan verbaspinozit

V. undulatum’un koklerinden hazirlanan metanollii ve diklorometanli ekstrelerde
makrosiklik dimer lakton yapisinda yeni bir bilesik olan verbalakton; bilinen bes iridoit
glikozit: harpagozit, lateriozit, harpagit, ajugol, okubin; ii¢ feniletanoit glikozit:

verbaskozit, martinozit, 2-(3—hidroksi—4—metoksifenil)etanol-1-O—o—L-ramnopiranozil
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(1-3)-[B-D—ksilopiranozil (1—6)]-(4—ferrulol)-B-D-glukopranozit) izole edilmistir.
Daha 6nce yapilan ¢alismalarda ise V. undulatum tiriiniin toprak {istli kisimlarinda 6-O-
o-L ramnopiranosilokubin tiirevi sekiz iridoit glikozit ve dort feniletanoit glikozit
(verbaskozit, martinozit, arenariozit ve 6-O-asetil-martinozit) tanimlanmistir (48).

Antioksidan aktiviteye sahip fitokimyasallar1 igeren  tiirlerden biri olan V.
macrurum’un toprak iistii kisimlarinin metanollii ekstresinden 4 fenilpropanoit glikozit
ve 6 iridoit izole edilmistir (Tablo 6) (49).

Sili’den toplanan V. virgatum’un kurutulmus toprak istii kisimlarindan hazirlanan
etanollii ekstreden;

» 6-0-a-L-(2 >’-O-trans—p—kumarol) ramnopiranosilkatalpol

» 6-0- a-L-( 3’’-O—trans—p-kumarol) ramnopiranosilkatalpol

bilesikleri ile bunlara ek olarak ajugol ve okubin izole edilmistir (50).

Tablo 6. V. macrurum’un toprak {istii kisimlarinin metanollii ekstresinden elde edilmig bilesikler

Fenilpropanoit glikozitler iridoitler
6’-0-B-D-ksilopiranozil martinozit Okubin
Akteozit Sakkatozit
Martinozit Ajugol
6’-0-a-L-arabinopiranozil Geniposidik asit

6-O-p-kumaroilokubin
3”’-O-p-kumaroilsinuatol

Ekstreden izole edilen agilramnopiranosilkatalpol tiirevleri 6—O-a-L-(2°’-O—
trans—p—kumarol) ramnopiranosilkatalpol ve 6-O-a-L-( 3’’-O- trans—p—kumarol)
ramno piranosilkatalpol gibi bilesikler Scrophulariaceae familyasi igin taksonomik
marker olarak  bilinmektedir.  Agillenmis  ramnopiranosilkatalpol  tiirevleri
Scrophulariaceae familyasi, bu familyanin igerisinde kabul edilen Buddlejaceae
familyas1 ve bunlarla baglantili olan Lamiaceae familyasina ait tiirlerde bulunmustur.
Bugday tohumlarinin biiyiimesini inhibe eden plumierit ve onun aglikonu olan
plumieriti ve birlikte bugday embriyolarinin biiyiimesin inhibe eden genipozit ve
geniposidik asit aglikonlar1 gibi bazi iridoitlerin bitkilerde biiylimeyi inhibe ettigi
bilinmektedir. Okubin, katalpol, asperulozit, genipozit ve genipozidik asit gibi
glikozitler piring ve marul tohumlarinda biiyiimeyi inhibe eden bilesiklerdir. Buna ek

olarak iridoit glikozit 6-O-asetilshanzhizit metil ester bugday embriyolarinda biiytimeyi
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inhibe etmektedir. Ayrica glikozit, laterozit, harpagozit ve okubin’in Hordeum vulgare
tohumlarinda ¢imlenmeyi ve koklerin biiylimesini 6nleyici etki gosterdigi saptanmistir.
Bu calismada V. virgatum bitkisinde biiyiimeyi inhibe eden iridoit glikozitler izole
edilerek Hordeum vulgare’de bolinme ve tohum biiylimesi iizerine etkileri test
edilmistir. Bilesiklerden okubin 1 mM konsantrasyonda tohumlarin bdliinmesini %30
oraninda inhibe etmis ve ayrica tohum kok uzunlugunu %70 oraninda azaltmistir.
Ajugol, uygulamalarda tohum biiyiimesi ve bdliinme iizerine etki gostermemistir (50).
Tiirkiye’de yetisen Verbascum tirleri ile ilgili yapilmis fitokimyasal ve
biyoaktivite ¢alismalari da mevcuttur. Bu arastirmalarin ¢ogunlugu endemik olan tiirler
lizerinde yapilmustir. Incelenen tiirler, bitkinin kullanilan kisimlari, incelenen ekstre

tipleri Tablo 7°de goriilmektedir.

Tablo 7. Tiirkiye’de fitokimyasal yonden arastirilmig Verbascum tiirleri

Bitki adx Kullanilan  Ekstre cesidi Toplandig: yer Literatiir

kisimlar:

V. pterocalycinum Cigek Metanol Giiney Anadolu 51

var. mutense

Hub.-Mor. (E)

V. salviifolium Boiss. (E) ~ Toprak {istii ~ Metanol BURDUR / Yesilova 52

V. cilicicum Boiss. (E) Toprak tisti ~ Metanol Giiney Anadolu 53

V. wiedemannianum Kok Metanol SIVAS / Yildizeli 25

Fisch&Mey (E) Toprak iistii

V. lasianthum Boiss. Kok Metanol [ZMIR / Urla 23,24

E: Endemik tiir

Tiirkiye florasinda endemik olan V. pterocalycinum var. mutense bitkisinin
cigekleri metanol ile ekstre edilmis ve bu ekstrenin suda ¢6ziinen kismi lizerinde yapilan
kromatografik incelemeler sonucu asagidaki bilesikler izole edilmis ve spektroskopik
yontemlerle yapilari tayin edilmistir (51).

» 3-0O-{[a-L-ramnosil-(1—4)-(B-D—glukopiranosil-(1—3)]-[ B-D-glukopiranosil-
(1>2]-B-fukopiranosil)-13f3, 28-epoksiolean-11-en-383, 23 diol

» 3-O-{[a-L-ramnosil-(1—4)-(B-D-glukopiranosil-(1—3)]-[3-D—glukopranosil-
(1>2)]-B-fukopiranosil)-11 metoksi-olean—12—en-3f3, 23, 28—triol
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» 1-(B-D-glukopiranosil)-8-hidroksi-3,7-dimetil-okt-2(E), 6(E)-dienoat
Burdur, Yesilova’dan toplanan V. salviifolium bitkisinin toprak iistii kisimlarindan

hazirlanan metanollii ekstrede antioksidan Ozellige sahip 4 flavonoit glikoziti izole
edilmis ve spektroskopik yontemlerle yapilari tayin edilmistir.
Bu bilesikler:

» Apigenin—7-O-B-glukopiranozit

» Luteolin—7-0O-B-glukopiranozit

» Krizoeriyol-7-0O-B-glukopiranozit

» Luteolin-3’—0O-B-glukopiranozit’dir.
Bu c¢alismada izole edilen bilesiklerden luteolin-3’—O-B-glukopiranozit bilesigi
Verbascum tiirlerinden ilk kez izole edilmistir (52).

V. cilicicum’un toprak {istli kisimlarindan elde edilen metanollii ekstreden bir dizi
kromatografik teknikle bilinen 6 iridoit glikozit;

» Katalpol
Verbaspinozit
Sakkatozit

6—0-( 3°’- O-trans-sinnamol)-a-L—ramnopiranozilkatalpol

vV V V VY

6—0-( 4°’-O-trans-sinnamol)-a-L-ramnopiranosilkatalpol
» 6-0-( 3’—O-trans—p-kumarol)-a-L-ramnopiranosilkatalpol
izole edilmis ve spektroskopik tekniklerle yapilar1 belirlenmistir (53).

Kuzey ve I¢ Anadolu’da yayilis gosteren ve Sivas Yildizeli’nden toplanan V.
wiedemannianum tiriniin koklerinden ve toprak istii kisimlarindan elde edilen
metanollii ekstreden 4 yeni feniletanoit glikozit olan wiedemanniozit B-E izole
edilirken bunlara ek olarak wiedemanniozit A (6-O-asetilmartinozit), verbaskozit,
martinozit, ekinakozit ve 10kosceptozit B gibi bilinen 5 bilesik daha izole edilmis ve
spektroskopik yontemlerle yapilari tayin edilmistir (25). iridoitler Scrophulariaceae
familyasinda genis dagilim gosteren metabolitlerdir. Okubin, katalpol ve bunlarin
tirevleri Verbascum tiirleri i¢in yaygin olan iridoit glikozitlerdir. Abougazar ve
arkadaslarinin yaptig1 diger bir c¢alismada V. wiedemannianum’un toprak isti
kisimlarinin metanollii ekstresinden ¢esitli bilesikler izole edilmistir (Tablo 8). Bu

bilesiklerden angelozit ilk defa Angelino integerrima (Scrophulariaceae) tiiriinden izole
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edilirken bu ¢alismayla ilk defa Verbascum tiirlerinden de izole edilmistir. Ayrica ilk
defa ursen tipi triterpen saponinlerin varligi da bu tiirde tespit edilmistir (54).

[zmir Urla’dan toplanan V. lasianthum’un koklerinin metanollii ekstresinin suda
¢oziinen kisimlar ilizerinde yapilan kromatografik ¢alismalar sonucu Tath ve arkadaslar
asagidaki bilesikleri izole etmis ve spektroskopik yontemlerle yapilarini belirlemistir

(23).

» 6-O-(o-L-ramnopiranosilkatalpol > Buddlejozit As
» Verbaskozit A » Okubin
» Pulverulentozit I » Undulozit IIT

Tablo 8. V. wiedemannianum’un toprak istii kisimlarindan elde edilen metanollii ekstreden izole edilen

bilesikler
Iridoit Non glikozidik iridoitler =~ Saponozitler Diger bilesikler
_glikozitler
Okubin Rehmaglutin D Rosmatin Luteolin
Katalpol Niga-isigozit F1 Sitosterol-3-0-B-D-
glukopiranozit
Ajugol 5,7,3’ 4’ -tetrahidroksi-flavon
Angelozit
Glutinozit

V. lasianthum tiiri ile yapilan bagka bir ¢alismada ise bitkinin kdklerinden elde edilen
metanollii ekstreden; 8-O-asetilharpagit, harpogozit, 6-O vanilloilajugol gibi ii¢ iridoit
glikozit izole edilmis ve bu bilesiklerin yapilar1 tayin edilmistir (Sekil 9). Ayrica
bitkiden; iki feniletanoit glikozit:
» Verbaskozit{=okteozit[[3-(3,4-dihidroksifenil)-etil]-(3’-O-a-L-ramnopiranosil }—
(4°-0O- kaffeol)-B-D-glukopiranozit}
» Poliumozit{=[p-(3—4-dihidroksifenil)-etil]-(3’-6’—O-a-L-diramnopiranosil )-(4’-
O-kaffeol)-p- D-glukopiranozit

izole edilmistir.
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Sekil 9. V. lasianthum’un koklerinden elde edilen metanollii ekstreden izole edilen bazi bilesikler

Bu bilesiklerden 6-O vanilloilajugol ilk olarak V. thapsus’dan; poliumozit alti
farkli Verbascum tiiriinden; 8-O-asetilharpagit V. phlomoides ve V. thapsiforme’den
izole edilmistir. Akdemir ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada ilk defa Verbascum
tiirlerinde 8-O-asetilharpagit’in yapisi belirlenmis ve boylece V. lasianthum tiiriinden ilk
defa bir feniletanoit glikozit bilesigi izole edilmistir (24).

Yapilan literatiir calismalar1 incelendiginde Verbascum cinsine ait bitkilerin
iridoit glikozitler, saponozitler, triterpenik saponozitler, fenilpropanoit ve feniletanoit
glikozitler, flavonoitler, steroitler, seskiterpen asit, makrosiklik dimer lakton ve alkaloit

gibi sekonder metabolitleri icerdigi goriilmektedir (6, 25).
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2.3 Verbascum Tiirleri Uzerinde Yapilmis Biyoaktivite Calismalar

Yapilan literatiir taramalarinda Verbascum tiirlerinin farkli kisimlar kullanilarak
hazirlanan cesitli ekstrelerde pek c¢ok biyoaktivite ve fitokimyasal arastirmanin
yapildig1 goriilmektedir. Biyoaktivite calismalarinda antiviral, antibakteriyel, antifungal,
sitotoksik ve antitimdr, immunomodiilator, antihepatoma, antioksidan ve antiiilser

etkiler arastirilmistir (Tablo 9).

Tablo 9. Biyolojik aktivite agisindan incelenmis Verbascum tiirleri, incelenen ekstre ve biyoaktivite

tipleri
Tiir ad1 Kullamlan Ekstre cesidi incelenen Aktivite Literatiir
kisimlar
V. thapsiforme Schrader Cicek Liyofilize infiizyon Antiviral 28, 38,57
(FVI) Immiinomodiilator
V. thapsus L. Yaprak Metanol Antimikrobiyal 6,9, 26,27
Cigek Etanol Antihepatoma
Kapsiil Su Antitimor
Sitotoksik etki
V. phlomoides L. Cigek Dekoksiyon Antiviral 13, 28, 55
Antimikrobiyal
Immiinomodiilator
V. lychnitis L. Cigek Metanol Antibakteriyel 28,43
Biitanol Immunomodilator
V. undulatum Lam. Kok Metanol Antibakteriyel 48
Diklorometan
V. leptostychum Yaprak Metanol Antimikrobiyal 56
Cicek Su
V. sinaiticum Benth. Yaprak Etil asetat, Metanol Antitimor 16, 44
Dietil eter Antimikrobiyal
Sulu-alkollii
V. pterocalycinum var. Cigek Metanol Antimikrobiyal 51
mutense Hub.-Mor. (E)
V. gypsicola Toprak st Metanol Antimikrobiyal 3
Vural&Aydogdu (E)
V. olympicum Boiss.(E) - - Antimikrobiyal 3
V. prusianum Boiss.(E) - - Antimikrobiyal 3
V. bombyciferum Boiss. (E) - - Antimikrobiyal 3
V. macrurum Ten. Toprak iistii Metanol Antioksidan 49
V. salviifolium Boiss.(E) Toprak iistii Metanol Antioksidan 52
V. lasianthum Kok Metanol Antioksidan 24
Boiss.ex Bentham.
V. wiedemannianum Kok Metanol Antioksidan 25,61, 62
Fisch&Mey (E)
V. cheiranthifolium Cigek Dekoksiyon Antitilser 22

Boiss. var. cheiranthifolium

E: Tirkiye i¢in endemik tiirler
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Tiirkiye’de Verbascum cinsi bitkilerden ¢ogunlugu endemik olan bazi tiirler

lizerinde biyoaktivite caligmalar1 yapilmistir.

2.3.1 Antimikrobiyal Etki

Bir ¢ok bakteri tlirli mukozaya girerek veya deri lezyonlarindan sonra deride
veya kil foliikiillerinde bakteriyel enfeksiyonlara yol agmaktadir. Bu enfeksiyonlar kil
koki iltihaplari, iilser, bademcik ve orofariks inflamasyonlari gibi lokal iltihaplara
neden olmakta veya septisemi gibi genel kan enfeksiyonlar1 seklinde de ortaya
cikmaktadir. Bu enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotikler kullanilirken giiniimiizde bir
cok patojenik bakteri bu antibiyotiklere diren¢ kazanmustir. Antibiyotiklere direng
kazanan bu patojen mikroorganizmalara Escherichia coli, Proteus sp., Pseudomonas
aeruginosa, Shigella dysenteriae, Salmonella enteritidis, Salmonella typhi,
Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis ve Candida albicans Ornek olarak
verilebilir. Bitkilerde bulunan antimikrobiyal bilesenlerin farkli mekanizmalarla
bakterilerde biiylimeyi inhibe ettigi ve bitkisel preparatlarin diren¢ kazanan bu
mikroorganizmalara karsi etkili sekilde klinik c¢alismalarda kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle yiiksek bitkilerden elde edilen merhem, gargara ve
kompres uygulamalar1 antibakteriyel ajanlar olarak haricen kullanimda tercih

edilmektedir (55, 56).

2.3.1.1 Antiviral Etki

Antiviral aktivite ¢alismalarinda bir ¢ok Verbascum tiiriinden elde edilen ¢esitli
ekstrelerde, ¢esitli viriislere karst antiviral etki incelenmistir (Tablo 10) ( 6, 9, 38, 43,
57, 58).

V. thapsiforme’nin ¢igeklerinden hazirlanmis liyofilize inflizyonunun (Flos
Verbasci infiizyon (FVI)) invitro ortamda Herpes simplex Virus Type I (HSV-1) viriisii
ile enfekte edilmis GMK, Vero hiicreleri, CEF (tavuk embriyo fibroblastlar1) ve RK-13
hiicre kiiltiirlerinde toksik olmayan konsantrasyonlarda antiviral aktivitesi test edilmis
ve FVI'nin bu hiicrelerde HSV {izerinde antiviral aktivitesinin oldugu belirlenmistir.

Buna ek olarak FVI’nin HSV iizerinde viriisidal etkisi oldugu da goriilmiistiir.
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Tablo 10. Verbascum tirlerinin antiviral aktivite testlerinde kullanilan viriisler

Viriisler

Bovine respiratory syncytial virus Bovine herpesviriis Type 1

Bovine parainfluenza virus Type 3~ Bovine coronavirus

Vesicular stomatitis virus Bovine rotavirus
Herpes simplex virus Type 1 Fowl plaque virus
Cesitli Influenza A ve B virisleri Vaccinia virus

Daha onceki arastirmalarda Flos Verbasci’nin dekoksiyonlarinin nezle viriisii
enfekte edilmis tavuk embriyo fibroblastlarinda (CEF) virlis replikasyonunu inhibe
ettigi tespit edilmistir (38). FVI’nin Fowl! plaque virus suslarina, farklt A ve B nezle
virlislerine ve Herpes simplex viriisine karst invitro ortamda antiviral aktivite
calismalarinda etkili oldugu goriilmiistiir. Daha 6nceki ¢aligmalarda FVI’da bulunan
flavonoit, iridoit, fenolik asit, serbest sekerler, saponozitler, aminoasitler ve miisilaj gibi
bilesiklerden birinin antiviral etkili oldugu diisiiniilmekte iken bu bilesiklerden
hangisinin bu etkiye sahip oldugu tespit edilememistir. Takip edilen yillarda bir ¢ok
arastirmaci antiviral etkinin bir bilesikten kaynaklanmadigin1i bunun aksine bu
bilesiklerin birbiriyle sinerjik etki gostererek antiviral aktiviteye sahip olduklari fikri
tizerinde durmaya baslamistir (57). Serkedjieva 2000 yilinda yaptigi bir ¢alismada
FVI’nin nezle virlisi enfekte edilmis doku kiiltlirlerinde hemaglutinasyonu ve
enfeksiyonu azalttigini bulmustur. FVI ile nezle viriislerinin liremesini 6nleyen 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 Influenza A virlis enfeksiyonlarinda ve nezleden
korunmada en etkili ilaglardan biridir, gludantan-adamantanamin glukoronit ise
amantadine gore hiicre kiiltiirleri i¢in daha az toksikdir ve bir¢ok Influenza A viriisiiniin
tiremesini inhibe etmektedir. Sentetik ve dogal viral inhibitorlerin kombinasyonu ile
antiviral aktivite sirasinda bitkisel preparatlarin daha etkili olmasi saglanirken toksik

bilesen dozu da azaltilabilmektedir. Bu aragtirma da FVI ile adamantanamin glukoronit
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kombinasyonunun etkili oldugu gosterilmistir. FVI'nmin 1500 upg/mL iizerindeki
konsantrasyonlarinin, tavuk embriyosu fibroblast hiicre kiiltiirii i¢in toksik etkili oldugu
da goriilmiistiir (58).

McCutcheon ve arkadaglarinin yaptigir ¢alismada; iglerinde V. thapsus’un da
bulundugu 96’s1 yerel kabileler tarafindan tibbi amacli kullanilan 100 bitkinin
metanollii ekstresinde 7 farkli viriise kars1 antiviral etki arastirilmistir. V. thapsus’un
yapraklarindan elde edilen metanollii ekstrenin sadece Bovine herpes viriis Type 1’e
kars1 antiviral etki gosterdigi tespit edilmistir. Tablo 11°de testde kullanilan viriisler ve

ekstrenin gosterdigi aktiviteler goriillmektedir (9).

Tablo 11. V. thapsus 'un yapraklarindan elde edilen metanollii ekstrenin antiviral aktivitesi

Kullanilan viriisler Aktivite

Bovine coronavirus

(BCV, Coronaviridae) -

Bovine herpes viriis Type 1
(BHV1, Herpesviridae) +

Bovine parainfluenza virus Type 3
(BPI3, Paramyxoviridae) -

Bovine rotavirus
(BRYV, Reoviridae) -

Bovine respiratory syncytial virus
(BRSV, Paramyxoviridae) -

Vaccinia virus
(Poxviridae) -

Vesicular stomatitis virus
(VSV, Rhabdoviridae) -

(+) aktif, (-) aktif degil

V. phlomoides; Flores Verbasci (Flos Verbasci) drogunun hazirlandigi
Verbascum tiirlerinden biri olup bu bitkinin ¢igeklerinden hazirlanan dekoksiyonunun

A, ve B nezle viriisiine kars1 etkili oldugu saptanmistir (13).

2.3.1.2 Antibakteriyel ve Antifungal Etki
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Verbascum tiirlerinden elde edilen cesitli ekstrelerde bir ¢ok bakteri ve fungusa

kars1 antimikrobiyal aktiviteye bakilmistir (Tablo 12) (3, 6, 16, 17, 26, 43, 48, 55, 56).

Tablo 12. Verbascum tiirleriyle yapilan antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda kullanilan bakteri ve

funguslar

Bakteriler

Gram (+) pozitif

Gram (-) negatif

Funguslar

Enterococcus faecalis

Mycobacterium smegmatis
Streptococcus pyogenes
Streptococcus faecalis

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Listeria monocytogenes
Lactobacillus casei
Bacillus cereus
Bacillus subtilis

Micrococcus luteus

Pseudomonas aeruginosa

Enterobacter aerogenes
Salmonella typhimurium

Salmonella typhi
Salmonella entritidis
Klebsiella pneumoniae
Kluyveromyces fragilis
Agrobacterium tumefaciens
Shigella dysenteriae A
Shigella flexineri B
Escherichia coli

Proteus sp.

Proteus vulgaris

Neisseria gonorrhoea

Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton violacum
Aspergillus fumigatus
Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Fusarium tricuictum
Mycobacter phlei
Trichoderma viridae
Candida albicans
Microsporum gypseum
Microsporum cookerii
Rhodotorula rubra
Cryptococcus neoformas

Saccharomyces cerevisiae

Brantner ve Grein’in yaptig1 ¢aligmada tarihi bitkisel kitaplardan ve geleneksel

kullanimlarindan yararlanilarak elde edilen 28 familyaya ait 48 bitki iizerinde

antimikrobiyal aktivite calismasi yapilmis ve bu bitkiler igerisinde bulunan V.

phlomoides tiirlinlin ¢igeklerinden hazirlanan sulu ekstrenin sik sik hastaliklara neden
olan §. aureus (ATCC 6538, ATCC 9144), E. faecalis (ATCC 6057) ve B. subtilis
(ATCC 9372) gibi Gram (+) bakterilere ve E.coli (ATCC 11229) gibi Gram (-)
bakterilere kars1 antibakteriyel etki gostermedigi goriilmiistiir (55 ).

McCutcheon ve arkadaglarinin yaptig1 arastirmada Moerman’in etnobotanik

arastirmalari iceren ‘Medicinal Plants of Native America’ adl1 kitabindan belirledigi ve
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96’s1 Amerikan yerlilerince antifungal olarak kullanilan iglerinde V. thapsus’un da
bulundugu 100 bitki 9 mantar tiiriine karsi antifungal aktivite agisindan taranmustir. V.
thapsus’un yapraklarindan hazirlanmis metanollii ekstrede; A. flavus, A. fumigatus, C.
albicans, F. tricuictum, M. cookerii, M. gypseum, S. cerevisiae, T. viridae ve T.
mentagrophytes funguslarina karsi antifungal aktivite test edilmistir. Elde edilen
sonuglar Tablo 13’de verilmistir. Calismalar sonunda V. thapsus’dan hazirlanan
ekstrenin muhtemel antifungal oldugu; M. cookerii  ve M. gypseum
mikroorganizmalarinin biiylimesini inhibe ettigi goriilmistiir. Sonug olarak bu bitkinin
geleneksel tipta kullanimi ile antifungal aktivitesi arasinda yiiksek korelasyon oldugu

saptanmustir (26).

Tablo 13. McCutcheon ve arkadaglarinin V. thapsus 'un yapraklarindan elde edilen metanollii
ekstresinde yaptig1 arastirmadan alinan antifungal aktivite sonuglari

Kullanilan funguslar Aktivite

Aspergillus flavus -
Aspergillus fumigatus -
Trichoderma viridae -
Candida albicans -
Fusarium tricuictum -
Microsporum cookerii +
Microsporum gypseum +
Saccharomyces cerevisiae -

Trichophyton mentagrophytes -
(+) aktif, (-) aktif degil

V. lychnitis’in ¢igeklerinin butanollii ve metanollii ekstrelerinden bir feniletanoit
triglikozit izole edilmis ve bu bilesik kafeik asitle acillenmis verbaskozit 6’-O-f-D-
apiofuranozit (forsitozit B) olarak isimlendirilmistir. Diger agillenmis feniletanoit
glikozitler gibi forsitozit B bilesiginin de antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir
(43).

V. undulatum’un koklerinden hazirlanan metanollii ve diklorometanli ekstrelerde
yapilan arastirmalarda makrosiklik dimer lakton olan verbalakton izole edilmistir. Bu

bilesik agar dilusyon metoduyla 3 Gram (+) bakteriye ve 5 Gram (-) bakteriye karsi test
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edilmis ve antibakteriyel etki gosterdigi bulunmustur. Tablo 14’te kullanilan
mikroorganizmalar ve MIC degerleri goriilmektedir. Ekstrenin en etkili oldugu Gram
(+) bakteriler; S. aureus ve S. epidermidis’deki MIC degerleri 62,5 pg/mL iken Gram (-
) bakterilerden S. entritidis’'de MIC degeri ise 125 pg/mL olarak tespit edilmistir (48).

Tablo 14. V. undulatum bitkisinden elde edilen verbalaktonun antibakteriyel aktivite
sonuglari

Mikroorganizmalar

Gram (+) Mikroorganizmalar Antibakteriyal aktivite

(MIC pg/mlL)

Staphylococcus aureus 62.5
Staphylococcus epidermidis 62.5
Lactobacillus casei 125
Gram (-) Mikroorganizmalar

Escherichia coli 250
Pseudomonas aeruginosa 500
Enterobacter aerogenes >500
Salmonella entritidis 125
Klebsiella pneumoniae 250

Barbour ve arkadaslari, Liibnan halk tibbinda kullanilan iglerinde V.
leptostychum bitkisinin de bulundugu 27 bitki tiiriinlin farkli kisimlarindan elde edilen
39 sulu ve 39 metanollii ekstrenin invitro ortamda antimikrobiyal aktivitesini
arastirmislardir. Calismada E. coli, Proteus sp., P. aeruginosa, S. dysenteriae, S.
enteritidis, S. typhi, S. aureus, S. faecalis ve C. albicans mikroorganizmalari
kullanilarak disk diflizyon yontemi ve minimum inhibitér konsantrasyon tayinini (MIC)
gerceklestirmislerdir. Disk difiizyon yonteminde disklere her bir bitki ekstresinden 10
png ve 20 pg uygulanmis ve 20 pg uygulanan disklerde iglerinde V. leptostychum’ un
ciceklerinin ve yapraklarinin bulundugu 39 metanollii bitki ekstresinden 10’u
mikroorganizmalarin  %88.8’ine kars1 inhibitor etki gostermistir. V. leptostychum un
metanollii ekstresinin MIC degerleri S. enteritidis i¢in 1:2.5; E. coli, S. aureus ve C.
albicans igin ise 1:3.5 araliginda degismektedir (Tablo 15). Uygulanan her iki
yontemden, iclerinde V. leptostychum’un da bulundugu metanolli bitki ekstrelerinden
sadece ikisi mikroorganizmalarin %99.9’una karsi oldukga etkili bulunmustur. Ayrica

bitkilerin metanollii ekstrelerinin, sulu ekstrelere gére mikroorganizmalara karsi daha
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etkili oldugu da gorlilmiistiir. Arastirmacilar bu sonucun metanollii ¢oziiciilerin
bitkideki pek cok bilesigi ¢ozebilmesinden kaynaklandigini; sulu ¢oziiciilerin ise bitkide
sadece antosiyanin, nisasta, tanen, saponozit, terpenoit, polipeptit ve lektinleri

¢Ozebildigini belirtmislerdir (56).

Tablo 15. V. leptostychum bitkisinin ¢igeklerinin metanollii ekstresine ait
MIC degerleri

Mikroorganizmalar MIC Degerleri
E. coli 1/3.5
Proteus sp. 1/3.0
P. aeruginosa 1/3.0
S. dysenteriae 1/3.0
S. enteritidis 1/2.5
S. typhi 1/3.0
S. aureus 1/3.5
S. faecalis 1/2.5
C. albicans 1/3.5

6500-7000 aras1 bitki tiirlinii iceren ve bunlarin %12’si endemik olan Etiyopya’da
geleneksel tipta kullanilan, iglerinde V. sinaiticum bitkisinin de bulundugu 8 tibbi
bitkinin antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Etiyopya’da geleneksel tipta sarbon,
dogum sonras1 diyare, romatizma agrilari, fil hastaligi, kizamik, antihelmentik,
belsoguklugu, clizzam, frengi, yiizeysel fungal enfeksiyonlar ve yaralarin tedavisinde
kullanilan V. sinaiticum bitkisinin yapraklarindan hazirlanan sulu-alkollii ekstrenin,
insanlarda farkli deri enfeksiyonlarina neden oldugu bilinen ¢esitli bakteri ve funguslara
kars1  aktivitesi  incelenmistir.  Calismada  kullanilan  mikroorganizmalar,
konsantrasyonlar ve inhibisyon zon g¢aplart Tablo 16’da goriilmektedir. 100, 50, 25
mg/ml’lik ii¢ farkli konsantrasyonda, yapilan testlerle gentamisin (0.1 mg/ml) ve
ketokonazol (0.3 mg/ml) pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

V. sinaiticum bitkisinin sulu-alkollii ekstresi S. aureus ve P. aeruginosa
bakterilerine karst antibakteriyel etki gosterirken diger mikroorganizmalara karsi

antibakteriyel etki gostermemistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda bu bitkinin in vitro
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kiiltliriiniin etanollii ekstresinin genis bir aralikta antibakteriyel etkiye sahip oldugu ve
bitkiden izole edilen tiim bilesiklerin 16semi hiicrelerinde doza bagli sitotoksisiteye

neden oldugu da belirlenmistir (16).

Tablo 16. Tadeg ve arkadaslarinin inceledigi V. sinaiticum bitkisinin sulu ekstresinin bakteri ve

funguslara kars1 antimikrobiyal aktivitesi

inhibisyon zonu (mm)

Test ornegi Konsantrasyon Bakteriler Funguslar
(mg/ml) Sa Ec Pa Ca Tm An
100 254+0.6 - 20+0.5 - - -
V.sinaiticum 50 21+£1.0 - 18+1.0 - - -
25 19+0.6 - 16+0.3 - - -
Gentamisin® 0.1 29+0.0 22+1.3 21+0.5 NT NT NT
Ketokonazol® 0.3 NT NT NT 37+1.6 23+2.4 -

Sa: Staphylococcus aureus, Ec: Escherichia coli, Pa: Pseudomonas aeruginosa, An: Aspergillus niger,
Tm: Trichophyton mentagrophytes, Ca: Candida albicans,

NT: test edilmedi; -: aktivite goriilmedi

* pozitif kontrol

Etiyopya’da yapilan bir diger ¢alismada V. sinaiticum bitkisinin yapraklarindan
elde edilen metanollii ekstrede antimikrobiyal aktivite incelenmistir. Aktivite
caligmalarinda N. gonorrhoea (ATCC 49226), S. pyogenes (ATCC 19615), S.
pneumonia (ATCC 49619), S. aureus (ATCC 27853), E. coli (ATCC 25922), A. flavus
(ATCC 18748), A. niger (ATCC 10535) suslan ile birlikte S. typhi, S. typhimurium, S.
flexineri B, S. dysentriea A, B. cereus, C. albicans, T. mentagrophytes, T. violacum ve
C. neoformas gibi klinik izolatlar kullanilmistir. Calisma 2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500
png/ml ve 250 pg/ml konsantrasyonlarda yapilmis ve bitki ekstresi sadece 2000 pg/ml
konsantrasyonda N. gonorrhoea’ya karsi etki gostermis, diger mikroorganizmalara karsi
etki gdstermemistir (17).

Antimikrobiyal aktivite calismalar1 Tirkiye’de yetisen Verbascum tiirleri

tizerinde de ¢esitli mikroorganizmalar kullanilarak yapilmstir.
Endemik bir tiir olan V. pterocalycinum var. mutense’nin ¢icekleri metanol ile ekstre
edilmis ve bu ekstrenin suda ¢6ziinen kismi lizerinde yapilan kromatografik ¢aligmalar
sonucu izole edilen bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir (51).

V. thapsus bitkisinden hazirlanan ve ticari olarak piyasada bulunan cay, tablet,

ciceklerinden elde edilen yagli ekstre; bitkinin kapsiil ve yapraklarindan hazirlanan
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metanollii, etanollii ve sulu ekstreler kullanilarak antibakteriyel aktivite caligsmalar
yapilmistir. Miillein’in ¢ok eski zamanlardan beri tibbi amagla {ist solunum yolu
enfeksiyonlarinda, deri hastaliklarini i¢ine alan iltihapl hastaliklarda ve pek ¢ok tiimor
tedavisinde kullanildigr bilinmektedir. Tiirker ve Camper yaptig1 c¢alismalarda V.
thapsus bitkisinin ekstreleri ile piyasada bulunan {irtinlerinin bilindigi kadar yararli olup
olmadigr ve toksik etkilerinin bulunup bulunmadigini arastirmistir. Var oldugu
diisiiniilen yararlarin saponozitten kaynaklandigi iizerinde duran arastirmacilar
saponozitden hazirlanan cesitli ekstreler ile bitkinin sulu ekstresi, alkolle hazirlanan
ekstreleri (metanol ve etanol) ile sulu-alkollii ¢ozeltilerinin etkilerini karsilagtirarak
incelemislerdir. Calismada kullanilan V. thapsus bitkisinden elde edilen gesitli ekstreler
ve ticari olarak piyasada bulunan iiriinler ve test edilen saponozitlerin kisaltmalar1 Tablo

17°de goriilmektedir (6).

Tablo 17. Tiirker ve arkadasinin V. thapsus ekstreleri ile yaptiklar1 antibakteriyel testlerde
kullanilan materyaller

Test materyali Kisaltilmis ismi Test materyalinin kaynagi
FL-MeOH (40gr) Tarla yapraklari
.. IL-MeOH (40gr) In vitro kiilttir yapraklari
Metanollit ekstreler CL-MeOH (40gr) Ticari tirtinlerin yapraklari
FC-MeOH (40gr) Tarla kapstilleri
FL-EtOH (40gr) Tarla yapraklari
Etanollii ekstre IL-EtOH (40gr) In vitro kiiltiir yapraklar
CL-EtOH (40gr) Ticari tirlinlerin yapraklari
FL-Inf (40gr) Tarla yapraklari
FL-Dec (40gr) Tarla yapraklari
Sulu ekstre IL-Dec (40gr) In vitro kiiltiir yapraklar:
CL-Dec (40gr) Ticari {irlinlerin yapraklari
TB-Com Miillein ¢ay1
SC-Com Miillein Emme tabletleri
Ticari iriinler AE-Com Alkolli Miillein ekstresi
FO-Com Miillein ¢igegi yagi
Gly Glycyrrhizic asit
Sap Q Quillaja kabugund'an elde edilen
Cesitli saponinler saponin
Sap P Saf saponin

Scrophularia ilwensi’den elde edilen
ilwensisaponin A

Tiirker ve Camper yapmis olduklari antibakteriyel aktivite calismalarinda

Sap IL

solunum yollar1 enfeksiyonlarina neden olan; K. pneumoniae (ATCC 13883), E. coli
(ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC 27853) gibi Gram (-) bakterileri ve S. pyogenes
(ATCC 19615), S. epidermidis (ATCC 12228) ve S. aureus (ATCC 25923) gibi Gram
(+) bakterileri kullanmistir. Calismada V. thapsus’un c¢iceklerinden elde edilen yag, S.

39



pyogenes ve S. epidermidis diginda diger mikroorganizmalarda biiylimeyi inhibe
etmistir (Tablo 18). Ticari kaynakl bitkiden hazirlanan alkol ekstresi K. pneumoniae’da
inhibitor etki gosterirken; ticari kaynakli yapraklardan hazirlanan dekoksiyon P.
aeruginosa ve S. pyogenes disindaki mikroorganizmalarda, bitki ¢ay1 ise sadece K.
pneumoniae’da inhibitdr etki gostermistir. Genel olarak bitkiden hazirlanan sulu
ekstrelerin antibakteriyel aktivite yoniinden diger ekstrelere goére daha etkili oldugu
gozlenmistir. Yapilan testlerde sulu ekstre K. pneumoniae ve S. aureus bakterilerine
kars1 hassasiyet goOstermistir. K. pneumoniae ve S. aureus’un solunum yollari
hastaliklarina; K. pneumonia’nin idrar yollar1 hastaliklarina neden oldugu bilinmektedir.
Bu calismada bu tiir hastaliklarin tedavisinde V. thapsus’un geleneksel tipta kullanim
alanlar1 ile yapilan calismanin benzer sonuglar verdigi goriilmektedir. Yapilan
aragtirmalar sonucu sicak suyla hazirlanan bitki infiizyonlarinin ve  sicak suda
kaynatilarak hazirlanan dekoksiyonlarinin en etkili preparatlar oldugu belirlenmistir.
McCutcheon ve arkadaslar tarafindan daha once yapilan c¢alismalarda V. thapsus
bitkisinin metanollii ekstresinin E.coli, M. phlei ve S. aureus’a kars1 antibakteriyel etki
gosterdigi, K. pneumonia’a karsi ise antibakteriyel etki gostermedigi bulunmustur.
Tiirker ve Camper’in yaptigi caligmalarda ise metanollii ekstrenin E. coli’nin
bliylimesine etki etmedigini sadece K. pmneumonia’ya kars1 antibakteriyel etki
gosterdigini tespit etmistir. Bu durum biyolojik olarak degerlendirilirse ekstre hem
Gram (+) hem de Gram (-) bakterilere kars1 aktivite gostermektedir (6).

Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan V. gypsicola bitkisinin toprak istii
kisimlarindan hazirlanan metanollii ekstre kullanilarak antimikrobiyal aktivite
incelenmistir. Calismada; E. coli (ATCC 11230), S. aureus (ATCC 6538P), K.
pneumoniae (UC57), P. aeruginosa (ATCC 27853), B. cereus (ATCC7064), P. vulgaris
(ATCC 8427), R. rubra (DMS 70403), K. fragilis (ATCC 8608), M. smegmatis (CCM
2067), L. monocytogenes (ATCC15313), M. luteus (CCM 169), C. albicans (ATCC
10231) mikroorganizmalar1 kullanilmis ve disk difiizyon yontemi uygulanarak P10
(penisilin G (10 unit)), SAM20 (amfisilin 10 pg), CTX30 (sefotaksim 30 pg), VA30
(vankomisin 30 pg), OFX5 (oflaksasin 5 pg), TE30 (tetrasiklin 30 pg), NY 100 (nistatin
100 pg) standart antibiyotikleri ile karsilagtirilip antimikrobiyal etki incelenmistir
(Tablo 19) (3).
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Tablo 18. Tiirker ve arkadasinin V. thapsus ekstresi ve saponozitler tizerinde yaptiklar1 antibakteriyel
test sonuglari

Antibakteriyal aktivite (mm + S.E)*

Test materyali Kp Ec Pa Se Sa Sp
FL-MeOH 8.6 03" - - - 9.5+0.28 -
IL-MeOH 8.0+0.0/ - - - - -
CL-MeOH 8.00.0’ - - - - -
FC-MeOH - - - - - -
FL-EIOH - - - - - -

IL-EIOH - - - - 8.0+0.0" -
CL-EIOH 9.2+(.2%" - - - 12.0£0.0 -
FL-Inf 9.3+(.2%" - - - 14.4+0.2¢ -
FL-Dec 9.8+0.4¢ - - - 8.6+0.2gh -
IL-Dec 9.5+0.4%" - - - 8.8+0.3gh -
CL-Dec 11.740.4°  10.120.1° - 10.0£0.3°  8.5+0.2%" -
TB-Com 6.0+0.0' - - - - -
SC-Com - - - - - -
AE-Com 7.7+0.1! - - - - -
FO-Com 10.3+0.2"  9.0+0.0' 9.3+0.2° - 9.5+0.2x -
Gly (1mg/ml) - - - - - -
Sap Q (Img/ml) - - - - - -
Sap P (1 mg/ml) - - - - - -
Su - - - - - -
MeOH - - - - - -

MeOH:Su (50:50) - - - - - -
EIOH:Su (50:50)

Eritromisin 13.0+0.3¢ - - 413403*  30.1£0.2°  22.0+0.5°
(E-15)
Karbonisillin 8.4+02"  27.740.6°  21.8+0.5"  32.8+0.5° - 44.340.6°
(CB-100)
Sefalotin 21.6+0.6°  19.0+0.4¢ - 41.540.9*  37.0+0.7*°  32.1+0.5°
(CE-30)
Kloromfenikol 30.0£0.5°  26.0+£0.3° - 35.840.3°  25.9+0.6°  25.8+0.1°
(C-30)
Sulfiksozalk 32.240.5°  22.6+0.38 - 19.3+0.3¢  32.840.68°  15.240.5°
(G-25)

Kp, Klebsiella pneumoniae; Ec, Escherichia coli; Pa, Pseudomonas aeruginosa; Sp, Streptococcus
pyogenes; Se, Staphylococcus epidermidis ve Sa, Staphylococcus aureus

Ayni1 harfli stitunlarda P>0.05’de anlamli fark yok.

*Milimetredeki bakteri biiylime inhibisyon alani

Sonu¢ olarak V. gypsicola bitkisinden hazirlanan metanollii ekstrenin E. coli, K.
pneumoniae, P. vulgaris, P. aeruginosa gibi Gram (-) bakterilere karsi aktivite
gostermedigi buna karsilik S. aureus, B. cereus, L. monocytogenes, M. luteus ve M.

smegmatis gibi Gram (+) bakterilere kars1 aktivite gosterdigi belirlenmistir.
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Tablo 19. V. gypsicola bitkisinin metanollii ekstresi ile yapilmis antimikrobiyal test sonuglari

Mikroorganizmalarin inhibisyon zonu (mm)

Mikroorganizmalar Standart antibiyotikler Bitki
P SAM CTX VA OFX TE NY V.
10 20 30 30 5 0 100 gypsicola
E. coli 18 12 10 22 30 28 - -
S. aureus 13 16 12 13 24 26 - 17.6
K. pneumoniae 18 14 13 22 28 30 - -
P. aeruginosa 8 10 54 10 44 34 - -
P. vulgaris 10 16 18 20 28 26 - -
B. cereus 14 12 14 18 30 25 - 15.2
M. smegmatis 15 21 11 20 32 24 - 10.4
L. monocytogenes 10 12 16 26 30 28 - 9.6
M. luteus 36 32 32 34 28 22 - 14.6
C. albicans - - - - - - 20 15.3
K. fragilis - - - - - - 18 9.2
R. rubra - - - - - - 18 10.4

P10 (penisilin G (10 unit)), SAM20 (amfisilin 10 pg), CTX30 (sefotaksim 30 nug), VA30 (vankomisin 30
ng), OFXS (oflaksasin 5 pg), TE30 (tetrasiklin 30 pg), NY 100 (nistatin 100 ug).

Ayrica bitkinin test edilen tiim mantarlara karsi aktivite gosterdigi belirlenmis ve S.
aureus’un V. gypsicola bitkisinden hazirlanan ekstreye karsi standart antibiyotikler
OFX5 ve TE30’la karsilastirildiginda daha hassas oldugu da goriilmiistiir. Benzer
sekilde ekstrenin P10, SAM ve CTX30 standart antibiyotikleriyle karsilastirildiginda B.
cereus un diger mikroorganizmalara gore daha hassas oldugu gorilmiistiir. Ayrica
ekstre C. albicans’a karsida oldukea giiclii antifungal etki gostermistir (3).
Meurer-Grimes ve arkadaslarmin Verbascum L. tiirlerinden 9’u ile yaptigi
antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda kok, c¢icek, tohum ve yapraklardan elde edilen
ekstrelerde giiclii antimikrobiyal aktivite tespit edilmistir. Ekstrelerin 6zellikle Gram (+)
bakterilerden S. aureus ve mayalardan C. albicans’a kars1 etkili oldugu belirlenmistir.
Diilger ve GoOniiz’un daha onceki calismasinda V. olympicum Boiss., V. prusianum
Boiss. ve V. bombyciferum Boiss. gibi 3 endemik Verbascum tiriinden elde edilen
ekstrelerle yapilan aktivite ¢alismalarinda ayni bakteriler igin paralel sonuglar
bulunmustur. Arastirmalar Verbascum tiirlerinin Gram (+) bakterilere ve mayalara karsi
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir. Bu durumda arastirmacilar
genel olarak Gram (-) bakterilerin hiicre duvarlarindaki lipopolisakkaritlerden dolay1
Gram (+) bakterilere gore ekstrelere karst daha direngli oldugu sonucuna

ulagtirmaktadir (3).
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2.3.2 Sitotoksik ve Antitiimor Etki

Sitotoksik etki ve biiylime inhibe edici etki incelenirken; Artemia salina larvalar
ve Raphanus sativus tohumlar1 kullanilmis ve bunlarda yiiksek konsantrasyonda V.
thapsus’un kapsiil, yaprak ve ciceklerinden hazirlanan metanollii, etanollii ve sulu
ekstrelerinin sitotoksisitesi ve biiyiime inhibe edici etkileri incelenmistir. Yapilan
caligmalarda Brine shrimp larvalarinda goriilen toksisite ile 9KB’da goriilen (insan
nasofaringel karsinoma) sitotoksisite arasinda pozitif korelasyon oldugu bulunmustur
Raphanus sativus tohumlan fitotoksik bilesiklere karsi ¢ok hassas olmalar1 nedeniyle
kullanilmistir. Raphanus sativus tohumlarinda tiim ekstrelerin yiiksek dozda biiyiimeyi
inhibe ettigi ve kok uzamasini engelledigi goriilmiistiir. Tohumun bdliinmesinde ise
Miillein ekstreleri 7500 mg/L. konsantrasyonda inhibe edici etki gdstermektedir. Diisiik
dozlarda ise (1000 mg/L) inhibe edici etki ¢ok diisiiktiir. Diger ekstrelere gore etanollii
ekstreler biiylime ve boliinmeyi daha ¢ok inhibe etmektedir. Saponozit standart testleri
ise tohumun boliinmesini Miillein ekstrelerine goére daha az inhibe etmekte, kok
biiylimesini ise inhibe etmemektedir. Sitotoksik etki ekstrelerin 1000 mg/L gibi dozunda
gozlenmistir. Sulu ekstreler de ise dekoksiyonun inflizyondan daha toksik oldugu
saptanmustir (6).

V. sinaiticum bitkisinin yapraklarinin etil asetat ve dietil eterli ekstrelerinden
elde edilen 2 flavonolignan: hidnokarpin ve yeni bir bilesik olan sinaitisin; 2 flavon:
krisoeriol ve luteolin bilesiklerinin doza bagh sitotoksik etkili olup; murine lenfositik
16semi P-388 hiicrelerine karsi inhibitor etki gosterdigi ve bu hiicreleri 6nemli Olgiide
baskiladig1 belirlenmistir. Bitkinin yapraklarindan hazirlanan eterli ekstreden elde
edilen luteolin ve hidnokarpin ile yapilan testler de hidnokarpinin 6 insan kanser
hiicresine karst ve L-1210 murine hiicrelerine karsi etkili oldugu tespit edilmistir.
Ayrica bu flavonolignanlarin CF; farelerinde ‘Ehrlich ascites’ karsinomasinin
bliylimesini engelledigi, antienflamatuvar ve hipolipidemik aktivite gosterdigi
gorlilmiistiir (44).

V. thapsus bitkisinden hazirlanan ve ticari olarak piyasada bulunan cay, tablet ve
ciceklerinden elde edilen yag; bitkinin kapsiil ve yapraklarindan hazirlanan metanollii,
etanollii ve sulu ekstreleri kullanilarak antitimér aktivite arastirilmistir. Antitimor

calismalarinda; V. thapsus’dan elde edilen tiim ekstrelerin, Agrobacterium tumefaciens
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enfekte edilmis patates (Solanum tuberosum) plaklarinda antitiimor etki gosterdigi
saptanmistir. Ayrica yapilan ¢alisma; genelde ticari iirlinlerde tiimor inhibisyon

etkisinin daha az oldugunu gostermistir (Tablo 20) (6).

Tablo 20. V. thapsus’dan elde edilen ekstreler, standart saponozitler, kontroller (su ve
kamptotesin) ve tiimor olusum inhibisyon yiizdeleri

Ekstreler Tiimoérlerin ortalama sayisi % Tiimor inhibisyonu
Su 535 -
MeOH:Su (50:50) 60+4" -
Kamprodesin 0+0 100
FL-MeOH 27£3% 48
IL-MeOH 241! 97
CL-MeOH 3+l 95
FC-MeOH 104+2" 81
FL-EtOH 12428 76
IL-EtOH 24+3%f 54
CL-EtOH 21+3%f 59
FL-Inf 19+2° 63
FL-Dec 193 63
IL-Dec 13+3¢" 76
CL-Dec 12+2gh 77
TB-Com 40+3¢ 25
SC-Com 37+4¢ 30
AE-Com 29434 45
FO-Com 26+2% 50
Gly (Img/ml) 1542 71
(0.5mg/ml) 23400 57
SapQ (1mg/ml) 162" 70
0.5 mg/ml 22420 59
Sap P(1mg/ml) 23420 56
(0.5mg/ml) 24424%f 54
SapIL (1mg/ml) 203" 66
(0.5mg/ml) 26+4% 56

Ayni harfli numaralarda P>0.05 degerlerde anlamli sonuglar bulunamamistir

2.3.3 immunomodiilator Etki

Avrupa’da yetisen Verbascum tlirlerinden dordi V. phlomoides, V. thapsiforme,
V. nigrum ve V. lychnitis’den izole edilen verbaskosaponin, luteolin, 7-O-glukozit,
verbaskozit, spesiozit ve forsitozit B bilesiklerinin in vitro ortamda; sican dalak lenfosit
hiicrelerindeki ¢ogalma (proliferasyon) iizerine etkileri incelendiginde bu bilesiklerin
100 pg/ml konsantrasyonunda antiproliferatif etki gosterdigi; diisiik konsantrasyonda

(0,1 pg/ml) ise verbaskozit, forsitozit ve spesiozit bilesiklerinin boliinme hizini arttirdigi
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goriilmiistiir. Bu 6n testler bu bilesiklerin immunomodiilatér etkili olabilecegini,
sitotoksik ve immunostimulan 6zelliklerinin incelenmesi i¢in daha ileri ¢alismalarin

yapilmasi gerektigini diisiindiirmiistiir (28).

2.3.4 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 incelenmistir. Tablo 21°de goriildigli gibi ekstreden, bu hiicre
topluluklarindan Hepatit B viriis genomu tastyanlarin tagimayan hiicre topluluklarina

gore farkli etkilendikleri tespit edilmistir (27).

Tablo 21. V. thapsus’un sulu ekstresinin antihepatoma aktivite test sonuglari

HBYV(-) hiicreler HBV(+) hiicreler
Hep G2/ HA22T/ SK-HEP-1 nhibisyon ~ PLC/PRF/5 Hep3B  Inhibisyon
C3A VGH oran % oran %
(ICsp) 2000 pg/mL (ICs0) 2000 pg/mL
de %inhibisyon de %inhibisyon
V. 3.0 699 : 33.6 1.6 : 5.8+
thapsus

2.3.5 Antioksidan Etki

Stiperoksit iyonlar1 (O,7), hidroksil (OH") ve nitrikoksit radikalleri (NO") gibi
serbest radikaller ile hidrojenperoksit (H,O,) ve nitrik asit (HNO;) gibi serbest olmayan
radikalleri igeren reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri(RNS) aktif oksijen
ve azotun c¢esitli formlaridir. Yasayan organizmalarda ROS ve RNS farkli yollardan
olugmaktadir. Normal aerobik solunumda; uyarilmis polimorfoniikleer l6kositler,
makrofajlar ve peroksizomlar hiicreler tarafindan iiretilen antioksidanlarin biiyiik bir

kismi i¢in ana endojen kaynaklar olarak goriilmektedir. Baz1 eksojen serbest radikal
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kaynaklar1 olarak da sigara, iyonize radyasyon, organik solventler ve pestisitler 6rnek
verilebilir.  Serbest radikaller; yiyeceklerin bozulmasmma neden olan lipid
peroksidasyonuna yol agmaktadir. Oksidasyon sadece lipidleri etkilememektedir. ROS
ve RNS mutasyona yol agan DNA tahribatlarina da neden olabilmektedir. Buna ek
olarak ROS ve RNS; sitma, kalp hastaliklari, felg, arteriosklerozis, diyabet ve kanser
gibi 100’den fazla hastalikla da ilgili goriilmektedir. Asir1 liretildigi zaman ROS doku
yaralanmalarmma neden olabilmekte iken, doku yaralanmalarinin kendisi de; ROS
olusumuna neden olabilmektedir. Ama yine de insanlar1 da igine alan tiim aerobik
organizmalar; tahribatlar1 ortadan kaldiran, enzimleri onaran veya tahrip olmus
molekiilleri onaran, oksidatif tahribata karst koruyucu antioksidan savunma
mekanizmalaria sahiptir. Dogal antioksidan savunma mekanizmalari; diyet yoluyla
disaridan  antioksidan  bilesikleri  alarak  oksidatif tahribati  etkisiz  hale
getirilebilmektedir. Bu da bu bilesiklerin dnemini giiniimiizde daha da arttirmaktadir.
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
alimmasiyla bir ¢ok hastaligin ortaya c¢ikisi arasinda ters iliski oldugu da
diisiiniilmektedir. Bu nedenle dogal antioksidan kaynaklarinin bulunmasi ile ilgili
arastirmalar daha da oOnem kazanmaktadir. Lipid peroksidasyonu zincirleme bir
reaksiyon olup, bu reaksiyon reaktif radikalin non-radikalden bir elektron almasiyla
baslar bdylece radikal non-radikale doniisiir, uyarilan yeni bir radikal olusur ve
reaksiyon bu sekilde devam eder. Fenolik bilesikte hazir bulunan hidroksil hidrojene bir
elektronunu vererek radikali siipirmektedir. Bu durumda yeni olusan fenoksi radikali
daha Onceden olusan radikale gore daha kararlidir. Bdylece zincirleme reaksiyon
geciktirilebilmektedir (59).

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 karigikliklara ve en son olarak da kolestrol safra taglarinin

olusumuna neden olmaktadir. Diyetle aliman dogal antioksidanlarin; karaciger ve
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safrada farkli enzimatik ve non-enzimatik reaksiyonlar yoluyla patolojik serbest
radikallere doniisebilecegi hayvan deneyleri ile saptanmistir (60)

Son yillarda yapilan ¢alismalarda ¢ok cesitli gidalar iizerinde etkili olabilecek
sentetik ve dogal antioksidanlarin  bulunmasi amaciyla bitkisel ekstreler
incelenmektedir. Bu amagcla ¢esitli bitki gruplari tarandiginda Verbascum tiirlerinde
antioksidan aktiviteye sahip fitokimyasallarin bulundugu tespit edilmistir (49).

Fenolik dogal bilesenler sahip olduklar1 oksijen radikal siipiiriicii etkileri
nedeniyle potansiyel antioksidan maddeler olarak bilinmektedir. Bu nedenle flavanoitler
gibi fenolik dogal bilesenler antioksidan aktivite agisindan ilgi ¢ekici fitokimyasallardir.
Serbest radikal slipiiriicii etkiye sahip antioksidanlar Ozellikle kardiyovaskiiler
hastaliklar, yaslanma, kanser ve enflamatuvar hastaliklarin tedavisinde 6nemli rol
oynamaktadir. Bu antioksidan bilesiklerin tespiti i¢in pek ¢ok yontem kullanilmaktadir.
Bu yontemlerden ozellikle 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil’in (DPPH) kullanildig1 serbest
radikal siipiiriicii yontem hem giivenilir olmas1 hem de kisa siirede sonu¢ vermesi
nedeniyle tercih edilmektedir (52).

Antioksidan aktiviteye sahip fitokimyasallar1 iceren tiirlerden biri olan V.
macrurum’un toprak istii kisimlarindan hazirlanan metanollii ekstrede antioksidan
aktivite arastirilmis ve serbest radikal siipiiriicii etkiye sahip 2,2-difenil-1-pikrilhidrazile
(DPPH) kars1 antioksidan etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica Lancimat metoduyla
oksidatif bozulma incelenmistir. Gidalarin islenmesi, paketlenmesi ve dagitimi sirasinda
meydana gelen ve yiyeceklerin bozulmasindan sorumlu olan lipid oksidasyonunun en
onemli nedeni serbest radikal aktivite sonucu olusan oksidatif transformasyondur. V.
macrurum’dan;  akteozit, martinozit, 6’-O-a-L-arabinopiranozil ve 6’-O-B-D-
ksilopiranozil martinozit gibi 4 fenilpropanoit 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’in diger
bilesiklere gore serbest radikal siipiiriicii potansiyelinin ¢ok yiiksek oldugu ve ay ¢icek
yaginin oksidatif eksimesine karsi en yiliksek koruma faktoriine sahip oldugu da
gbzlenmistir. Bu bilesik sentetik bir antioksidan olan BHT ile karsilastirildiginda agikca
daha yiiksek dogal bir a-tokoferol’diir ve nontoksik bir bilesiktir. Bu nedenle gidalarin
oksidatif eksimeye karsi1 dogal yollardan korunmasinda okteozit dnemli bir bilesiktir

(49).
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Burdur, Yesilova’dan toplanan V. salviifolium bitkisinin toprak st
kisimlarindan hazirlanan metanollii ekstrede 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) ile aktif
oldugu tespit edilen flavonoitler bulunmus ve bunlarin radikal siipiiriicii 6zellikleri
incelenmistir. Sonug olarak 4 flavonoit glikozit izole edilmis olup bunlardan apigenin —
7—O-B—glukopiranozit ve krizoeriyol-7—O-fB—glukopiranozit’in DDPH’ye kars1 radikal
stiptiriicti etki gosterdigi belirlenmistir (52).

Kuzey ve I¢ Anadolu’da yayilis gosteren ve Sivas Yildizeli’nden toplanan
endemik V. wiedemannianum tiriiniin koklerinden hazirlanan metanollii ekstrede
radikal siipiiriicii etki saptanmistir (61). Bir bagka ¢alismada yine Sivas Yildizeli’'nden
toplanan V. wiedemannianum tiiriiniin koklerinden ve toprak iistii kisimlarindan elde
edilen metanollii ekstreden 4 yeni feniletanoit glikozit olan wiedemanniozit B-E izole
edilirken bunlara ek olarak wiedemanniozit A (6-O-asetilmartinozit), verbaskozit,
martinozit, ekinakozit ve 10kosceptozit B gibi bilinen 5 bilesik daha izole edilmis ve

2,2-difenil-1-pikrilhidrazile (DPPH) kars1 radikal stiptiiriicii etkisi incelenmistir (25).

Tablo 22. Verbaskozit ve ekinakozit’in DPPH radikal indirgeme yiizdeleri

Konsantrasyon (uM)

Bilesikler
10 25 50 100 200 ICso (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 siipiiriicii etkiye sahip 2,2-difenil-1-pikrilhidrazile (DPPH) kars1 antioksidan
etkili olduklar1 goriilmiistir. Bu nedenle bu bilesikler daha ileri spektroskopik
yontemlerle radikal siiplirme kapasiteleri bakimindan test edilmistir. Tablo 22’de
goriildiigii gibi sadece verbaskozit ve ekinakozitte belirgin bir aktivite goriilmiistiir.
Askorbik asit ise referans bilesik olarak kullanilmistir (25).

Tepe ve arkadaglarmin yaptigit bir diger calismada iclerinde V.
wiedemannianum’un da bulundugu bes bitkiden elde edilen metanollii ekstrede invivo

olarak antioksidan aktivite iki farkli yontemle incelenmistir. Bu yontemler DPPH
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serbest radikal stipiiriicii etki ve B-karoten / linoleik asit testleridir. Deneylerde BHT,
askorbik asit ve kurkumin pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Tablo 23’te goriildiigi
gibi DPPH yonteminde 6l¢iimler 517 nm de; B-karoten / linoleik asit testinde dl¢timler
490 nm de yapilmistir. DPPH yonteminde diger bitkilere gore V. wiedemannianum
bitkisi oldukga zayif antioksidan aktivite gdsterirken B-karoten / linoleik asit testinde
ise V. wiedemannianum diger bitkilere gore 2.sirada antioksidan aktivite gosterdigi

goriilmiistiir (62)

Tablo 23. V. wiedemannianum bitkisinin metanollii ekstresinde DPPH ve J - karoten / linoleik
asit yontemleri ile yapilan antioksidan etki sonuglart

DPPH B-karoten / linoleik asit
ICsy(ng/ml) Inhibisyon yiizdesi
V. wiedemannianum 117+0.56 52.5+£3.11
BHT 18.00.40 96.6+1.29
Kurkumin 7.80+0.32 89.3+2.14
Askorbik asit 3.80£0.17 94.8+1.86

Izmir Urla’dan toplanan V. lasianthum’un koklerinden elde edilen metanollii
ekstreden 3 iridoit glikozit; 8-O-asetilharpajit, harpogozit ve 6-O vanilloylajugol izole
edilmistir. Bunlara ek olarak iki feniletanoit glikozit, verbaskozit {=okteozit [ B-( 3,4-
dihidroksifenil)-etil]-(3’-O-a-L-ramnopiranosil)—(4’-O-kaffeol)-B-D-glukopiranozit} ve
poliumozit  {=[B-(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) karsi
antioksidan etki gostermigtir (24).

2.3.6 Antiiilser Etki

Antililser potansiyeldeki bitkilerden biri olarak diisiliniilen; ‘calba veya yalangi’

olarak da bilinen V. cheiranthifolium Boiss var. cheiranthifolium bitkisinin
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cigeklerinden folklorik uygulamalara gore hazirlanan dekoksiyonunun antiiilser

aktivitesi incelenmistir.

Tablo 24. Bitki ekstresinin sicanlarda etanoliin neden oldugu gastrik lezyonlara karsi etkisi

o . Ulser indeksi Ulserden inhibisyon
Bitki materyali Doz (mg/kg) (S.E.M.) Korunma (%)y
V-cheiranthifolium 1227 27.148.9* 0/6 82.6

var. cheiranthifolium
* P<0.001

Tablo 24°de in vivo deney sonuclar1 gosterilmektedir. Pinarbasi’nda {ilser
semptomlarina karst antililser etkisinden dolayr halk tibbinda kullanilan V.
cheiranthifolium Boiss var. cheiranthifolium bitkisinin sicanlarda belirgin antiiilser
aktivite gosterdigi bulunmustur. Histopatolojik tekniklerin de kullanildigi calismada;
bitki ekstresi sadece deneklerin kiigiik bir boliimiinde midenin lamina epitelindeki
biitiinligli yer yer tahrip etmis ve lamina a¢ilmigtir. Laminadaki salgi bezlerinden

bazilarinda dejenerasyondan nekrozlara kadar degisimler gézlenmistir (22).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 Bitkisel Materyal

V. inulifolium Hub.-Mor. bitkisi 2004 yili Haziran ayinda bitki ¢igekli iken Cy4
Icel ili Silifke Kalesi, 120 m’de taslik alandan toplanmis ve golgede kurutulmustur
(Resim 1, 2). Kullanilan bitkisel materyale ait herbaryum &rnegi, Ankara Universitesi,

Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’n da saklanmaktadir (AEF 23713).

3.1.2 Kullanilan Maddeler

Rimantadin Hidroklorit Hoffman-La Roche Inc , Nutley , NJ , USA
(E)-5-(2-Bromovinly)-2'-Deoxyuridine Sigma Aldrich Chemie
Madin-Darby Canine Kidney Gibco BRL, Scotland , UK
Madin-Darby Bovine Kidney Gibco BRL, Scotland , UK
Dulbecco’s Eagle Medyum Gibco BRL, Scotland , UK
Fetal Calf Serum Bio Whittaker Europe, Germany
Fetal Bovine Serum BioChrom/ Germany
Diklorometan Akkimya

Metanol (HPLC) Merck

Metanol Akkimya

Asetonitril Merck

HCl Merck

Trifloroasetik asit Fluka

Mirsetin Fluka

Luteolin Fluka

Kersetin Fluka

Kemferol Fluka

[zoramnetin Fluka
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Morin

Etanol

TLC plak

Karboksi Metil Seliiloz
Kristal Viole
Formaldehit

3.1.3 Kullanilan Cihazlar

Rotavapor

HPLC

Su Banyosu
Ultrasonik Banyo

Kolon

Elektrikli Hassas Terazi
Etiv

Ph metre

Manyetik Karistirict

Spektrofotometre

Riedel de haen
Merck
Merck
Sigma
Sigma

Merck/Germany

Rotar TVP 200
Agilent 1100 Series
Elektro-mag
Bandelin Sonorex (Almanya)
C 18 Symmetry Kolon, (150 mmx 3.9 Mm, 1.D
5 um)
Denver Instrument 040111 M
Memmert RS 232
Mettler Toledo
Velp Scientifica

Perkin Elmer

52



Resim 1: V. inulifolium bitkisinin herbaryum 6rneginin genel goriiniisi

53



Resim 2. V. inulifolium bitkisinin herbaryum 6rneginin farkli agilardan goriiniisii
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3.2 Yontem

3.2.1 Fitokimyasal calismalar

3.2.1.1 Ekstraksiyon

Diklorometanli Ekstrenin Hazirlanmasi: V. inulifolium bitkisinin golgede kurutulan

toprak iistii kisimlari toz edilerek tartildi (700 g). Diklorometanla 40 °C’yi ge¢cmeyen
sicaklikta karistirict yardimiyla karistirilarak bir hafta bekletildikten sonra siiziildii.
Ekstraksiyon ayn1 miktar ¢oziicii ile ayni sartlarda iki kez daha tekrarlandi. Birlestirilen
ekstreler rotavaporda algak basing altinda kuruluga kadar uguruldu.

Metanollii Ekstrenin Hazirlanmasi: Diklorometanli ekstrenin stizilmesinden sonra

geriye kalan bitki kurutularak ¢6ziiciiniin tamamen u¢gmasi saglandi ve metanol ile 40
°C’yi ge¢meyen sicaklikta karistirict yardimiyla karistirilarak bir hafta bekletildikten
sonra siiziildii. Ekstraksiyon ayni miktar ¢oziicii ile aymi sartlarda iki kez daha
tekrarlandi. Bitkilerden elde edilen ekstre miktarlart ve % verim Tablo 25°te

goriilmektedir.

Tablo 25. V. inulifolium bitkisinden elde edilen ekstre miktarlari ve % verim

Diklorometanh ekstre (g, %) Metanollii ekstre (g, %)

Toprak iistii (700 g) 15.49 gr, %2 54.2 gr, % 7.74

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

V. inulifolium bitkisinin metanollii ekstresinin flavonoit icerigi yliksek basingli

stvi kromatografisi (YBSK) yontemi kullanilarak incelenmistir. YBSK analizleri

Agilent 1100 cihazinda yapilmistir. Calisma kosullar1 agagida belirtilmistir (63).
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Calisma Kosullari:

YBSK safliginda ¢oziiciiler kullanilmistir. Gradient uygulanmistir (Tablo 26).
Kolon: Symmetry C18 kolon, 150 x 3.9 mm [.D 5 pm
Coziicii: % 15 Asetonitril / su (A) pH: 2.5 (Trifloroasetikasit ile pH:2.5’e ayarlanmistir)
% 35 Asetonitril / su (B) pH: 2.5 (Trifloroasetikasit ile pH:2.5’e ayarlanmistir)
Mobil Faz Akis Hizi: 1 ml / dak
Pompa: GI311A
Degasser: G1379A
Dedektor: UVD G1314A
UV-370 nm
UV-349 nm-Luteolin i¢in
Enjeksiyon Hacmi: 20 pl

Tablo 26. Gradient yonteme gore mobil faz degisimi

Zaman (dk) %A %B
0.00 100.0 0.0
20.00 0.0 100.0
30.00 0.0 100.0

YBSK Analizlerinde Kullanilan Metanollii Ekstrenin Hazirlanmasi

Metanollii ekstrenin hazirlanmasi sirasinda, flavonoit glikozitlerinin hidrolizi i¢in
Hertog ve arkadaslarinin optimize ettikleri hidroliz sartlarina iliskin yontemden
yararlanilmistir (64). Ekstraksiyon kisminda belirtildigi sekilde hazirlanmis metanollii
ekstreden 0.5 g tartilarak 250 ml’lik balona alindi. 40 ml % 62.5’lik sulu metanol ilave
edildikten sonra tizerine 6 M HCl’den 10 ml ilave edildi. Boylece karisim 1.2 M HCI
iceren % 50’lik sulu metanol haline doniistii. Daha sonra 2 saat 90 °C su banyosunda
geri geviren sogutucu ile 1sitildi. Sistem agilmadan balonlar ara sira karistirildi. Balon

sogutulduktan sonra 100 ml’lik balon jojeye kantitatif olarak aktarildi ve metanol ile
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hacim 100 ml’ye tamamlandi. Balon jojeler ultrasonik banyoda 5 dk tutuldu. 0.45 pm

milipor filtreden gegirilerek 0.5 mg/ml konsantrasyonda enjeksiyona hazir hale getirildi.

Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart olarak; mirsetin, kersetol, kemferol, luteolol, izoramnetin ve morin
(internal standart olarak) kullanilmistir. Her standarttan 5 mg ayr1 ayn tartilmig ve 10
ml’lik  balon jojelerde hidroliz i¢in kullanilan ¢6zelti ile hacim tamamlanmistir.
Hazirlanan bu stok standart ¢ozeltilerin her birinden ayr1 ayrt 1 ml alinip 10 ml’lik
balon jojede tekrar seyreltilmis ve seyreltik c¢ozeltilerden 4 farkli konsantrasyon
hazirlanmustir. 0.5 ml, 1 ml, 1.5 ml, 2 ml’lik standart karisimlar1 olusturulmak iizere
balon jojelere alinmis ve iizerine sabit miktarda (0.5 ml) internal standart (morin) ilave

edilerek hacimler 10 ml’ye tamamlanmustir.

Internal Standardin Hazirlanmasi

5 mg morini 10’luk balon jojede hidroliz i¢in kullanilan ¢d6zelti ile
tamamlandiktan sonra bu karisimdan 4 ml alip tekrar 10 ml’ye aymi ¢ozelti ile
tamamlanarak hazirlanan ¢ozeltiden 0.5 ml alinip standart karigimlara ve ekstreye
eklenmistir. Bu durumda kalibrasyon c¢ozeltisinin ve internal standardin son
konsantrasyonlari Tablo 27°de verilmistir.

Bu standartlar ve ekstreler 370 nm’de analiz edildikten sonra, luteolin i¢in 349 nm

de analiz tekrarlanmistir.

Tablo 27. Kalibrasyon ¢ozeltilerinin ve internal standardin son konsantrasyonlari

Kalibrasyon Cézeltilerinin Konsantrasyonlar1 Internal standardin (Morin) konsantrasyonu

0.0025 mg/ml = 2.5 ppm 0.001 mg/ml =10 ppm
0.005 mg/ml = 5 ppm

0.0075 mg/ml =7.5 ppm

0.001 mg/ml =10 ppm
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3.2.2 Biyoaktivite Calismalar

3.2.2.1 Antioksidan Etki Calismalar1
Bu calisma i¢in iki farkli yontem kullanilmistir. Bu yontemler;

» 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Testi
» Tiyobarbitiirik asit (TBA) Testi’dir.

2.2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Testi

DPPH testi; V. inulifolium bitkisinden elde edilen ekstrenin antioksidan
aktivitesini serbest radikal siiptiriicli etkisini degerlendirerek belirlenmesi i¢in kullanilan
hizl1 sonug veren bir yontemidir. Mor renkli kararli serbest radikal olan 2,2-Difenil-1-
pikrilhidrazil’in (DPPH), antioksidan bilesiklerin varliginda indirgenerek sari renkli
difenilpikrilhidrazin’e  doniismesi  esasina  dayamir. Ince tabaka plaklarma
piiskiirtiildiikten sonra, var ise antioksidan bilesikler mor zemin iizerinde sar1 bir nokta
seklinde gozlenir (65). V. inulifolium’un ekstresinden hazirlanan 1 mg/ml ¢ozeltinin 2
ul’si Wiretrol II mikropipetler yardimiyla ile silika jel TLC plaklarma uygulandiktan
sonra etanoldeki % 0.2°lik DPPH soliisyonu plaklara piskiirtiilerek 20°C’de bekletildi

ve piiskiirtmeden 30 dakika i¢inde sonuclar incelendi (65).

Lipozom Kullanilarak Yapilan Tiyobarbiturik Asit (TBA)Testi

TBA testi; lipozomlarin lipid peroksidasyonundan korunmasinda bilesiklerin
etkinliginin degerlendirmesi amaciyla kullanilan invitro antioksidan aktivite testidir ve
lipozomun lipid peroksidasyonu tayin edilerek yapilir. TBA reaksiyonu, bir¢ok
membran sisteminin peroksidasyonu sonucu az miktarda serbest malondialdehitin
(MDA) olusumuna neden olmasi esasina dayanir. MDA’ nin bir molekiilii, TBA’nin 2
molekiilii ile reaksiyona girerek asidik ortamda 532 nm de 15181 absorbe eden renkli bir
iirtin verir ve bu lriin organik ¢oziiclilerle kolaylikla ekstrakte edilebilir. Boylece
spektrofotometrik  olarak  miktar Olciilebilir ve rengin  yogunlugu MDA

konsantrasyonunu verir. Karisimda herhangi bir antioksidan bilesigin bulunmasi
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durumunda peroksidasyonun boyutu indirgenir ve bdylece renk olusumu ve absorbans
azalir (65).

V. inulifolium bitkisinin diklorometanli ve metanollii ekstreleri fosfat-buffer
tuzunda (5 mg/ml) test edildi. Orneklerin peroksidasyonu 0.1 ml FeCl; (1 mM) ve 0.1
ml askorbik asit (1 mM) ilavesi ve 37 °C 20 dakika inkiibe edilerek saglandi. Askorbik
asit iyi bilinen bir antioksidandir. Fakat ayn1 zamanda demir veya bakir gibi belirli
iletken metal iyonlarinin varliginda prooksidan 6zellige sahiptir. Bu nedenle TBA testi
boyunca lipid peroksidasyonunu Onlemek amaciyla etanoldeki 2.6-ditertbiitil-4-
metilfenol (BHT) eklenmistir. 0.02 mg/ml ile 6.4x10” mg/ml araliginda degisen 7 farkls
konsantrasyonda propil gallat pozitif kontrol olarak kullanilmis ve deneyler 4 kez
tekrarlanmustir.

Lipid peroksidasyonunun % inhibisyonu, inhibitér konulmamis reaksiyon
karisiminin absorbansi ile igerisine test ekstresi konulmus reaksiyon karigiminin
absorbansinin kiyaslanmasi esasina gore degerlendirildi. Tek basina ekstrenin ve

lipozomun absorbansi dikkate alinarak asagidaki gibi hesaplandi.

(FRM - B)-(ET - B - EA)

% inhibisyon = 100 x
(FRM - B)

FRM: Tim reaksiyon karisiminin absorbansi (lipozom + demir kaynagi + test

maddesinin bulunmadigi ¢6ziicii)

B: Kor karisimin (yalnizca lipozomun bulundugu) absorbansi

ET: Test maddesinin i¢inde bulundugu toplam karigimin absorbansi

EA: Yalnizca ekstrenin bulundugu karisimin absorbansi (65).

V. inulifolium bitki ekstresinin inhibitdr konsantrasyonunun yarisit (ICsp) lineer

regresyon analizleri PRISM software’1 kullanilarak hesaplandi.
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3.2.2.2 Antimikrobiyal Etki Calismalar:

3.2.2.2.1 Antibakteriyel Etki Calismalar:

Antibakteriyel aktivite calismalarinda V. inulifolium bitkisinden elde edilen
metanollii ve diklorometanli ekstreler kullanilmustir. V. inulifolium bitkisinden elde
edilen metanollii ekstrenin 1 g1 %10’luk 10 ml dimetilsiilfoksitde (DMSO);
diklorometanli ekstrenin 1 g’1 10 ml diklorometanda c¢oziilerek yapilacak aktivite
caligmalari i¢in hazir hale getirilmistir.

Aktivite caligmalarinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali ve Kiiltiir Kolleksiyonlari, Endiistriyel Mikrobiyoloji ve Biyoteknoloji
Dernegi’den (KUKEM) saglanan bakteriler kullanilmistir (Tablo 28). Testler

makrodiliisyon yontemi ile yapilmistir.

Tablo 28. Antibakteriyel etki caligmalarinda kullanilan bakteriler

Gram (+) Gram (-)
Bacillus subtilis (ATCC 6633) Escherichia coli (ATCC 25922)
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

Enterococcus faecalis (ATCC 29212)

Makrodiliisyon Y Ontemi

Bir gecelik bakteri kiiltiirinden 0.5 Macfarland bulanikliginda bakteri
siispansiyonu hazirlandi ve bu 1/100 oraninda seyreltildi. Ekstrelerin The National
Committee for Clinical Laboratory Standarts (NCCLS)’de belirtilen sekilde seri
diliisyonlar1 yapildi (Tablo 29) (66).
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Tablo 29 NCCLS’de belirtilen, seri siv1 diliisyon duyarlilik testlerinde kullanilan ekstrelerin sulandirma
semasl

b
Adim Konsantrasyon Kaynak  Hacim® Cﬁ;vcliilB konsai::asyon 08,
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 Adiml10 1 7 0.125 -3

a: segilecek hacimler, yapilacak test sayisina bagli olarak bu rakamlarin herhangi bir kat1 olabilir.
b: CAMHB, katyonu ayarlanmis Mueller-Hinton buyyon. Katyon ayarlama, eger gerekliyse bu adimdan
once yapilir.

Coziilen ¢oziicliler Tablo 29’a gore 1/5120, 1/2560, 1/1280, 1/640, 1/320 ve
1/160 oraninda sulandirildi. Seri sulandirmadan sonra tiiplere 0.5 ml ekstre ve 0.5 ml
bakteri siispansiyonu dagitildi. Tiiplerdeki son bakteri siispansiyonu 5x10° CFU / ml
olacak sekilde yapildi. 18-24 saat 35°C de etiivde inkiibasyondan sonra tiiplerde
bulaniklik olup olmadigi 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 goriilmedigi en diisiik konsantrasyon degeri olarak

belirlendi (66).

3.2.2.2.2 Antiviral Etki Calismalar:

Bovine Herpes Virus Type-1 (BHV-1)’e Kars1 Antiviral Etki

Calismalarda Ankara Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali
kaynakli Bovine Herpes Virus Type-1 (BHV-1) viriisiiniin Cooper standart susu

kullanilmustir.
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Test Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Test icin, V. inulifolium bitkisinden elde edilen diklorometanli ve metanollii bitki

ekstreleri 1 g/ml konsantrasyonda hazirlandi.

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 ¢oziiniinceye kadar yaklasik 2 saat karistirildi. Cozlindiikten sonra 200 ml
2xDulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) ortama konarak manyetik
karistiricida karistirilmaya devam edildi ve iyice ¢oziindiikten sonra elde edilen %4’liik

CMC testte kullanildi.

Ekstrelerin Seyreltilmesi

24 gozli platelerde Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) hiicre monolayerleri
tizerine 100DKIDs, oraninda sulandirilan Bovine Herpes Virus Type-1 (BHV-1) 200’er
ul hacimde eklenerek karbondioksit etiiviinde bir saat siireyle inkiibe edildi. Ekstrelerin
(1 g/ml konsantrasyonda) serumsuz DMEM ile 1/10’luk diliisyonu hazirlandi. Bu
amagla 2.7 ml DMEM f{izerine 0.2 nm ¢apli membran filtreden gegirilerek steril edilen
ekstreden 0.3 ml ilave edildi (100 mg/ml madde). Ekstrelerin 10""e kadar 10 kath
diliisyonlar1 yapildi. Inkubasyonunu tamamlayan viriis ile enfekte plate gdzlerine ekstre

sulandirmalarindan dagitildi ve sistem ileri inkubasyona alind.

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 10. Ekstrelerin seri seyreltilme islemi
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Sekil 10’da goriildiigl gibi biitiin tiiplere 2.7 ml DMEM eklendi. Daha sonra birinci
tiipe 0.3 ml stok ekstre ¢ozeltisinden ilave edildi 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 ¢6zeltinin 10 katli sulandirmas1 hazirlanmis oldu.

1. 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 wDN

tiip= 10" =1 ng/ml
10. tiip= 10" =100 pg/ml
11. tip= 10" =10 pg/ml

Sitotoksisite Testi

Calismalarin bu basamaginda; antiviral aktivite deneylerinde kullanilacak olan
mikroskobik hiicre kiiltiirlerinde metanollii ve diklorometanl bitki ekstrelerinin toksik
etki gostermedigi ekstre diliisyon orani belirlendi. MDBK hiicrelerinde bitki
ekstrelerinin  degisik konsantrasyonlar1 inkiibe edildi. Hiicrelerdeki morfolojik
degisimler 48. saatte gdzlendi. Non-toksik ekstre konsantrasyonu; hiicre morfolojisinde
belirgin degisiklige neden olmayan en yiiksek ekstre konsantrasyonu olarak tanimlandi.
Sitotoksisite bulgular1 sonucunda antiviral aktivite calismast igin toksik etkinin

goriilmedigi en yiiksek konsantrasyondaki ekstrelerin kullanilmasina karar verildi.

Viriisiin log;o Tabanina Gore Sulandirilarak Hazirlanmasi

100DKIDsg’s1 bilinen BHV-1 viriisiiniin Cooper susu logj, tabanina gore 1x107!
den 1x10°° araligina kadar sulandirildi (Sekil 11).
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Her bir diliisyondan 4’er goéze 200’er pl inokule edildi ve 1 saatlik

adsorbsiyondan sonra ekstreler eklendi. Viriis kontrole ise sadece normal CMC eklendi

ve etlive kaldirildi (Sekil 12).

0.5 ml BHV-1

Cooper

Sekil 11. Viriislerin seri seyreltilme islemi

—

0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Ty OO 0> 0> 0>

4 4.5ml

i
1O

(XX XX X)) D

10
10

Dmem Eagle

10°

107

0000060
SO0
0000060

<

Ekstrenin CMC’de hazirlanan

<

toksik olmayan konsantrasyonu

(Ekstreli CMC)

Sekil 12. Platelerin genel goriiniisii ve platelere uygulanan diliisyon miktarlar

64



Plak rediiksiyon teknigi ile Antiviral Etkinin Tayini

Testin yapilist

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

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 (Carboxy-Methyl-Cellulose) ile sulandirilarak
hazirlandi. Viriisiin bir saatlik absorbsiyon peryodundan sonra hiicre iizerine taze ekstre
sulandirmalarinin 1 mg/ml’lik ¢6zeltisinden 1’er ml kondu. Plateler uzunlamasina 2’ye
ayrildi yarisia ekstre sulandirmasi diger yarisina da sadece normal CMC c¢ozeltisi
konuldu. Deneylerde viriis ve hiicre kontrolleri kullanildi. Platelerde 37 °C’de, nemli,
%5 CO, igeren etiivde en az 5 giin inkube edildi. CPE’ler (Cito Patologic effect)
mikroskobik olarak her giin gozlendi. Viriisiin sitopatik etkisi ile meydana gelen
plaklarin daha iyi goriinmesi icin tespit islemi uygulandi. Testin sonunda hiicrelerin
tespit islemi i¢in platelerdeki kuyucuklarin her birinin iizerine 1 ml formaldehit eklendi.
1 saat bekletilerek tespit islemi yapildi. Tespit sonunda formaldehit ¢esme suyu ile
yikanarak uzaklagtirildi. Plateler kuruyuncaya kadar 37 °C’deki etiivde bekletildi.
Plaklarin daha iyi goriinmesi i¢in platelerin kuyucuklarina %1°lik Kristal Viole’den
1’er ml ilave edilerek boyandi. Yarim saat bekletildikten sonra boyalar dokiilerek yavas
akan g¢esme suyu ile yikama iglemi yapildi. Plateler kurutma kagidina vurularak
kurutuldu. Ekstre ile muamele edilmis ve muamele edilmemis kiiltiirlerdeki viriis

plaklar1 invert mikroskopta veya gozle sayildi (9, 38, 57, 58).

Influenza Virus ve Herpes Simplex Virus’e Karsi1 Antiviral Etki

Calismalarda Sofya Bulgar Bilim Akademisi Mikrobiyoloji Enstitiisii

koleksiyonu kaynakli agagida isimleri verilen suslar kullanilmistir.
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» Avian  Influenza  Virus  A/Chicken/Germany/27; Weybridge (H7N7)
(A/Weybridge)

> Human Influenza Virus A/Aichi/2/68 (H3N2) (A/Aichi)

» Herpes Simplex Viriis Type I; DA (HSV-I)

» Herpes Simplex Virus Type 11; Bja (HSV-2)

Caligmalar 1998 yilinda Serkedjieva ve Hay tarafindan yayinlanan ‘Antiviral

aragtirmalar’ adli makaleye gore yapilmistir (67).

Test Ekstrelerinin Hazirlanmasi

V. inulifolium bitkisinden elde edilen diklorometanli ekstresinin 2 g’1
diklorometan’da (DMC) ve metanollii ekstrenin 2 g’1 dimetilsiilfoksitte (DMSO %
10’luk) ¢ozildi. Ayrica ekstreler deneyler sirasinda hiicre kiiltiir ortaminda da 2-4 kat

seyreltildi

Testin Yapilisi

MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) ve MDBK (Madin-Darby Bovine
Kidney) hiicreleri Dulbecco’s Eagle ortaminda (Gibco BRL, Scotland , UK) pasajland1
ve %5 fetal calf serumu (FCS) (Bio Whittaker Europe, Germany) ve 100 IU/ml
benzilpenisilin ve 100 mg/ml streptomisin antibiyotikleri eklendi; hiicre kiiltiirleri
37°C’de % 5 CO; varliginda monolayer formasyonlart olusuncaya kadar yetistirildi.

Antiviral deneyler sirasinda % 0,5 FCS eklendi.

Viriislerin log;o Tabanina Gére Sulandirilarak Hazirlanmasi

Avian  Influenza Virus A/Chicken/Germany/27°’nin  Weybridge (H7N7)
(A/Weybridge) susu ve Human Influenza Virus A/Aichi/2/68 (H3N2) (A/Aichi) susu 11
giinlik fertil tavuk yumurtasinda biiyiitiildii ve allantoik sivi viriis asilanmasi igin
kullanildi. Viriis infeksiyon titrasyon araligi 10%-107 TCIDs¢/ml (%50 doku kiiltiiri
infeksiyon dozu/ml) ve hemaglutinasyon (HA) titrasyon araligi 1024-2048 degerlerinin
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tizerindedir. Herpes Simplex Viriis Type I'in DA (HSV-1) susu ve Herpes Simplex Virus
Type I'nin Bja (HSV-2) susu MDBK hiicrelerinde pasajlandi, bunlarin enfeksiyon
titrasyonu 10°°-10" TCIDso/ml araliginin iizerindedir. Hazirlanan viriis stoklar1 -

80°C’de saklanmustir.

Sitotoksisite Tayini

96 bolmeli plastik platelerde birbirine karigmis MDCK ve MDBK hiicre
monolayerlar1 biiyiime ortaminda 4 kat seyreltilmis bitki ekstreleri ile inkiibe edildi.
Inkiibasyonun 24, 48 ve 72’ci saatlerde hiicre morfolojinde gozlenen degisiklikler ve
yasama kabiliyetleri mikroskobik olarak incelendi. Invert mikroskop altinda sitopatik
etki (CPE) tesbit edildi. Buna gore; sonug¢ 0 =0 %CPE, sonug 1 = 0-25 % CPE, sonug 2
=25-50 % CPE, sonu¢ 3 =50-75 % CPE, sonu¢ 4 =75-100 % CPE araliklar
belirlenmistir. Boylece %50 CPE (TCsp)’den sorumlu diliisyon orani hiicre kontrolii ile

belirlenmis oldu.

‘Cytopathogenic Effect Reduction (CPE)’ Testi

Antiviral etki caligmalari sirasinda viriislerin yeniden iiremesi i¢in viriis tarafindan
olusturulan sitopatolojik etki (CPE), 6l¢ii olarak kullanildi.

96 gozlii platelerde 4 katli monolayerler, 2 kat (2X) ilag igeren ortam (0.1 ml) ve
esit miktarda viriis siispansiyonu ile kaplandi (100 TCIDsy/ml). Viriis tarafindan
olusturulan CPE’ler yukarida belirtildigi gibi 37°C’de 48-72 saat inkiibe edildikten
sonra tespit edildi. CPE’yi %50 (ECsp) azaltan konsantrasyon, viriis kontrolii ile birlikte
(virlis enfekte edilmis kontrol hiicreleri) grafiklerden yararlanilarak belirlendi.

Buna gore segici index (SI) TCsy/ ECsy orani tanimlandi. Segici index’in > 4 olmasinin

anlamli se¢ici inhibisyon olarak degerlendirildi.

‘%S50End Point Titration Technique (EPTT)’ ile vapilan Test

Bu teknik Vanden Berghe ve arkadaslari tarafindan 1986 yilinda belirlenen
yonteme gore uygulandi. Bu yonteme gore; 96 gozlii mikrotitrasyon platelerin 4 katli
monolayerler1, 10 kat seyreltilmis viriis siispansiyonun 0,05 ml’si ile enfekte edildikten

sonra doku kiiltiir ortaminda (0,05 ml) 2 kat seyreltilmis sekli eklendi ve kiiltiirler
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37°C’de inkiibe edilerek CPE’ler mikroskopta giinliik olarak incelendi. CPE yukarida
tanimlandig1 gibi hesaplandi.

Kontrol viriisleri ile, uygulama yapilan viriisler arasindaki viriis titrasyon farkina
gore antiviral aktivite tespit edildi ve Student-T testi ile de farkin anlamli olup olmadig:
degerlendirildi. %90 oraninda etkili olan yani viral infeksiyon titrasyonunun 1 log
TCIDgo/mI’lik azalmasina neden olan konsantrasyon (ECgy) grafiklerden yararlanilarak
belirlendi.

Nezle tedavisinde kullanilan Rimantadin hidrokloriir ve herpes tedavisinde
kullanilan BVDU ((E)-5-(2-bromovinil)2’-deoksiuridin) ila¢1 pozitif kontrol olarak
kullanildi ( 67, 68).
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4. BULGULAR

4.1 Fitokimyasal Calismaya iliskin Bulgular

YBSK Kalitatif ve Kantitatif Analizi Sonuclari

V. inulifolium bitkisinin toprak iistii kisimlarindan elde edilen metanollii ekstre
deneysel kisimda belirtilen kosullarda YBSK ile analiz edilmistir. Ekstre flavonoit
aglikonlariin serbest hale ge¢mesi i¢in hidroliz edilmis ve 100 ml’ye tamamlanmustir.
Bu stok ekstre ¢ozeltisine internal standart olarak, ekstrede bulunmadigi tespit edilen
morin isimli flavonoit belli miktarda ilave edilmistir. Standart flavonoitler olarak da
mirsetin, luteolol, kersetol, kemferol ve izoramnetin kullanilmistir. Standartlarin farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerine de internal standart ekstreye ilave edilen
miktarda katilmig; her bilesik i¢in kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve regresyon denklemi
hesaplanmistir. Standart bilesiklerin retansiyon zamanlarindan ve standart ilavesi
yonteminden yararlanilarak ekstrede bulunan flavonoitler belirlenmistir. Buna gore
ekstrede; mirsetin, luteolol, kemferol, izoramnetin flavonoitlerinin bulundugu

saptanmistir.

VWD1 A, Wav elength=370 nm (BASAK\01050632.D)
Norm.
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Luteolol: 16.140
Kromatogram 1. V. inulifolium bitkisinin YBSK kromatogrami (370 nm)
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Norm. ]

30
25|
20—5
15

10
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Kromatogram 4. Morin standardinin YBSK kromatogrami
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Kromatogram 6. Kemferol standardinin YBSK kromatogrami
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Kromatogram 7. Izoramnetin standardinin YBSK kromatogrami
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VWD1 A, Wav elength=370 nm (SEVDA\20060623.D)
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Kromatogram 8. V. inulifolium + Kemferol standardinin YBSK kromatogrami
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Kromatogram 9. V. inulifolium + mirsetin + izoramnetin standartlarinin YBSK kromatogrami
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VWD1 A, Wavelength=349 nm (SEVDA\20060641.D)
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175

15.111

150

11.015

125

100

19.005

19.911

21.951

2.315

22.757
23.454

|

20.574
2

21.089

N
o o
P S E T P I T IR

Kromatogram 10. V. inulifolium + Luteolol standardinin YBSK kromatagrami
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Sekil 13. Internal standart morin’in molekiil formiilii
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Sekil 14. Mirsetin molekiil formiilii, kalibrasyon egrisi ve regresyon denklemi
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Luteolol

Luteolin
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Sekil 15. Luteolol molekiil formiilii, kalibrasyon egrisi ve regresyon denklemi
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Sekil 16. Kemferol molekiil formiilii, kalibrasyon egrisi ve regresyon denklemi
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Sekil 17. izoramnetin molekiil formiilii, kalibrasyon egrisi ve regresyon denklemi
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Tablo 30. V. inulifolium’da bulundugu saptanan flavonoitlerin ylizde miktarlari

Flavonoitler Yiizde miktarlar

Mirsetin 0.097767+0.0036223
Luteolol 0.158933+0.0004807
Kemferol 0.234000+0.0044230
izoramnetin 0.035500+0.0034429

V. inulifolium’un toprak iistii kisimlarinin metanollii ekstresinde bulundugu
saptanan flavonoitlerin yiizde miktarlari, {i¢ kez yapilan enjeksiyonlar sonucu,
tanimlayici istatistikler SPSS 11.5 paket programinda hesaplanarak ortalama + standart
hata cinsinden Tablo 30°da verilmistir. Ekstrede bulunan flavonoitlerden kemferol
(%0.234000+0.0044230) miktarinin diger bilesiklere gore daha yiiksek oldugu

bulunmustur.
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4.2 Antioksidan Etki Calismasinin Sonuclari

2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Testi ile yapilan incelemede sadece metanol
ekstresinin etkili oldugu gozlenmistir. Deneye ait ince tabaka kromatogrami Resim 3’te
gorlilmektedir. Bu nedenle Tiyobarbitiirik asit (TBA) Testi metanol ekstresi ile yapilmis ve
Propil gallat pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. Sonuglar Tablo 31°de goriilmektedir.
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Resim 3. V. inulifolium bitkisinin metanollii ekstresinde gozlenen DPPH testine ait ince tabaka

U0 -

Sekil 18: MDA ile Tiyobarbitiirik asit’in reaksiyonu (69)

Tablo 31. V. inulifolium metanollii ekstresine ait Tiyobarbitiirik asit (TBA) test sonuglart

V. inulifolium 1C5p mg/ml
Metanol ekstresi 0.13
Propil gallat (pozitif kontrol) 0.02

Yapilan testler sonugu bitkinin metanollii ekstresinde pozitif kontrol propil gallat
ile karsilastinldiginda ¢ok yiiksek antioksidan aktivite gozlenirken; bitkinin

diklorometanli ekstresinde antioksidan aktiviteye rastlanmamustir.
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4.3 Antibakteriyel Etki Calismasinin Sonuclar:

V. inulifolium’un toprak {sti kisimlarindan elde edilen metanollii ve
diklorometanl ekstreler 3 Gram (+) ve 2 Gram (-) bakteriye karsi antibakteriyel etki
acisindan makrodiliisyon yontemi ile test edilmistir.

Yapilan calismada V. inulifolium’dan elde edilen metanollii ekstrenin Gram (+)
bakterilerden E. faecalis’e karsi antibakteriyel aktivite gosterdigi (MIC: 640 pg/ml,
MBC: 1280 pg/ml) buna karst S. aureus ve B. subtilis ile Gram (-) bakteriler olan E.
coli ve P. aeruginosa karsi antibakteriyel aktivite gdstermedigi goriilmiistiir (Tablo 32).
Bitkinin diklorometanli ekstresinin ise Gram (+) bakterilerden S. aureus ve E. faecalis’e
kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi; B. subtilis’e karst antibakteriyel etki
gostermedigi bulunmustur. Testte kullanilan Gram (-) bakterilerin tamamina karsi
diklorometanli ekstrenin 5120 pg/ml diliisyonda minumum inhibisyon gosterdigi
saptanmustir.

Gram (+) bakterilerden B. subtilis de metanollii ve diklorometanli ekstrelerin
biitlin diliisyonlarinda tiiplerin bulanik oldugu yani bakteri iiremesinin oldugu
gbzlenmistir. Sonug olarak her iki bitki ekstresinde, B. subtilis’e kars1 antibakteriyel
aktivite goriilmemistir. Testlerde kullanilan ekstrelerden diklorometan ekstresinin
kullanilan 5 mikroorganizmadan ikisi lizerinde MIC ve MBC agisindan etkili olduklari

goriilmektedir. Ekstre Gram (-) bakterilere karsi ise inhibitor etki gdstermektedir.

Tablo 32. V. inulifolium ekstrelerinin makrodiliisyon yontemi ile antibakteriyel
etki caligmasina ait sonuglari

Bakteriler MIC / MBC (ng/ml)

Metanol Ekstresi Diklorometan Ekstresi

Gram(+) Bakteriler

B. subtilis - -
S.aureus - 5120/5120
E. faecalis 640 /1280 2560 /2560
Gram (-) Bakteriler
E. coli - 5120 (MIC)
P. aeruginosa - 5120 (MIC)

MBC: Minimum bakterisidal konsantrasyon
MIC: Minimum inhibisyon konsantrasyonu
-:Etkisiz
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4.4 Antiviral Etki Calismalarinin Sonuglari

Tablo 33’te goriildiigii gibi V. inulifolium bitkisinin metanollii ekstresi; Avian
Influenza Virus A / Chicken / Germany / 27 nin Weybridge (H7N7) (A/Weybridge)
susuna kars1 belirgin antiviral etki gostermektedir (SI: 8.0). Bitkinin metanollii ekstresi
ise Human Influenza Virus A/Aichi/2/68 (H3N2) (A/Aichi) susuna karst (SI: 16.0)
yiiksek antiviral etki gdstermistir. Ekstrenin ECsy deger 0.1 mg/ml’dir.

Tablo 33. V. inulifolium ekstrelerinin Influenza virus suslarma kars1 gosterdigi antiviral etki sonuglari
MDCK

hiicreleri A/Weybridge (H7N7) A/Aichi (H3N2)
Ekstre ) ) NG d b N d
TCso ECs, " ECy, ECs, [ ECoo
mg/ml mg/ml Mg/ml  mg/ml mg/ml
Metanol ekstresi 1.6 0.2 8.0 - 0.1 16.0 0.1
Diklorometan ekstresi 1.6 04 4.0 - 0.6 2.7 -

" 50% toksik konsantrasyon, hiicre kiiltiirlerinin 50%’sinde gozle goriilebilen degisiklige neden olan,
istenen doz

’ 50% etkili konsantrasyon, Viriislerin neden oldugu CPE’lerde 50% rediiksiyona neden olan doz

¢ Secici indeks (TCso/ECs).

490% etkili konsantrasyon, viriislerde viriis enfeksiyonunda 1 Ig TCIDso/ml’lik azalmaya neden olan doz
A/Weybridge (H7N7): Avian Influenza Virus A/Chicken/Germany/27°nin Weybridge (H7N7)
(A/Weybridge) susu,

A/Aichi (H3N2): Human Influenza Virus A/Aichi/2/68 (H3N2) (A/Aichi).

Tablo 34’te goriildiigii gibi bitkinin metanollii ekstresi Herpes Simplex Virus Type
I ve Type 11 viriislerine kars1 antiviral etki gostermemistir. Diklorometanl bitki ekstresi
metanollil bitki ekstresine gore daha diisiik etkili olmakla birlikte tiim viriislere karsi
etki gostermistir. Ozellikle ekstrenin Avian Influenza Virus A / Chicken / Germany /
27’nin Weybridge (H7N7) (A/Weybridge) susuna karst (SI: 4.0) diger viriislere gore
biraz daha etkili oldugu tespit edilmistir.

V. inulifolium bitkisinin metanollii ve diklorometanli ekstrelerinin Bovine Herpes
Virus Type-1 (BHV-1) viriisiiniin Cooper standart susuna karsi higbir diliisyonda etki

gostermedigi saptanmistir.
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Tablo 34. V. inulifolium ekstrelerinin Herpes simplex virus suslarina kars1 gosterdigi antiviral etki

sonuglari
IYIDBK. HSV-1 HSV-2
hiicreleri
a b ¢ d b c d
Ekstre TCso ECs, SI ECoo ECso SI ECoo
Mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
Metanol ekstresi 1.1 > TCsg - - > TCs, - -
Diklorometan ekstresi 0.62 0.31 2.0 - 0.31 2.0 -

" 50% toksik konsantrasyon, hiicre kiiltiirlerinin 50%’sinde gozle goriilebilen degisiklige neden olan,

istenen doz
b
50% etkili konsantrasyon, Viriislerin neden oldugu CPE’lerde 50% rediiksiyona neden olan doz

¢ Segici indeks (TCso/ECsp).

490% etkili konsantrasyon, viriislerde viriis enfeksiyonunda 1 Ig TCIDso/ml’lik azalmaya neden olan doz
HSV-1: Herpes Simplex Viriis Type I'in DA

HSV-2: Herpes Simplex Virus Type II’in Bja
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S. TARTISMA

Verbascum cinsi Scrophulariaceae familyasina ait bir cins olup diinyada 360 kadar
tir ile temsil edilirken iilkemizde bu cinsin 185’1 endemik olmak {izere 233 tiirii ve
100°den fazla hibriti bulunmaktadir (1, 2, 18-20) Verbascum tiirleri, ekspektoran,
ditiretik, yatistirici, demulsan, sedatif gibi etkileri nedeniyle halk arasinda dahilen ve
haricen kullanilan ve antiviral, antibakteriyel, antifungal, sitotoksik ve antitiimér,
immunomodiilatdr, antihepatoma, antioksidan ve antililser aktiviteleri ¢esitli
arastirmalarla saptanmis olan bitkilerdir (3, 6, 9, 22, 25-27). Tiirkiye’de “sigir kuyrugu
veya kral samdan1” isimleri ile taninan Verbascum tiirlerinin liyofilize infiizyonlari
terletici, balgam soktiiriicli, yatistirici, idrar arttirict ve goglis yumusatict etkileri
nedeniyle kullanilmakta, baz1 Verbascum tiirlerinden haricen yaralar1 kurutmada, anal
fistul ve lrogenital organlardaki piiriiritik durumlarda faydalanilmaktadir (23, 24).
Tiirkiye’de V. phlomoides, V. thapsiforme ve V. thapsus tiirleri halk arasinda yaygin
olarak kullanilan tiirlerdir ve c¢igeklerinden diiiretik, sedatif ve ekspektoran amacla
yararlanilmaktadir (3). Ozellikle ¢ok tanman tiirler olan V. thapsus, V. phlomoides, V.
lychnitis ve V. nigrum geleneksel tipta yaygin kullanimlari nedeniyle iizerinde ¢ok
sayida arastirma yapilmis olan tiirlerdir (4).

Yapilan ¢alismalar incelendiginde halk tibbinda; Verbascum cinsi bitkilerde; iridoit
glikozitler, oleanan tip triterpenik saponozitler, fenilpropanoitler ve feniletanoit
glikozitler, flavonoitler, steroitler, seskiterpen asitler, makrosiklik dimer lakton ve
alkaloitler gibi sekonder metabolitlerin bulundugu tespit edilmistir (6, 25).

Giliniimtizedek Verbascum tiirleri ile yapilan tiim arastirmalar bitkide bulunan
bilesiklerin izolasyonlari, yapi-miktar tayinleri ve ¢esitli aktivite calismalari seklindedir.
Tez konusunu olusturan V. inulifolium bitkisi Tiirkiye’de yetisen endemik bir tiir olup
giiniimiize kadar fitokimyasal ve biyoaktivite acisindan incelenmemistir. Bu ¢alismada
V. inulifolium bitkisinden elde edilen metanollii ekstrenin flavonoit igerigi agisindan
incelenmesi amaclanmis ve ekstre Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (YBSK)
yontemi ile analiz edilmistir. Yapilan YBSK analizlerinde bitkide bulunan flavonoitler;
standart bazi flavonoitlerle (mirsetin, luteolol, morin, kersetol, kemferol ve izoramnetin)

karsilagtirilarak  kalitatif ve kantitatif olarak incelenmistir. Bitkinin metanollii
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ekstresinde mirsetin  (%0.097767+0.0036223), luteolol (%0.158933+0.0004807),
kemferol  (%0.234000+0.0044230) ve izoramnetin  (%0.035500+0.0034429)
flavonoitlerinin bulundugu goézlenmistir. Ekstrede bulundugu saptanan flavonoitlerden
kemferol’iin (%0.234000+0.0044230) miktarmin diger bilesiklere gore daha yiiksek
oldugu da belirlenmistir.

V. inulifolium bitkisinden elde edilen metanollii ve diklorometanli ekstreler ayni
zamanda biyolojik aktiviteler ac¢isindan (antioksidan, antibakteriyel ve antiviral etki) da
arastirilmistir.

V. inulifolium ekstreleri ile yapilan antioksidan etki testleri 2,2-Difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) ve Tiyobarbitiirik asit (TBA) yontemi kullanilarak yapilmistir.
Yapilan testler sonucu bitkinin metanollii ekstresinin ¢ok yiiksek diizeyde antioksidan
etkiye sahip oldugu gozlenirken; diklorometanli ekstrede antioksidan etkiye
rastlanmamustir.

Literatiirde ¢esitli Verbascum tiirlerinin antioksidan etki agisindan incelendikleri
goriilmektedir. Aligiannis ve arkadaglar1 2003 yilinda yaptiklart calismada, V.
macrurum’un toprak Uistli kisimlarindan hazirladiklart metanollii ekstrenin antioksidan
etkisini DPPH yoOntemi ile incelemis ve ekstrenin antioksidan etkiye sahip oldugunu
gozlemlemistirler. Ayrica c¢alismada Lancimat metodu da uygulanmistir ve bitkiden
izole edilen fenilpropanoitler ve iridoit glikozitler de test edilmistir. Fenilpropanoit
glikozit olan okteozit bilesiginin diger bilesiklere gore serbest radikal siipiiriicii
potansiyelinin ¢ok yiliksek oldugu ve ay c¢icek yaginin oksidatif ransiditisine karst en
ylksek koruma faktoriine sahip oldugu gézlenmistir (49).

Akdemir ve arkadaslari 2003 yilinda V. salviifolium bitkisinin toprak {istii
kisimlarindan hazirlanan metanollii ekstrede 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) ile aktif
oldugu tespit edilen flavonoitler bulmus ve bunlarin radikal siipiiriicii etkilerini
incelemistir. Sonug olarak 4 flavonoit glikozit izole edilmis olup bunlardan apigenin—7—
O-B—glukopiranozit ve krizoeriyol-7—-O-B—glukopiranozit’in DDPH’ye kars1 radikal
stipiirticii etki gosterdigi saptanmuistir (52). Calis ve arkadaglar1 2001 yilinda yaptiklari
calismada V. wiedemannianum tiiriiniin koklerinden hazirladiklar1 metanollii ekstrede
radikal siipiiriicii etki saptamistir (61). V. wiedemannianum tiiriiniin kokleri ve toprak
istli kisimlarinin metanollii ekstrelerinden izole edilen 4 yeni feniletanoit glikozit ve

bilinen feniletanoit glikozitler 2,2-difenil-1-pikrilhidrazile (DPPH) kars1 radikal
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stipiirici etki agisindan incelenmistir. Yeni bilesiklerden wiedemanniozit B,C ve
bilinen feniletanoit glikozitlerin antioksidan etkili olduklar1 goriilmiistiir. Ileri
spektroskopik yontemlerle yapilan testlerde ise sadece verbaskozit ve ekinakozitte
belirgin bir aktivite goriilmistiir (25).

Tepe ve arkadaslarin1 yaptigi bir calismada V. wiedemannianum’un metanolli
ekstresi DPPH serbest radikal siipiiriicii etki ve B-karoten / linoleik asit testleri gibi iki
farkli yontemle incelenmisti. DPPH yonteminde diger bitkilere gore V.
wiedemannianum bitkisi olduk¢a zayif antioksidan aktivite gosterirken B-karoten /
linoleik asit testinde ise V. wiedemannianum diger bitkilere gore 2. sirada antioksidan
etki gostermistir (62).

Literatiirde antioksidan etki ac¢isindan incelenmis ve Verbascum tiirlerinin
metanollii ekstrelerinin etkili olduklari; bu etkinin de bilesimdeki feniletanoit,
fenilpropanoit ve flavonoit gibi sekonder metabolitlerden kaynaklandigi gortilmistiir.
Tez konusunu olusturan V. inulifolium’un da metanollii ekstresinde bu etkinin yiiksek
bulunmus olmas1 literatiir bulgulari ile uyumludur ve ekstrenin daha ileri fitokimyasal
aragtirmalarla incelenmesi gerekliligini ortaya koymustur. Ozellikle metanollii ekstrenin
kemferol ve luteolol agisindan zengin oldugu YBSK sonuglarinda goriilmektedir.

V. inulifolium bitkisinde yapilan antibakteriyel etki ¢calismalarinda diklorometanli
ve metanollii ekstrelerin; B. subtilis, E. faecalis ve S. aureus gibi Gram(+) bakteriler ve
P. aeruginosa ve E. coli gibi Gram (-) bakterilere kars1 etkileri makrodiliisyon yontemi
ile incelenmistir. Sonugta; V. inulifolium’dan elde edilen metanollii ekstrenin Gram (+)
bakterilerden E. faecalis’e karsi antibakteriyel aktivite gosterdigi (MIC 640 pg/ml,
MBC 1280 pg/ml) buna kars1 S. aureus ve B. subtilis ile Gram (-) bakteriler olan E. coli
ve P. aeruginosa karsi antibakteriyel aktivite gostermedigi goriilmiistiir.

Bitkinin diklorometanli ekstresinin ise Gram (+) bakterilerden S. aureus ve E.
faecalis’e kars1t antibakteriyel aktivite gosterdigi; B. subtilis’e karst antibakteriyel
aktivite gostermedigi bulunmustur. Testte kullanilan Gram (-) bakterilerin tamamina
kars1 diklorometanli ekstrenin 5120 pg/ml diliisyonda minumum inhibisyon gosterdigi
saptanmistir.

V. inulifolium bitkisinden elde edilen metanollii ve diklorometanh ekstrelerde B.
subtilis’e kars1 antibakteriyel aktivite goriilmemistir. Testler de kullanilan ekstrelerden

diklorometan ekstresinin, kullanilan 5 mikroorganizmadan ikisi iizerinde MIC ve MBC

&5



acisindan etkili olduklar1 goriilmektedir. Ekstre Gram (-) bakterilere karsi ise inhibitor
etki gostermektedir.

Brantner ve Grein 1994 yilinda yaptiklar1 ¢alismada V. phlomoides bitkisin
cigceklerinden hazirladiklar sulu ekstrenin S. aureus, E. faecalis ve B. subtilis gibi Gram
(+) bakterilere ve E.coli gibi Gram(-) bakterilere karsi etkili olmadigini belirlemistir
(55).

Barbour ve arkadaglar1t V. leptostychum bitkisinden elde ettikleri sulu ve
metanollii ekstrelerin invitro ortamda E. coli, Proteus sp., P. aeruginosa, S. aureus
bakterilerine karsi antibakteriyel aktivitelerini incelemis ve metanollii ekstrenin MIC
degerlerinin E. coli ve S. aureus i¢in 1:3.5 araliginda degistigini; bitkinin metanolli
ekstresinin sulu ekstresine gére mikroorganizmalara karst daha etkili oldugunu
bulmusturlar. Bu da metanollii ¢oziiciilerin bitkideki pek ¢ok bilesigi ¢ozebilmesinden
kaynaklanmaktadir (56).

Tadeg ve arkadaglar1 2005 yilinda yaptiklar1 calismada Etiyopya’da geleneksel
tipta kullanilan V. sinaiticum bitkisinin; S. aureus, E. coli ve P. aeruginosa bakterilerine
kars1 antibakteriyel aktivitesini arastirmig ve V. sinaiticum’un sulu-alkollii ¢ozeltisinin
S. aureus ve P. aeruginosa’ye etkili iken diger mikroorganizmalara karsi etkili
olmadigini gormiistiir (16).

Bir diger calismada Geyid ve arkadaslari, V. sinaiticum bitkisinin yapraklarindan
elde ettikleri metanollii ekstrenin; S. aureus ve E. coli bakterilerine kars1 antibakteriyel
etkisini agar dilisyon metodunu kullanarak incelemisler ve ekstrenin incelenen
konsantrasyonlarinin (250-2000 pg/l) bu bakteride antibakteriyel etki gdstermedigini
bulunmustur (17).

Tiirkiye’de yetisen Verbascum tiirlerinin de antimikrobiyal etkilerinin incelendigi
bazi aragtirmalar bulunmaktadir. V. thapsus 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 E. coli, P.
aeruginosa ve S. aureus bakterilerinin antibakteriyel aktivitesi arastirilmistir. V.
thapsus’un ¢igeklerinden hazirlanan yagin bu bakterilerde biiylimeyi inhibe ettigi
gozlenmistir. Yapraklardan ticari olarak hazirlanan dekoksiyon P. aeruginosa disindaki
bakterilerde etkili olmustur. Genel olarak bitkiden hazirlanan sulu ekstrelerin

antibakteriyel aktivite yoniinden digerlerine gore daha etkili oldugu gozlenmistir.
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Yapilan testlerde sulu ekstre S. aureus karsi hassasiyet gostermistir. Yapilan
arastirmalar sonucu sicak suyla hazirlanan bitki inflizyonlarinin ve sicak suda
kaynatilarak hazirlanan dekoksiyonlarinin en etkili preparatlar oldugu belirlenmistir.
McCutcheon ve arkadaslar1 tarafindan daha once yapilan g¢alismalarda V. thapsus
bitkisinin metanollii ekstresinin E. coli ve S. aureus’a kars1 antibakteriyel etki gosterdigi
bulunmustur. Tiirker ve Camper’in yaptigr bu g¢alismada ise metanollii ekstrenin E.
coli’nin biiylimesine etki etmedigi gozlenmistir. Bu durum biyolojik olarak
degerlendirilirse ekstre hem Gram (+) hem de Gram (-) bakterilere karsi aktivite
gostermektedir (6).

Diilger ve Goniiz’iin 2004 yilinda yaptig1 ¢calismada V. gypsicola bitkisinin toprak
istii kisimlarinin metanollii ekstresini kullanarak bitkinin; E. coli, S. aureus ve P.
aeruginosa bakterilerine kars1 antibakteriyel etkisi incelenmis ve ekstrenin E. coli ve P.
aeruginosa gibi Gram (-) bakterilere kars1 aktivite gostermedigi buna karsilik S. aureus
gibi Gram (+) bakteriye karsi aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayrica S. aureus’un V.
gypsicola bitkisinden hazirlanan ekstreye karsi standart antibiyotikler OFX5 ve TE30’la
karsilagtirildiginda daha hassas oldugu da goriilmiistiir. Meurer-Grimes ve
arkadaslarinin  Verbascum L. tirlerinden 9’u ile yaptigi antimikrobiyal aktivite
caligmasinda giiclii antimikrobiyal aktivite tespit edilmistir. Ekstrelerin 06zellikle
Gram(+) bakterilerden S. aureus kars1 etkili oldugu belirlenmistir. Arastirmalar
Verbascum tiirlerinin Gram (+) bakterilere ve mayalara karsi antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugunu gostermektedir. Bu durumda genel olarak Gram (-) bakterilerin hiicre
duvarlarindaki lipopolisakkaritlerden dolayr Gram (+) bakterilere gore ekstrelere karsi
daha direncli oldugu sonucunu diisiindiirmektedir (3).

Tez c¢alismamizda incelenen tiirde Ozellikle diklorometan ekstresinin kullanilan
mikroorganizmalardan B. subtilis hari¢ hepsine etkili olmas1 dikkat ¢ekicidir. Ekstrenin
Gram (+) bakteriler S. aureus ve E. feacalis’e kars1 bakterisidal olarak da etkili ve
MBC degerlerinin 2560-5120 pg/ml diliisyonlarda oldugu saptanmustir.

V. inulifolium bitkisinde yapilan antiviral aktivite ¢alismalarinda iki farkli polaritede
hazirlanan ekstrelerin;

» Avian Influenza Virus A/Chicken/Germany/27’nin  Weybridge (H7N7)

(A/Weybridge) susu
» Human Influenza Virus A/Aichi/2/68 (H3N2) (A/Aichi) susu
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» Herpes Simplex Viriis Type I'in DA (HSV-I) susu

» Herpes Simplex Virus Type I'in Bja (HSV-2) susu

» Bovine Herpes Virus Type-1 (BHV-1) viriisiiniin Cooper standart suslarina karsi
antiviral etkisi incelenmistir.

V. inulifolium bitkisinin metanollii ekstresi, Human Influenza Virus A/Aichi/2/68
(H3N2) (A/Aichi) susuna kars1 antiviral etki gostermistir. Ekstre Avian Influenza Virus
A / Chicken / Germany / 27°nin Weybridge (H7N7) (A/Weybridge) susuna kars1 da
etkili bulunmustur. Ancak metanollii ekstre Herpes simplex Virus Type 1 ve Type 11
viriislerine karsi antiviral aktivite gostermemistir. DCM’l1 ekstre metanollii ekstreye
gore daha diisiik etkilidir. Ozellikle Avian Influenza Virus A / Chicken / Germany /
27°nin Weybridge (H7N7) (A/Weybridge) susuna kars1 diger virlislere gore biraz daha
etkili oldugu tespit edilmistir.

V. inulifolium bitkisinin metanollii ve diklorometanli ekstrelerinin Bovine Herpes
Virus Type-1 (BHV-1) viriisiinlin Cooper standart susuna karsi hicbir diliisyonda etki
gostermedigi saptanmistir.

Verbascum tiirleri iizerinde yapilmis ¢esitli antiviral etki ¢aligmalarindan iglerinde
bu tez ¢aligmasinda kullanilan viriislerin bulundugu arastirmalardan biri olan Slagowska
ve arkadaslarinin 1987 yilinda yaptig1 bir arastirmada; V. thapsiforme’nin ¢iceklerinden
elde edilen inflizyonun (FVI), invitro ortamda Herpes simplex Type 1 viriisiine (HSV-1)
kars1 antiviral etkisinin oldugu belirlemistir. Bu ¢alismada ayrica FVI’nin HSV iizerinde
viriisidal etkisi oldugu da goriilmiistiir. Daha Onceki aragtirmalarda Flos Verbasci’nin
dekoksiyonlarinin nezle virlisii enfekte edilmis tavuk embriyo fibroblastlarinda (CEF)
viriis replikasyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir (38). FVI'nin farkli A ve B nezle
viriislerine ve Herpes simplex viriisiine karst invitro ortamda antiviral etkileride
arastirilmistir ve etkili oldugu gorilmiistiir (57).

McCutcheon ve arkadaslarinin 1995 yilinda yaptigi calismada ise V. thapsus’un
yapraklarinin metanollii  ekstresinin Bovine Herpes Viriis Type 1 (BHVI,
Herpesviridae) viriisiine kars1 antiviral etkisi incelenmis ve bu viriise karsi etkili oldugu
tespit edilmistir (9). Klimek’in 1996 yilinda yaptig1 ¢alismada; Flores Verbasci (Flos
Verbasci) drogunun hazirlandigi Verbascum tiirlerinden biri olan V. phlomoides
bitkisinin ciceklerinden hazirlanan dekoksiyonun A, ve B nezle virlisline kars1 etkili

oldugunu saptamistir (13).
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Literatiirde Verbacum tiirlerinin antiviral etkileri ile ilgili arastirmalardan elde
edilen bulgular ile, tez calismamizda kullanilan virtisler Human Influenza Virus ve
Avian Influenza Virus ile yapilan c¢alismalarda elde edilen bulgular paralel ¢ikmustir.
Buna karsilik Bovine Herpes Viriis Type 1 ile yapilan ¢aligmalar ile literatiir bulgulari
arasinda fark oldugu gozlenmistir. Bu durum tez konusunda incelenen V. inulifolium’un
ekstrelerine gore literatiirde incelenmis olan tiirin ekstresinde virlise karst etkili farkl

bilesiklerin olabilecegini diisiindiirmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Scrophulariaceae familyasinin en genis cinslerinden biri olan Verbascum L.
cinsi lilkemizde de cok fazla tiirle temsil edilen bir cinstir. Tiirkiye’de yetisen 233 tiiriin
185’inin endemik olmasit ve bu tiirlerin bir ¢ogunun heniiz arastirilmamis olmasi
Verbascum tiirlerini ilgi ¢ekici hale getirmektedir. Literatiir incelendiginde Verbascum
tiirlerinin basta iridoit glikozitler olmak {izere fenilpropanoit ve feniletanoit glikozitler,
saponozitler ve flavonoitler gibi sekonder metabolitleri tasidig1 gériillmektedir. Bu giine
kadar yapilmig olan biyolojik aktivite caligmalarinda ise Ozellikle antibakteriyel ve
antiviral etki tizerinde durulmustur. Son yillarda ise baz tiirlerin antioksidan etkileri de
aragtirtlmistir.  Bunlarin  disinda  antifungal, sitotoksik ve immunomodiilator,
antihepatoma ve antiiilser etkilerin de bazi tiirlerde arastirildigr goze ¢arpmaktadir.
Yapilan fitokimyasal arastirmalar daha ¢ok izolasyon ve yapi tayini seklinde olup,
tiirlerin flavonoit igerigi de ancak izolasyon ¢alismalar1 ile belirlenebilmistir. Flavonoit
icerigi agisindan incelenmis olan tiirler V. thapsus, V. thapsiforme, V. sinaiticum, V.
salviifolium’dur. Bu tiirlerde flavonoitlerin izole edildigi ancak bitkilerdeki miktarlarina
yonelik herhangi bir bilgi olmadig1 géze ¢arpmustir. Tiirkiye’de yetisen V. thapsus, V.
pterocalycinum var. mutense, V. salviifolium, V. cilicicum, V.  gypsicola, V.
wiedemannianum, V. macrurum, V. lasianthum ve V. cheiranthifolium Boiss.var.
cheiranthifolium tiirleri disindaki tiirler heniiz arastirllmamistir. Bu tiirlerden biri olan
V. inulifolium tiirii Dogu Akdeniz’de yetisen endemik bir tiirdiir. Bu tiiriin fitokimyasal
acidan incelenmesi diisliniilmiis ve son yillarda insan saghiginda ¢esitli yararlari
nedeniyle ilizerinde ¢ok durulan etken madde gruplarindan biri olan flavonoitlerinin
incelenmesi amaclanmustir (70).

Flavonoit igerikleri; bitkiden hazirlanan mentolli ekstrenin YBSK analizleri ile
belirlenmis olup ekstrede baslica; mirsetin  (%0.097767+£0.0036223), luteolol
(%0.158933+0.0004807),  kemferol  (%0.234000+0.0044230) ve izoramnetin
(%0.035500+0.0034429) flavonoitleri saptanmistir. Bu flavonoitlerden kemferol major
bilesik olarak tespit edilmistir. V. inulifolium tiiriiniin halk arasinda geleneksel olarak
kullanimina ait herhangi bir kayda rastlanmadigindan bu tiiriin biyolojik aktivite
acisindan Oncelikle diger Verbascum tiirlerinde siklikla gdzlenmis olan antioksidan,

antibakteriyel ve antiviral aktiviteleri agisindan incelenmesi diisliniilmiis ilerideki
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fitokimyasal arastirmalara da yarar saglayabilmesi i¢in iki farkli polaritede ekstre
hazirlanmistir. Diklorometan ve metanol ekstrelerinin kimyasal agidan farkli etken
maddeler tasimasi nedeniyle biyolojik aktivite testlerinde her iki ekstrede kullanilmistir.

Antioksidan aktivitede; testlerde hizli sonu¢ veren DPPH 06n testinden sonra
metanol ekstresinin aktif oldugu gozlenerek TBA testi uygulanmis ve ICsp: 0.13 mg/ml
oldugu tespit edilmistir. Buna gore V. inulifolium’un metanol ekstresinin antioksidan
aktivite acgisindan degerlendirilebilir oldugu ve bu etkiden sorumlu olan bilesigin daha
ileri aragtirmalarla tespit edilmesinin uygun oldugu goriilmektedir.

Bu ekstrelere ait antibakteriyel etki testlerinde ise metanollii ekstre E. feacalis’e
karst MIC: 640 pg/ml ve MBC: 1280 pg/ml araliginda dikkat ¢ekici antibakteriyel etki
gostermistir. Buna kars1 S. aureus, B. subtilis, E. coli ve P. aeruginosa bakterilerine
kars1 antibakteriyel etki gostermedigi goriilmiistiir. Ancak diklorometan ekstresinin test
edilen mikroorganizmalar B. subtilis hari¢ digerlerinde orta dereceli etki gosterdigi
saptanmustir. Bitki E. feacalis bakterisine karsi antibakteriyel etkisi nedeniyle
degerlendirilebilir.

Verbascum tiirleri iizerinde yapilan antiviral testlerde yaygin olarak kullanilan
viriislerden olan; Avian Influenza Virus, Human Influenza Virus, Herpes Simplex Virus
Type I, Herpes Simplex Virus Type II ve Bovine Herpes Virus Type-1 virlisleri tez
calismamizda kullanilmastir.

V. inulifolium bitkisinin diklorometanli bitki ekstresi, metanollii bitki ekstresine
gore daha diisiik etkili olmakla birlikte tiim viriislere kars1 etki gdstermistir. Ozellikle
Avian Influenza Virus susuna kars1 (SI: 4.0) diger viriislere gore biraz daha etkili oldugu
tespit edilmistir. Ayrica V. inulifolium bitkisinin metanollii ve diklorometanl
ekstrelerinin Bovine Herpes Virus Type-1 (BHV-1) viriisiinliin Cooper standart susuna
kars1 hi¢bir diliisyonda etki gdstermedigi saptanmistir. Bitkinin metanollii ekstresi
Herpes simplex Virus Type 1 ve Type Il viriislerine kars1 antiviral etki gostermezken,;
Avian Influenza Virus susuna karsi belirgin antiviral etki gostermektedir (SI: 8.0);
Human Influenza Virus’de SI: 16.0 olmasi ise bitki ekstremizin bu viriis {izerinde
antiviral etki acisindan deger tasidiginmi ve ekstrenin degerlendirilebilir oldugunu
diistindiirmektedir.

V. inulifolium bitkisi lizerinde yapilan bu arastirma sonuclar1 bitkinin antioksidan

ve antiviral aktivite agisindan deger tasidigini gostermistir. Bitkide ozellikle metanol
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ekstresinin; bu iki aktivitenin gozlenmesi nedeniyle kimyasal agidan detayli olarak

incelenip aktivitelerle iliskilendirilmesinin uygun olacagi onerilmektedir.
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Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Meslek Bilimleri Anabilim Dali Farmakognozi
programinda yiiksek lisans Ogrenimine basladi. Yiiksek lisans egitimi siiresince
TUBITAK-BAYG’dan yurt ici yiiksek lisans bursu almaya hak kazand1. Yiiksek lisans

egitimini halen burada siirdiirmektedir.
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