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OZET

TURKIYE’DE YETISEN BAZI BiTKi TURLERININ ANTIMIKROBIYAL VE
ANTIOKSIDAN OZELLIKLERININ INCELENMESI

Irem YILDIZ

Farmakognozi Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, May1s 2019
Danisman: Dog. Dr. Ayhan ALTINTAS

Bu calismada Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Alkanna macrophylla Boiss. &
Heldr., Sphaerophysa kotschyana Boiss., Gagea villosa var. villosa (Bieb.) Duby,
Erysimum sintenisianum Bornm. ve Polygonum sivasicum Kit Tan & Yildiz bitkilerinin
antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Bu kapsamda bitkilerin
kurutulmus toprak tistii kisimlar1 metanol, etil asetat, kloroform ve etanol ile ekstre
edilmistir. P. sivasicum disindaki biitiin tiirlerde antimikrobiyal etkinlik goriilmiis ve E.
sintenisianum en genis etki spektrumuna sahip bitki olarak belirlenmistir. Minimum
inhibitér konsantrasyonlar1 genel olarak 0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL ve 0,8 mg/mL olarak
bulunmustur. Bitkilerin tiim ekstrelerinin antioksidan 6zellik gosterdigi tespit edilmis ve
P. sivasicum, G. villosa var. villosa ve A. macrophylla bitkilerinin cesitli ekstrelerinde
standart madde olarak kullanilan askorbik asite kiyasla yiiksek serbest radikal siipiiriicii
etki goriilmiistiir. Ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlarinin 9,67 mg GAE/g ile
918,56 mg GAE/g araliginda, toplam flavonoit miktarlarinmn ise 6,19 mg QE/g ile 68,57
mg GAE/g araliginda degerler aldig: tespit edilmistir. Bu sonuglar inceledigimiz tiirlerin
antimikrobiyal ve antioksidan olarak kullanilabilme potansiyellerinin oldugunu

gostermistir ve bu acidan daha ayrintili arastirilmalarina ihtiyag vardir.

Anahtar Sozciikler: Alkanna macrophylla, Sphaerophysa kotschyana, Gagea villosa

var. villosa, Erysimum sintenisianum, Polygonum sivasicum



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDANT
PROPERTIES OF SOME PLANT SPECIES GROWING IN TURKEY

[rem YILDIZ
Department of Pharmacognosy
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, May 2019
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ayhan ALTINTAS

In this study, antimicrobial and antioxidant activities of Alkanna macrophylla
Boiss. & Heldr., Sphaerophysa kotschyana Boiss., Gagea villosa var. villosa (Bieb.)
Duby, Erysimum sintenisianum Bornm. and Polygonum sivasicum Kit Tan & Yildiz
growing naturally in Turkey were investigated. In this context, dried above-ground parts
of the plants were extracted with methanol, ethyl acetate, chloroform and ethanol..
Antimicrobial activity was observed in all species except P. sivasicum. E. sintenisianum
was determined as the plant with the broadest spectrum activity. Minimum inhibitory
concentrations of the extracts were found to be generally 0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL and
0,8 mg/mL.. All extracts of plants exhibited antioxidant properties. Higher free radical
scavenging activity than ascorbic acid used as standard antioxidant compound was
observed in various extracts of P. sivasicum, G. villosa var. villosa and A. macrophylla.
The total phenolic content of the extracts was found to be between 9,67 mg GAE/g and
918,56 mg GAE/g, and the total flavonoid content of the extracts was between 6,19 mg
QE/g and 68,57 mg GAE/g. These results have shown that the species we have studied
have the potential to be used as antimicrobial and antioxidant and need to be

investigated in more detail.

Keywords: Alkanna macrophylla, Sphaerophysa kotschyana, Gagea villosa var. villosa,

Erysimum sintenisianum, Polygonum sivasicum
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ETIK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI
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gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi, bu ¢aligmanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi™yla tarandigmi ve
hi¢bir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢aligmamla
ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya g¢ikacak

tiim ahlaki ve hukuki sonuglari kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS

Bitkilerin veya onlarin aktif bilesenlerinin insanlarin  hastaliklarini
hafifletebilecegi veya tamamen iyilestirebilecegi pek ¢ok durumda gdosterilmistir
(Farnsworth ve Soejarto, 1991). Bitkilerin bu amaglarla kullanimlarinin insanlik tarihi
kadar eski oldugu bilinmektedir. Bir¢ok arkeolojik bulguda binlerce yildir bitkilerin
tedavi ve beslenme amaci ile kullanildig1 goriilmiistiir (Kogyigit, 2005).

Son yillarda ozellikle 1980’lerden sonra kimya sanayindeki hizli ilerlemeler
sonucunda bitkisel tedavi Uiriinlerinin yerini sentetik ilaclar almaya baslamistir. Ancak
bu sentetik ilaglarin bir¢ok yan etkisinin ortaya ¢ikmasi ve bitkilerin daha giivenli
oldugunun da diisiiniilmesiyle insanlar yeniden bitkisel ilaclarla tedavi yolunu tercih
etmeye yonelmistir (Yiicel, 2010). Ayrica kronik hastaliklarin yayginlasarak baslica
Olim nedenlerinden biri oldugu giliniimiizde, sentetik ilaglarla tedavi yontemlerinin
yetersiz kalmasi veya istenmeyen sonuglara yol agmasi da bitkilerle tedaviye ilgiyi
arttirmistir (Bacanh vd., 2012).

Enfeksiyon hastaliklar1 diinya ¢apinda ve ozellikle de gelismekte olan iilkelerde
oliimlerin 6nde gelen nedenlerinden biridir (Pinner vd., 1996). Insanlarda pek cok
bulasic1 hastaliga neden olan mikroorganizmalarin kesfedilmesi beraberinde bu
organizmalar i¢in toksik olabilecek maddelere de ilgi duyulmasina yol agmustir.
Yaklasik 1940 yilinda penisilinin oneminin farkina varilmasi, yeni antibiyotik
kaynaklar1 i¢in mikroorganizmalarin arastirilmasina dikkat ¢ekmistir. Bu arastirmalar
ayrica bitkileri de kapsayacak sekilde genisletilmistir. Iglerinden bazilar1 bitkisel
kokenli oldugu bircok madde antiseptik olarak kabul edilmistir. Bu siirecin devaminda
bir¢ok bitkinin mikroorganizmalarin biiylimesini inhibe eden veya onlar1 Oldiiren
maddeler igerdigi de ortaya konmustur (Skinner, 1955).

Modern tipta kullanilan pek c¢ok ilacin bitkisel kdkene sahip olmasina ragmen
antimikrobiyal ila¢ gelistirme siirecinde bitkisel {riinlerin ¢ok azi antimikrobiyal
kullanim i¢in tasarlanmistir, daha ¢ok bakteriyel ve fungal kaynaklar tercih edilmistir
(Cowan, 1999). Mikroorganizmalardan her yil iki veya ii¢ antibiyotik tiiretilmeye
baslanmustir (Clark, 1996). Bununla birlikte diger yandan mikroorganizmalarda direng

olusmaya baslamis ve onemli Olgiilerde artarak her on yilda yeni bir diren¢ ortaya



¢cikmistir. Sonunda bilinen tiim antibiyotiklere direncli mikroorganizmalarin bulundugu
bir doneme gelinmistir (Yarnell ve Abascal, 2002).

Coklu antibiyotik direncine sahip mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlarm tedavisi igin tibbi bitkilerin kullanilmas1 bir alternatif olarak
goriilmektedir ve bazi geleneksel bitkiler bu amagla kullanilmaktadir (Yarnell ve
Abascal, 2004).

Bitkilerin antimikrobiyal 6zelliklerinin belirtildigi ilk ¢aligmalardan olarak Glaser
ve Prinz (1926) yaptiklar1 ¢alismada bazi bitkilerden elde edilen oksidazlarin ilave
edildigi bakteri kiiltiirlerinde mikroorganizmalarin biiyiimelerini inhibe ettiklerini
bildirmislerdir.

Bitkilerin bulundurduklar1 bilesiklerin sayis1 ve cesitliligi fazla oldugundan,
bilesimlerinin sinerjistik etkisi sayesinde tek antibiyotikle tedavi edilemeyen
mikroorganizmalara kars1 daha etkin tedavi sunacagi belirtilmistir (Yarnell ve Abascal,
2013).

Tim diinyada ¢oklu antibiyotik direnci gdsteren bakteri suslarinin ortaya
cikmastyla beraber hastaneler de direngli mikroorganizmalarin ireme ve yayilma ortami
haline gelmistir (Mainous ve Pomeroy, 2001). Enfeksiyonlarin tedavisinde coklu
antibiyotik direncine karsi basar1 saglamak giin gectik¢e daha da zorlagsmaktadir ve bu
nedenle yeni antimikrobiyal maddelerin arastirilmasi ve gelistirilmesindeki alternatif
kaynaklar olarak tibbi bitkiler biiylik onem tasimaktadir (Yetgin vd., 2017).

Bitkisel tirtinlerce zengin bir diyet ile beslenmenin insan saghigi iizerinde olumlu
etkilerinin oldugu ve bu beslenme tarziyla oksidatif stres ile iligkili bir¢ok hastaliga
kars1 biinyenin korundugu ortaya ¢ikarilmistir. Bitkisel kaynakl {irtinlerde vitaminler,
fitoostroller, siilfiir bilesikleri, karotenoitler ve hormonlar gibi pek ¢ok sayida yararl
bilesik bulunmaktadir (Manach vd., 2005).

Serbest radikallerin olusturdugu oksidatif stresin ortaya ¢ikardigi zararh etkilere
kars1 insan viicudunun en 6nemli savunma sistemini antioksidanlar olusturur (Shinde
vd., 2012). Serbest radikaller enfekte hiicreleri ortadan kaldirarak antimikrobiyal
savunmaya katki saglamalarinin yanisira, hiicresel DNA gibi makromolekiillerle
tepkimeye girerek veya bir zincir reaksiyon baslatarak hiicresel yapilarin hasar
gormesine neden olmaktadirlar. Serbest radikallerin beyin disfonksiyonu, dejeneratif

hastaliklar, kanser, yaslanma, kardiyovaskiiler hastaliklar, gastrointestinal sistem ve



immiin sistem hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaligin nedeni olabilecegi bildirilmistir (Babbs
1992; Aruoma 1998).

Antioksidanlar, hiicresel hasara ve buna bagli ¢esitli hastaliklara neden olan
serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut radikalleri siipiirerek etki
gosteren genellikle fenolik molekiillerdir (Kahkonen vd., 1999). Antioksidan aktiviteye
sahip tipik fenolik bilesikler bilyiik oranda fenolik asitler ve flavonoitlerdir. Kafeik asit,
ferulik asit ve vanilik asidi igeren fenolik asitler, bitki aleminde yaygindir (Spiridon vd.,
2011).

Antioksidan bilesenler iceren bitkisel materyallerin 6nemi, hem arastirmacilar
hem de gida iireticileri ve tiiketiciler i¢cin belirli etkilerin hedeflendigi fonksiyonel
gidalara duyulan ilgi ile biiyiikk oranda artmaktadir (Loliger, 1991; Giorgi vd., 2009).
Antioksidanlarin eksojen kaynagi olan bitkiler, hiicrelerin dogal savunma sistemlerine
yardimc1 olabilmektedir. Bu yiizden, geleneksel olarak genis ¢apta kullanilan bitkilerin
ve bitki ekstrelerinin antioksidan ve radikal siipiiriicii 6zelliklerinin degerlendirilmesi
gerekir (Giorgi vd., 2009). Ayrica islenmis gidalarda yaygin olarak kullanilan
biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve biitillenmis hidroksianisol (BHA) gibi baz1 sentetik
antioksidan bilesiklerin yan etkilere sahip olabilecegi bildirilmistir (Mavi vd., 2004).
Sentetik antioksidanlarmn karsinojenik etkileri de dogal antioksidan bilesenlere duyulan
ilginin nedenleri arasindadir.

Tim bu veriler gbéz Oniine alindiginda bitkilerin yeni antimikrobiyal ve
antioksidan ilaglarin gelistirilmesi i¢in yapilacak olan arastirmalarda model olarak da
kullanilabilme potansiyelleri yiiksektir. Bu nedenle farkl bitki tiirlerinin antimikrobiyal
ve antioksidan etkilerinin arastirilmasi dnemlidir.

Tiirkiye bitki tiirleri acisindan oldukca zengin bir iilkedir ve bu c¢alismada
Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Alkanna macrophylla Boiss. & Heldr. (endemik),
Sphaerophysa kotschyana Boiss.(endemik), Gagea villosa var. villosa (Bieb.) Duby,
Erysimum sintenisianum Bornm. ve Polygonum sivasicum Kit Tan & Yildiz (endemik)
tiirlerinin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri arastirilmistir.

Bu caligma sonucunda elde edilen verilerin etkili ve giivenli yeni antioksidan ve
antimikrobiyal bilesikler ve yeni ilag gelistirilmesine yonelik yapilacak olan ¢alismalara

katkida bulunmasi amag¢lanmistir.



2. LITERATUR OZETIi

2.1. incelenen Bitki Tiirlerinin Ozellikleri
2.1.1. Alkanna macrophylla Boiss. & Heldr.

2.1.1.1. Botanik ézellikler

Tiirkce ad1 : Koca havaciva

Familya : Boraginaceae

Cins : Alkanna Tausch

Endemizm : Endemik

Habitat : Deniz yakini kayaliklar ve harabeler, deniz seviyesi yakininda

Ciceklenme : 3-6. aylar
Bolge :C3

oo e h ,. : :d DS i t ¥ ) & . i\ \
Gorsel 2.1. Alkanna macrophylla habitat Gorsel 2.2. Alkanna macrophylla yaprak ve ¢igekleri



Gorsel 2.3. Alkanna macrophylla yakindan goriiniisii

Subtropik ve i1liman bolgeler Boraginaceae familyasina ait 100 cins ve 2000 tiirii
barindirmaktadir (Feinbrun-Dothan, 1978). Bu familyanin iilkemizde 34 cins 305 tiirii
oldugu belirlenmistir. Boraginaceae familyasinin en biyiik ikinci cinsi 34 tir ile
Alkanna’dir (Davis, 1978a).

Ulkemizde Alkanna cinsine ait 31°i endemik 34 tiir ve 41 takson bulunmaktadir.
Cinsin iilkemizdeki endemizm oranmin yiiksek olusu, merkezinin Tiirkiye veya On
Asya oldugunu gostermektedir. Anadolu’daki Alkanna cinsine ait taksonlar, yaklasik
1500 m’de yayilis géstermektedir (Davis, 1978).

2.1.1.1.1. Boraginaceae

Boraginaceae familyasi liyeleri bir, iki veya ¢ok yillik otsu bitkiler, nadir olarak
da kiiclik ¢ali veya agag¢lardir. Yapraklar alternat, stipulasiz, basit, genellikle belirgin
kilst tiiy ortiilidir. Ugtaki dallar siméz ¢icek durumludur. Simler (simoz ¢igcek
durumlarindan herbiri) akrep kuyrugu gibi kivrik veya zembereksidir veya ¢igek
durumu nadiren tirsusa benzemektedir. Kaliks sepalleri birlesik, 5-lobludur (nadiren 9-
loblu veya diizensiz disli), ¢ogu kez cigek agma devresinden sonra genislemektedir.
Korolla 5-loblu, aktinomorf veya nadiren zigomorfiktir, genellikle bariz tiip ve £+ derin
loblu, korolla bogaz1 5 par¢alidir, tiiylerden olusan bir kiime veya bdlge barindirir veya
pliriizsliz ve tllysiizdiir. Stamen 5 adet, epipetal (petal iizerinde), korolla loblar1 ile

almasik konumludur. Ovaryum iist durumlu, 4 (nadiren 2) gozlii; stilus ginobazik



(ovaryumun tabanindan ¢ikan), daha nadir olarak terminal, genellikle par¢alanmamus,
stigma tam veya 2(-4)-lobludur. Meyva genellikle 4 nutletli, olgunlagsmadan diisme veya
birlesme nedeniyle nadiren daha az sayida veya 2 adet mantarimsi merikarp veya bir
drupadir. Nutletler piramitsi torus {istiinden ¢ikar ve baglanma izi dardan genise degisik
boyutlardadir, taban alt1 halkali veya sapli veya degildir. Hafif¢e horizontal olarak ice
dogru kivrik gaga benzeri bir uzantili veya gagasizdir. Karinali veya karinasizdir. Cogu
kez tabla ve kenara dogru farklilagmigtir. Kenar bazen yayilan veya kivrilan kanat
icermektedir veya dikenli glositlidir. Yiizey piirlizsiizdiir veya cesitli siislerle
donatilmigtir. Tiysiiz, tiyli veya glositli kiigik yumrular ve/veya dikenler
bulunmaktadir (Davis, 1978).

Tayin anahtart

1. Otsu bitkiler, nadiren de kiigiik ¢alilar, meyva kuru nutletler (nadir olarak
mantarims1 merikarplar)

2. Bir yillik, iki yillik ve ¢ok wyilliklar; rizom bulundurmayan bitkiler (veya
tabanda bulunan parcalar1 eksik)

9. Otsu bitkiler, yar1 calims1 veya degil

10. Tiylerden veya setalardan (kilsi1 tiiylerden ) veya her ikisinden olusmus yogun
bir tiiy ortiistine sahip bitki

14. Biitiin stamenler korolla tiipii i¢inde (anterlerin tabani korolla bogazini
gecmez)

21. Anterler tam veya tepede kisa ek yapilarla birlikte

22. Nutletler armut seklinde degil; kaliks 5 loblu (nadiren loblar aras1 disli)

24. Simler brakteli, en azindan alt kisimda

31. Pul, kivrim veya i¢ine ¢cokmiis kivrim bulundurmayan korolla bogazi

32. Cicekler az ¢ok dik; korolla huni seklinde veya yayik laminali boru seklinde,
bariz olarak az ¢ok derin loblu laminali

33. Nutletler sapli, gaga yatay az ¢cok kuvvetlice agag1 dogru kivrik; yaprak tily
ortiisti siklikla salgi tiiyleri igerir (Davis, 1978). Alkanna



2.1.1.1.2. Alkanna Tausch

Cok yillik otsular olup ¢igekleri genellikle hos kokuludur. Yapraklar1 gesitli
sekillerde, kisa yumusak tiiylii, yumusak dik ve uzunca tiiylii ve kils1 tiiyliidiir. Zayif
bezeli ve bezesiz tiiylerden giir kils1 tiiylere kadar degisen tiiy Ortiistine sahiptir. Cigek
durumu ugta, simler bir veya birka¢ tane, braktelidir. Kaliks neredeyse tabana kadar
boliinmiis, loblar meyvada biliytimiistiir. Korolla mavi sar1 veya beyaz laminali ve ¢ogu
kez siyah tiiplii, huni seklinde; bogazi halka seklinde tiiylii ve bazen kii¢iik kivrimlhidir.
Halka kiiciik, tliysiiz veya kirpiklidir. Stamenler tiipiin ortasma yakin bir yerde halka
veya spiral seklinde baglanmis ¢ok kisa filamentler icermektedir. Stilus kiiciik ve tam
stigma igermektedir. Nutletler 1-2(-4) adet, hemen hemen bobrek seklinde veya egik
yumurta seklindedir az ¢ok sapli; yiizey yapist ¢esitli yumrulara sahiptir, scrobiculate
(cukurlu) veya agimsi, ¢ogu kez birlesmis, nadiren pliriizsiizdiir; gaga diiz ve yatay yay
seklinde kivrilmis, orta veya kuvvetli derecede asagi dogru kivriktir (Huber-Morath,
1978).

Tayin icin ¢igekler ve olgun nutletler gerekmektedir. Burada yumusak ince tiiyler
ve giir sert kilsi1 tiiyler arasindaki sertlikteki tiiyler ‘setiform hairs’ (kil seklinde tiiyler )
olarak adlandirilmistir. Baz1 tiirlerde az ¢ok biitiin tiiy ortiisti tiplerine rastlanmaktadir.
Bazi Alkanna tiirleri Nonea tiirlerine goriiniiste olduk¢a benzerlik gostermektedir
(Huber-Morath, 1978).

1. Korolla dis yiizeyi tiiysiiz
2. Korolla mavi (veya gesitli renklerde) Grup B

Grup B

1. Nutletler piiriizlii-skrobikulat (kiigiik yuvarlak cukurlar veya oluklar ile kaph
bir ylizeye sahip), agims1 veya yogun olarak (nadiren seyrek olarak) tabani siskin

2. Nutletler tabanda birlesmeyen ¢ok sayida (nadiren az) kabarciklarla birlikte

3. Nutletler asagi dogru kivrik gagal

5. Korolla 15-17 mm, lamina 7-11 mm c¢apinda; gévde yapraklari 10x2,5 mm
boyutlarinda dikdortgensi (Huber-Morath, 1978). A. macrophylla



2.1.1.1.3. Alkanna macrophylla Boiss. & Heldr.

Bitki 20-60 cm boyundadir. Yapraklar kadifemsi tiiylii, az ¢ok parlak, 0,1-0,4 mm
Olciilerinde bezeli veya bezesiz tiiylerden olusan yogun tily ortiilii, seyrek dagilmis 1-2,5
mm bezesiz dikensi tiiyliidiir. Taban ve gévde yapraklar1 2-10x0,5-2,5 cm boyutlarinda
lanseolattan oblonga degisik sekillerdedir. Simler meyva doneminde 10-25 cm’dir.
Brakteler lineer oblongdan ovata degisik sekillerde 1-4x0,2-1,5 cm, kaliksten ¢ok daha
uzun, bazen tabanda subkordattir. Kaliks ciceklenme doneminde 5-7 mm, meyva
doneminde 8-10 mm’dir. Korolla mavi, dis yiizeyi tiiysiiz, 15-17 mm, dudaklar 7-11
mm ¢apindadir. Nutletler (1-7-)2-2-5 mm ¢apinda, yogun olarak tiiberkiilat, yumrular
yassidir, tabanda birlesmez, gaga kivriktir. Cigeklenme 3-6 aylar. Deniz kayaliklar1 ve
kalmtilarda yetisir (Boiss, 1852).

Sintip: [Tiirkiye C3 Antalya] Perge amfi tiyatro duvarlarinda (Sekil 2.1.)

Endemik. Dogu Akdeniz elementi.
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Sekil 2.1. Alkanna macrophylla yayulis haritast

2.1.1.2. Fitokimyasal ozellikler ve aktivite calismalart

A. macrophylla’da bulunan naftakinon tiirevleri HPLC ile belirlenmistir ve serbest
alkannin bulunmadigi ancak total alkannin miktarinin (mg/100 mg bitki materyali)
%0,36 oldugu tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada Tiirkiye’de yetisen 13 endemik Alkanna

tiirliniin de serbest ve total alkannin miktarlar1 ilk kez belirlenmistir. Bunlar i¢erisinde



A. tubulosa Boiss. en yiiksek total alkannin miktarma sahipken, serbest alkanninin en
¢ok bulundugu tiir A. mughlae Duman, Giiner & Sagban olarak belirtilmistir (Pekin vd.,
2007).

Alkanna tiirleri ile yapilan fitokimyasal c¢alismalarda pirolizidin alkaloitleri
(Roeder vd., 1984, 1992), flavonoitler (El Sohly vd., 1997), yag asitleri (Papageorgiou
ve Assimopoulou, 2003) ve naftakinon tiirevi bilesikler (Afzal ve Muhammad, 1983;
Papageorgiou, 1977, 1978; Papageorgiou ve Digenis, 1980) elde edilmistir. Alkanna
tirlerinin de dahil oldugu Boraginaceae familyasindaki bitkilerin sekonder bilegikleri
arasinda en onemli grubu pirolizidin alkaloitleri olusturmaktadir (Hartmann ve Witte,
1995).

Yapilan gesitli aktivite c¢alismalarinda, Alkanna tiirlerinden yara iyilestirici
(Papageorgiou, 1978) ve antimikrobiyal (Papageorgiou vd., 1979, 1980) o&zellikler
gosteren naftakinonlar tespit edilmistir. Ayrica DNA-topoizomeraz | ve Il enzimlerini
inhibe ettikleri de gosterilmistir (Kourounakis vd., 2002).

Alkanna tiirlerinin naftakinon tiirevi bilesenlerinden olan alkannin, sikonnin (Sekil
2.2.) ve A. tinctoria (L.) Tausch kok ekstrelerinin, antioksidan etkileri bazi bitkisel ve
hayvansal yaglarda ¢alisilmistir (Assimopoulou vd., 2004). Alkannin bilesigi bitkinin
kok ekstraksiyonundan elde edilmekte olup koyu kirmizi renk pigmentlerinin bilesimine
girer. Bu 0zelliginden dolayi biiyiik ilgi gérmiis ve uzun yillar boyunca kumas boyama
maddesi olarak kullanilmustir. A. tinctoria kok ekstrelerinden aktif bilesen olarak
alkannin tiirevleri ilk defa 1976 yilinda tanimlandiktan sonra A. tinctoria kok ekstresini
iceren merhemler formiile edilmistir ve basarili hayvan denemelerinden sonra yara iyi
edici olarak patentleri alinmistir (Papageorgiou, 1978; Papageorgiou vd., 1979). Ayni
zamanda bu ekstrelerin yara iyi edici ve antimikrobiyal 6zellikleri de klinik olarak da
dogrulanmistir (Papageorgiou vd., 1999). Aym1 zamanda alkannin Merck Index’te
astrenjan olarak yer almistir (The Merck Index, 1989). Sikonnin (R enantiyomer) de
alkannin gibi bitkinin kdk estresinden elde edilen kirmizi renk pigmentinin temel
bilesenidir. Ipek boyasi olarak kullanimi uzun yillar 6ncesine dayanmaktadir.

Alkannin ve sikonnin genis bir biyolojik etki spektrumuna sahiptir ve cesitli
farmasotik ve kozmetik preparatlarin yapisina girmektedirler ve gida renklendiricileri
olarak da kullanilmaktadirlar (Papageorgiou, 1980; Assimopoulou vd., 2004). Sikoninin

Gram pozitif ve Gram negatif ¢esitli bakterilere karsi MIC degerleri belirlenmistir.



Ayrica sikoninin topoizomeraz II aracili DNA bdliinmesini de in vitro olarak

indiikledigi gosterilmistir (Fujii vd., 1992).

OH Q OH

@ﬁ“«

OH LY OH Q

Alkannin Sikonnin

Sekil 2.2. Alkannin ve sikonnin kimyasal yapilar: (Pekin vd., 2007)

Boraginaceae familyas1 naftakinon tiirevi bilesikler agisindan zengin oldugundan
ozellikle antikanser bilesikler agisindan ilgi ¢ekici olmustur ve bu bilesiklerin sitotoksik
ve antikanser etkileri lizerine pek ¢ok incelemeler yapilmistir (Gaddipati vd., 2000;
Chenna vd., 2001; Chen vd., 2002; Sevimli Giir, 2009).

Bazi Alkanna tiirlerinin koklerinden hazirlanan preparatlar ise tilkemizde halk
arasinda kabizliga karsi, yara iyi edici ve adet kesici olarak kullanilmaktadir. Bu amagla
kullanilan tiirlere 6rnek olarak A. tinctoria ve A. orientalis Boiss verilebilir (Baytop,
1999).

A. tinctoria (L.) Tausch subsp. glandulosa koklerinin dekoksiyonu Tiirkiye’de
halk arasinda dahilen ve haricen hemoroite kars1 kullanilmaktadir (Erbay ve Sar1, 2017).

Alkanna tiirlerinin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri tizerine pek g¢ok
calisma yapilmistr. Bu maddeleri igeren bitkilerden elde edilen preparatlar,
antibakteriyel ve antifungal 6zellikler gostermislerdir.

A. tinctoria ekstresinin bir dizi mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal aktivite
gosterdigi ispatlanmig ve total fenolik madde miktar1 ile antioksidan aktivitesi
gosterilmistir (Sengiil vd., 2009). A. tinctoria, balmumu ve zeytinyagi karisimimim yanik
yarasi lizerine etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada, karisimin uygulandigi hastalarda
yara iyilesmesinin hizlandigi, agrinin azaldigi ve hastanede yatig siiresinin kisaldigi

gdzlenmistir (Giimiis ve Ozlii, 2017).
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Coklu ilag direnci gosterdigi belirlenmis Acinetobacter baumannii, E. coli,
Pseudomonas aeruginosa ve S. aureus bakterilerine karsi A. tinctoria ekstrelerinin
diftizyon metodu ile antimikrobiyal etkilerinin ve minimum inhibitér ve bakterisidal
konsantrasyonlarmin arastirildigi bir calismada Imipenem ile karsilastirildiginda S.
aureus’a karsi tiim ekstrelerde 6nemli diizeyde aktivite goriilmiistiir. Sulu ekstrenin ise,
Imipenem'e kiyasla A. baumannii (10+0,3 mm), P. aeruginosa (12+0,5 mm) ve S.
aureus (14+0,5 mm)‘a kars1 en iyi etkinligi gosterdigi belirlenmistir. Bitkinin sulu ve
etanollii ekstrelerinin 0Ozellikle alkaloitler, flavonoitler ve karbonhidratlar gibi ¢ok
sayida bilesen icerdigi goriilmiistiir (Khan vd., 2015).

A. tinctoria ile aktif anti-kolorektal kanser bilesiklerini arastirmak igin
fitokimyasal c¢aligmalar yapilmistir ve kinon bilesikleri (alkannin, asetil alkinnin,
angelilalkannin, dimetilasil alkannin ve arnebifuranon, metoksiangenilalkannin,
alkanfuranol ve alkandiol) izole edilmistir. Bu bilesiklerden alkannin, angenilalkannin
ve  5-Metoksiangenilalkannin  anti-proliferatif ~ etkiler — gostermislerdir.  5-
Metoksiangenilalkannin ise en giiglii etkiyi gostermistir (Tung vd., 2016).

A. orientalis (L.) Boiss. yaprak ve ¢igek ekstresinin Mycobacterium smegmatis ve
S. aureus mikroorganizmalarmin biiyiimelerini inhibe ettigi gosterilmistir. Aktiviteden
sorumlu olarak sarotidin flavonoiti izole edilmistir (Bame vd., 2013).

Alkanna tirlerinden A. bracteosa Boiss., A. frigida Boiss., A. orientalis ve A.
tricophila Hub.-Mor. tiirlerinin biitanol, etil asetat, hekzan, kloroform ve sulu
ekstrelerinin antioksidan etkileri 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil, ferrik tiyosiyanat ve
tiyobarbitiirik asit metodlar1 kullanilarak incelenmis ve pozitif kontrol olarak kersetin
ile karsilagtirilmigtir. Calisma sonucu tiim ekstrelerde antioksidan aktivite goriilmiistiir
ancak biitanollii ekstre diger ekstrelerden ve kersetinden daha giiclii antioksidan aktivite

gostermistir (Salimikia vd., 2015).
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2.1.2. Sphaerophysa kotschyana Boiss.

2.1.2.1. Botanik ézellikler

Tiirkce adi : Hiirmiiz otu

Familya : Fabaceae

Cins : Sphaerophysa DC

Endemizm : Endemik

Habitat : Tuz golii yakini tuzlu ova, 1000 m

Ciceklenme : 5-6. aylar
Bolge - B4

Gorsel 2.6. Sphaerophysa kotschyana popiilasyonu
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Diinyada Sphaerophysa cinsi iki tiir ile temsil edilmektedir. Bunlar S. kotschyana
ve S. salsula (Pallas) DC tiirleridir. Bu iki tiir yakin akraba olmakla birlikte yaprak,
govde, tohum ve kaliks boyutlar1 agisindan farklilik gostermektedir (Davis, 1970).

S. kotschyana I¢ Anadolu Bolgesi’ne endemik bir tiirdiir. S. salsula ise Rusya,

Azerbaycan, Iran ve Suriye’de yayilis gdstermektedir (Aytag ve Ekim, 1996).

2.1.2.1.1. Fabaceae (Leguminosae)

Odunsu veya otsu bitkilerdir. Yapraklar genellikle stipulali olmakla beraber
alternat, bipinnat, basit pinnat, li¢ veya basit (siklikla tek veya fillot seklinde) parmaksi
yaprake¢iklidir. Cicekler ise 1smnsal veya zigomorf, hipogin veya bazen perigindir ve
genellikle hermafrodittir, salkim, basak veya semsiye seklindedir veya tek basinadir.
Sepaller 4-5 tane, tek olan sepal daima ondedir. Petaller 1-5 tane, kenarlari ile birbirine
deger durumda veya tomurcukta kiremitsi, serbest veya nadiren kismi olarak birbirine
yaklasmis durumdadir. Stamenler 4 veya daha ¢ok, genellikle 10 tane, hepsi bir tiipte
birlesmistir (hepsi bir demet halinde birlesik) veya tstteki stamen serbest halde digerleri
birlesiktir (diadelphous) veya hepsi serbesttir. Karpel 1 tane, list durumlu, kenarsal
plasentalanmalidir. Meyva legumen (biitiin karm (oviilleri tasiyan) ve sut (ovil
tasimayan) disleri boyunca agilmistir) veya agilmayan meyvadir, bazen de tek tohumlu
kisimlara ayrilir (her bir boliimde bir tohum bulunacak sekilde bogumlu). Tohumlar bir
tane veya daha ¢oktur (Hutchinson, 1964).

1. Yaprak laminas1 guddeli degil

2. Yapraklarin bazilar1 yetiskin bitki bilesiminde

3. Yapraklar parmaksi (digitat), pinnat, bipinnat veya ii¢ yaprake¢ik varsa ugtaki
yaprak¢ik daha fazla biiylimiistiir veya stipulalar yaprakciklara benzer ve yaprak
sapindan serbesttir.

4. Yapraklar ii¢ yaprake¢ikli, digitat veya basit pinnattir (yaprakgiklar bir veya
daha fazla c¢ift halindedir).

5. Biitiin yapraklar imparipinnat (yaprakg¢iklar: tek sayida olan pinnat yaprak), li¢
yaprakeikli veya digitattir (ana eksen ugtaki yaprakgikta sonlanir) (Hutchinson, 1964).

Grup F
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GrupF

1. Yapraklar ti¢ yaprak¢ikli veya imparipinnat

4. Ugta bulunan yaprakeiklar geri kalanlarla yaklasik olarak ayni biiyiikliikte veya
daha kii¢iik

7. Yaprakgiklar basit tiiyli

8. Calilar veya agaclar

9. Yaprakgiklar tek renkli; cigekler en az bir petalli

10. Dikenler yok; ¢igekler zigomorf

11. Cigek durumu salkimsi

12. Standart korolla, kanat ve omurga; meyva yassi veya siskin, en az 15 mm

13. Cigekler mavi (Hutchinson, 1964). Sphaerophysa

2.1.2.1.2. Sphaerophysa DC

Cok yillik bitkilerdir. Yapraklar imparipinnattir (yaprakciklari tek sayida olan
pinnat yaprak); stipulalar yoktur. Cigek durumu koltuklarda 5-8 c¢icekli salkimdir.
Kaliks ¢an seklinde ve hemen hemen esit 5 diglidir. Korolla mavi; omurga obtustur
(sivri ile yuvarlak arasi). Stamenler iki kiime halinde veya biri serbest digerleri
birlesiktir. Meyva hemen hemen agilmayan tipte meyva olup dikdortgensi-elipsoit,

zarimsi ve siskindir. Colutea ile yakinligi1 vardir (Chamberlain, 1970).

2.1.2.1.3. Sphaerophysa kotschyana Boiss.

Dik ve grimsi beyaz goriiniiste sik tiiylii bitkilerdir. 4-6 ¢ift yaprakciga sahiptir. 8-
14x4 mm, baltamsi-dikdortgensidir. Salkimlar1 5-8 cigeklidir. Kaliks seyrek tiiyliidiir.
Korolla mavi, 15 mm’dir. Ovaryum tiiysiizdiir. Olgun meyvalar1 bilinmemektedir.

Ciceklenme donemi 6. ay olup tuzlu bataklik ortamda ve 1000 m yiikseltide yetisir.
Tip: [Tiirkiye B5 Kayseri], Everek ve Diindarl1 arasindaki ovalar (Sekil 2.3.)

Endemik: Iran-Turan elementi. Sadece toplanan tiplerden bilinmektedir. Bir Orta
Asya tiirli olan S. salsula, kirmizi ¢igekleri ve obtus, az ¢ok yumusak tiiylii ovaryumu
ile bu tiirden ayrilir (Boiss, 1872).

14



| 1 2 3 4 5 6 7

(

[

i\

N HIRKUR

ANKARA

H i
SEYHAN| . .. . Ve
o, (OB

R E
“~{\' GAZIANTEP 3

E/\,f) P S

j;mv;

5 0 20

y B A— L . -
|

34° 3* 38° 40° 427 44°

Sekil 2.3. Sphaerophysa kotschyana yayilis haritast

2.1.2.2. Fitokimyasal ozellikler ve aktivite calismalart

S. kotschyana ile yakin akrabaligi olan S. salsula tirti Cin’de nefrit, kronik
hepatit, anjiyonorotik gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir bitkidir (Xu vd.,
2009). S. salsula tiiriniin Cin’de halk arasinda hipertansiyona karsi da kullanimi1 da
vardir (Ma vd., 2002).

S. kotschyana tiirtine ait morfolojik, karyolojik ve ekolojik yonden ¢alismalar
yapilmistir (Duran vd., 2010). Ancak bu tiire ait aktivite ¢alismalar1 ve fitokimyasal
calismalar kisithidir.

S. kotschyana bitkisinin yag asidi bilesenleri analiz edilmis ve ana bilesenlerin
meyvede linoleik asit (%72,41) ve palmitik asit (%18,20), bitkinin yaprak-govdesinde
ise; oleik asit (%59,12) ve stearik asit (%13,42) oldugu belirtilmistir. Yine ayni
calismada bitkinin vitamin A ve vitamin E igerigi belirlenmis antioksidan kapasitesi
cesitli yontemlerle arastirilmigtir. Katyon radikali giderme aktivitesinin yiiksek oldugu
belirlenmis ve total fenolik madde miktar1 yaprak-gévdede (0,357 mg GAE/kg) kuru
bitki ve meyveye (0,006 mg GAE/kg) gore daha fazla bulunmustur (Gtizel, 2013).

S. kotschyana bitkisinin tuzlu ortamlara adaptasyonundaki biyokimyasal
tepkilerini aragtrmak amaciyla bitki 0, 150 ve 300 mM NaCl’ye 7 ve 14 giin maruz

birakilmistir. Siire sonunda antioksidan enzimlerin siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
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(CAT), peroksidaz (POX) aktiviteleri ve izozim bilesimleri incelenmistir. Caligmalar
sonucunda diisiik tuz konsantrasyonlarinda bitkinin olusabilecek hasarlara karsi tolerans
gelistirdigi belirtilmistir (Yildiztugay vd., 2013).

S. salsula tiiri ile fitokimyasal ¢aligmalar sonucu ¢esitli izoflavonlar, kumarinler
ve alkaloitler izole edilmistir (Ma vd., 2002).

S. salsula tohumlarinin etanollii ekstrelerinden iki yeni 9,10-seko-sikloartan
(Sphaerophyside SC ve sphaerophyside SD) izole edilmistir (Ma vd., 2004).

2.1.3. Gagea villosa var. villosa (Bieb.) Duby

2.1.3.1. Botanik ézellikler

Tiirkce ada : Tyl yildiz, tarla altinyildizi

Familya - Liliaceae

Cins : Gagea Salisb.

Endemizm : Endemik degil

Habitat . Bozkirlar, ekili alanlar, koru agikliklar, 350-2300 m

Ciceklenme : 3-5. aylar
Bolge - A2, Ad, A5, A6, A7, A8, A9, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9,
C2, C3, C6, C8, C10

Gorsel 2.7. Gagea villosa var. villosa habitat Gorsel 2.8. Gagea villosa var. villosa
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Gorsel 2.9. Gagea villosa var. villosa ¢i¢ekleri popiilasyonu

Avrupa, Asya ve Kuzey Afrika'da yayilis gosteren Gagea cinsinin 250 kadar tiir
icerdigi bilinmektedir ve Liliaceae familyasmnin en biiyiik cinslerinden birisidir
(Caparelli vd., 2006). Tirkiye’de ise bu cinsin 2’si endemik 25 tiirii (27 takson)
bulunmaktadir (Davis, 1984).

2.1.3.1.1. Liliaceae

Cok wyillik (nadiren tek yillik) olup genellikle rizomlu, kormuslu, sogan ya da
yumrulu; nadiren c¢ali seklinde tirmanici bitkilerdir. Yapraklar taban veya govde
yapraklar1 (nadiren orta damari boyunca ikiye katli, eksen iizerine sapsiz olarak
karsilikli iki sira {izerine ayni planda ve tabanlariyla biri digerini Orter vaziyette sik
dizilisli), bazen govde yapraklar1 Glgiilerine indirgenerek sonrasinda oval veya linear
kladodlar meydana getirmektedirler. Cicek durumu bilesik salkim, salkim, umbella
(semsiye) veya demet seklindedir veya cicekler tek basinadir. Cigek ortiisii iki siwrali,
(veya nadir olarak igteki halkalarin ortadan kalkmastyla bir sirali); ¢igek ortiisii pargalar1
(4-)6(-8) adet, serbest veya bitisik, genellikle petaloittir. Stamenler (4-)6(-10) adettir.
Nektaryumlar perde {izerinde, tabansal veya ¢icek Ortiisii iizerine tagmmustir.
Yumurtalik 3-gozlii, her zaman iist durumludur (nadiren perigin tabladir). Stiluslar i-3,
nadiren 5, basit veya lobludur. Meyva kapsiil veya iliziimsiidiir. Tohumlar yuvarlak,
ticgen seklinde veya disk seklindedir (Davis, 1984).

1. Siiliikleri bulunmayan tirmanici olmayan bitkiler; govdeler dikensiz

2. Cigekli bitkide toprak {izerinde gdriiniir govde veya ¢icek sap1

4. Yapraklar normal gelismis, ancak bazen ¢igeklenme donemi bulunmazlar.
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7. Cigekler ne bir umbella i¢indedir ne de ilk 6nce bir spata (bir ¢igegi veya gigek
durumunu tabandan saran yapraksi veya zarimsi brakte) icine alimmustir, eger hemen
hemen umbella seklindeyse ¢igek durumundaki yaprak benzeri braktelerle ayrilir; bitki
sogan veya sarimsak gibi kokmaz.

9. Cigekli govdeler veya ¢igek saplar1 yapraklar veya yaprak benzeri brakteler
tasir.

10. Yapraklar alternat, cift veya birka¢ halka halinde, paralel damarli; ¢icekler 3
adet icerde ve 3 adet disarda benzer ¢icek Ortiisii pargalari ile birlikte

11. Cicek Ortiisii parcalar1 tabana serbest; iplikler c¢icek Ortiisiiniin tabanina
baglanmistir; ¢igekler veya ¢icek durumu ugta; meyva bir kapsiildiir.

12. Stilus 1 (bazen 3 stigma lobu ile birlikte) veya stigma sapsiz; ¢icek durumu
basit, salkimsi, neredeyse semsiye seklinde veya bir ¢igekli; kuvvetli damarlanmayan
yapraklar

13. Yapraklar distik (bir eksenin karsilikli iki tarafinda iki sira {izerinde ve ayni
planda dizili) degil, dorsiventral (iist yiizii ve alt yiizii farkli yapida olan yapraklar);
iplikler tiiysiiz veya tabanda genislemis tiiylii; tohumlar ig seklinde, ipliksi degil

14. Stigma 1iyi gelismis bir stilus lizerinde; tohumlar ¢esitlidir

15. Yapraklar birkag tane (2-12); anterler dik, filamente tabanlarindan bagl

17. Cigekler dik veya yiikselici; ¢igek Ortiisii pargalar1 1-2 cm (Davis, 1984).

Gagea

2.1.3.1.2. Gagea Salish.

Tunikali soganli bodur ¢ok yilliklardir; yeni soganlar eskilerin i¢inde ya da
yaninda olugsmustur, cogu zaman kalinlagsmis kokler ile sarilmistir. Taban yapraklari
(0)I-2(-3) adet, seritsi veya seritsi lanseolat, bos, i¢i dolu veya yassidir. Cicek durumu
umbellali salkimsi, yapraga benzeyen braktelidir, siklikla koltuklarinda soganciklar
mevcuttur. Cigekler sari, nadiren beyazdir. Cigek Ortiisii parcalar1 serbest, nektaryumlar
olmadan esittir. Stamenler 6 adet, anterler filamente tabanlarindan baghdir. Stilus
tamdir (bizdekilerde). Tohumlar diiz veya armut seklindedir (Rix, 1984).

1. Taban yapragi vardir; her govde yapraginin koltugunda bir veya daha fazla
sogancik bulunur

2. Her sogan bagina esit veya nerdeyse esit 2 veya daha fazla taban yapraklari
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16. Cicek Ortlisii pargalar1 sivri veya sivri ile yuvarlak arasi

17. Taban yapraklar seritsi, eger diizse daha ¢ok cicek durumunu asan

18. Govde yapraklar1 karsilikli veya neredeyse karsilikli, umbel tagir

19. Govde yapraklarinin koltuklarinda soganciklar yok; kalinlagsmis kokleri
olmayan soganlar; taban yapraklar1 kesitlerde D-seklinde veya iplik seklinde 1-2.5 mm
genisliginde

20. Taban yapraklar1 kesitlerde D-seklinde; kiigiik ¢igcek saplar1 braktelerden daha
kisadir (Rix, 1984). villosa

2.1.3.1.3. Gagea villosa (Bieb.) Duby

Soganlar kahverengi sert tunikahidir. Yeni sogan eskinin yaninda olusur,
genellikle kirigik derilidir ve genellikle asagr dogru kivrik kalinlasmis kokler
bulundurmaz. Taban yapraklar1 2 tane, seritsi, 16x1-2,5 mm, ¢icek durumunu asan,
enine kesitte D-seklinde, tiiysiiz veya kisa tiliylidiir; yapraklar daha ¢ok zemin
seviyesindedir ve siklikla koltuklarinda soganciklar mevcuttur. Cicek durumu hafifce
umbellali, 1-10 cm, tiiyli veya tiiysiizdiir. Govde yapraklar1 karsilikli veya hafifce
karsilikli, glir 6rneklerde daha algak, tek cicekli veya koltugunda daha kii¢iik umbellaly,
cok nadiren koltuklarda soganciklarla, c¢igekleri asmayan, 9 mm genisligindedir.
Cigekler 1-15 mm’dir. Cigek Ortiisii parcalar1 sar1, dar ovattir ve ¢iceklenme zamaninda
7-10(-20) mm’e, meyva zamaninda 11-18 mm’e uzamakta ve kivrilmaktadir, kiit, bazen
dis1 tiiylii, Ozellikle tabanda bulunmaktadir. Kapsiil ters donmiis kalp seklinde
(obkordat) veya yumurta seklinde, emarginattir

1. Cigek ortiisii pargalar1 10 mm’den daha fazladir. Cigekler 4’ten fazladir (Duby,
1828).

var. villosa
Gagea villosa var. villosa (Bieb.) Duby

Syn: Ornithogalum arvense Pers. Cigeklenme zamani 3-5. aylardir. Bozkirlar,
ekili alanlar ve agik agacliklar, 350-2300 m yiikseklikte yetigir (Duby, 1828).
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Yaygindir ancak adalarda yoktur. A2 istanbul: Florya-Kiigiikkgekmece, A2 Bursa:
Uludag-Bursa 1500 m, A4 Ankara: Cubuk, 1500 m, A5 Kastamonu: Tosya, Gavurdagi,
A6 Tokat: Sivas-Tokat, A7 Giimiishane, A8 Erzurum: Dumlu-Tortum, A9 Kars: Cildir-
Ardahan, B2 Burdur: Kocayaran Dag1 Gdélhisar yukarisi, 1750 m, B3 Afyon: Bayat,
Egerli Dag1, 1550 m, B4 Ankara: Etlik, BS Kayseri: Erciyes Dagi, 2200 m, B6 Sivas:
Gemerek, B7 Erzincan: Kemah, 1150-1750 m, B8 Erzurum: Palandoken Dagi, 2300 m,
B9 Siirt: Siirt-Sirvan, Akyamag, 950 m, C2 Mugla: Yesilgdl Dagi, 1500-1800 m, C3
Isparta: Siitciiler, Kuzucakoyii, 1450-1680 m, C6 Hatay: Cilvegozi, 350 m, C7 Urfa:
Viransehir, Kizlar, C8 Mardin: Kocatepe, C10 Hakkari: Yiiksekova, Esendere, 1700-
1800 m (Davis, 1984) (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Gagea villosa var. villosa yaylis haritast

2.1.3.2. Fitokimyasal ozellikleri ve aktivite calismalar

G. villosa tiirii ile yapilan ¢aligmalarin bitylik ¢gogunlugunu morfolojik, anatomik
ve taksonomik c¢aligmalar olusturmaktadir. Diger Gagea tiirleri ile fitokimyasal
calismalar ve aktivite ¢alismalar1 mevcuttur.

[ran’dan toplanan bitkilerin iceriklerinin arastirildig1 bir calismada G. stipitata
Merckl. ex Bunge tiiriinde flavonoit, G. reticulata Schult.f. tiiriinde flavonoit, saponin
ve tanin tespit edilmistir (Fazly Bazzaz vd., 1997). Yine Iran’dan toplanan iglerinde G.

stipitata’nin da bulundugu 306 bitki tiiriiniin metanollii ekstreleri antimikrobiyal aktivite
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acisindan arastirilmigtir. Calisma sonucu G. stipitata nin P. aeruginosa ve S. aureus’a
kars1 etkili oldugu goriilmiistiir (Fazly Bazzaz ve Haririzadeh, 2003).

Filistin’den toplanan 56 tibbi bitkinin disk difiizyon ve broth diliisyon yontemleri
kullanilarak akne olusumunu indiikleyen bakteriler lizerinde antimikrobiyal etkilerinin
arastirildigr bir calismada G. chlorantha (M. Bieb.) Schult. & Schult. f. tiiriiniin P.
acnes, S. aureus. E. coli. P. aeruginosa. P. vulgaris ve K. pneumonia tiirlerine kars1
diistik antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Ali-Shtayeh vd., 2013).

G. fibrosa (Desf.) Schultes & Schultes fil tiiriiniin metanolik ve etanolik yaprak
ekstrelerinin toplam antioksidan aktiviteleri, B-karoten linoleik asit deneyi ve DPPH
radikal siipliriici deneyi kullanilarak belirlenmistir. Metanollii ekstreler yiiksek
antioksidan aktivite (%72,54+0,4) gostermistir. Etanollii ekstrelerde ise daha diisiik
(%46,18+0,09) aktivite goriilmiistiir (Mammadov vd., 2011).

2.1.4. Erysimum sintenisianum Bornm.

2.1.4.1. Botanik ozellikler

Tiirkce ad1 . Koseli zarifeotu

Familya : Brassicaceae

Cins : Erysimum L.

Endemizm : Endemik degil

Habitat : Diizliikler, kayalik yamaglar, 1300-4300 m.

Ciceklenme : 4-7. aylar
Bolge : A7, B5, B6, B9, C5, C6
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Gorsel 2.12. Erysimum sintenisianum cicekleri

Brassicaceae familyasi, turpgiller olarak da bilinmekte olup daha ¢ok kuzey yarim
kiirede nadiren tropiklerde yayilis gostermektedir (Koch vd., 2006). Bu familyada
cogunlugu tek yillik, bir kismi ¢ok yillik veya yari ¢ali formunda da olabilen 338 cins
ve 3700 tir yer almaktadir (Warwick ve Sauder, 2005). Flora of Turkey’e gore
Brassicaceae familyasinin en zengin ikinci cinsi Erysimum cinsidir. (Mutlu 2010).

Erysimum L. cinsine ait 290 ve 350 arasinda tiir bulunmaktadir ve Avrupa,
Akdeniz bolgesinde, Yakm Dogu ve Dogu Asya’da ve Kuzey ve Orta Amerika boyunca
yayilis gostermektedirler (Polatschek ve Snogerup, 2002). Erysimum cinsi taksonomik
olarak zor bir cinstir. %45,6 endemizm oranma sahip Erysimum cinsine ait 21’i
endemik 46 takson bulunmaktadir (Cansaran vd., 2007).
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2.1.4.1.1. Brassicaceae (Cruciferae)

Otsu bitkiler, nadiren ¢alilardir. Yapraklar alternat, nadiren karsilikli,
stipulasizdir. Cicekler genellikle hermafrodit, hipogin, 2 simetri eksenlidir. Sepaller 4
tane, serbest, karsilikli capraz iki g¢ifttir. Petaller 4 tane, serbest, genellikle tirnakls,
sepaller ile almasiktir. Stamenler genellikle 6 adet, tetradinam (iki halka iizerinde, dig
halkada 2 daha kisa, i¢ halkada 4 tane daha uzun stamen vardir), nadiren 4 veya 2
adettir, filamentler genellikle kanatl, ekli veya dislidir. Nektaryumlar stamenlerin
tabanlar1 etrafinda degisik sekillerde dizilmislerdir. Ovaryum 2 karpelli, karpelleri
birlesik, genellikle iki gozli, yalanct bir perde ile boliinmiistiir. Meyva asagidan iki
cenetle yarilmis bir kapsiildiir, nadiren lomentuma benzeyen veya agilmayan meyvadir.
Tohumlar nemli iken miisilajhidir (Schulz, 1936).

1. Meyva septuma paralel olarak kuvvetlice yassi veya az c¢ok enine kesitte
yuvarlak veya siskin

2. Meyva findiks1 degil, ince veya kalin ¢enetli, nadiren agcilmayan meyva

3. Meyva gagali degil, 2 parcaya boliinmemis, bazen tohumlar arasinda
daralmasma ragmen; kotiledonlar hi¢bir zaman boyuna olarak kath degil; basit,
tabandan bagli, ikiye yarik veya dallanmus tiiylii veya tiiysiiz bitki

4. Yapraklar basit, tamamen pinnatifit (loplar1 ayanin yarisinin ortasima kadar
derin olan pinnat damarl yaprak sekli)

5. En azindan biraz dallanmis, yildiz seklinde veya ortalarindan bagh tiiylerden

veya pulsu tiiylerden olusan bitkiler (Schulz, 1936). Grup F

Grup F

1. Meyva bir silikva ( iki karpelli, iki gozlii, boyu eninden 3 misli daha uzun olan,
asagidan yukariya dogru iki yarikla acilan, ¢enekleri diisen, fakat ortadaki yalanci
perdesi kalici olan, kuru, agilan bir meyva (Cruciferae familyasmin tipik meyva sekli),
en az 3 kat, genellikle ¢cok daha fazla sekilde boyu eninden uzun

2. Bir yilliklar

3. Stigma az ¢ok bas seklinde, karpelden gelismis kayici lopsuz

5. Petaller sar1

6. Skapus tagimayan otsu bitki; tiiyler yildiz seklinde veya ikiye yarik

Erysimum
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2. Iki yillik veya ¢ok yillik bitkiler

10. Stigma az ¢ok bas seklinde, karpelden gelismis kayici lopsuz
13. Cigekler sar1

14. Icte bulunan stamenlerin filamentleri serbest; ¢igekler hos kokulu degil veya

¢ok az kokulu
15. Govde yapraklar1 ne kulak¢ikli ne de govdeyi sarici; ¢igekler genellikle koyu

sari

17. Bitki genellikle ¢cok daha kiigiik ya da eger 30 cm’den yiiksekse silikvanin
genisligi 3 mm’den azdir ve sik tiylii grimsi beyaz goriniiste degildir; ortada

nektaryumlar mevcut (Schulz, 1936). Erysimum

2.1.4.1.2. Erysimum L.

Tek yillik, iki yillik veya cok yillik otsu bitkilerdir. Yapraklar ¢ogunlukla dar,
tamamen dislidir, gévdeyi sarict degildir. Tiyler genellikle yatik, 2-5(-7) kolludur.
Petaller sar1 veya menekse rengindedir. Filamentler bazen tabana dogru genislemis
olmasina ragmen uzantisizdir. Nektaryumlar dis stamenlerin tabanlarini ve ayrica i¢
stamenlerin disin1 ¢evrelemektedir. Meyva yassi, dort koseli veya silindirik bir
silikvadir. Tohumlar her gézde tek sira halindedir. Stilus 8 mm, ¢ok kisadir. Stigma basg
seklinde veya iki lobludur. Taksonomi bakimindan zor bir cinstir, ¢ok fazla monografik

caligmaya ihtiyag vardir (Cullen, 1965).

1. Silikva birkag¢ tane 2 yarikh tliyler de olmasina ragmen temelde 3-5 yarikh

tiiylerden olusan tily Ortiistine sahip,
2. Iki y1llik veya ¢ok yilliklar; petaller (7-) 10-20 mm
3. Silikva sapli, en az 10 mm, genellikle daha uzun
4. Silikva asag1 dogru dik-yayilan, ¢giceklenme eksenine yatik degil
8. Petaller 16 mm’nin {izerinde silikva dik yayilan

9. Silikva genellikle 25 mm’den fazla; stilus 6 mm’den az; ¢igekler en azindan

kisa sapl
10. Yumrular1 olmayan silikva; petaller 7 mm’den fazla

11. Govde 5-15(-20) cm; kokten itibaren ¢ok govdeli bitkiler
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14. Cigcekler braktesiz; petallerin rengi altin saridan soluk sariya
15. Petaller 7-10 mm, soluk sar1

16. Stilus 2-4 mm; alt yapraklar tam veya iki tarafta 1-2 az derin disli (Cullen,

1965). sintenisianum (alpestre)

2.1.4.1.3. Erysimum sintenisianum Bornm. (E. alpestre Kotschy ex Boiss.)

Cok yillik otsu bir bitkidir, kdkten itibaren ¢ok govdelidir. Govdeler dik olarak
yiikselici, 5-15 cm, iki kollu tiiylerden olusmus bir tiiy ortiisii ile biraz grimsi beyaz
goriiniiste sik tiiyliidiir. Alt yapraklar rozet olusturmaktadir, oblanseolat (ters donmiis,
bas asag1 mizraksi), spatulamsi, biitiin veya her iki tarafta bir ya da iki kiigiik tirtiklidir;
govde yapraklar1 benzer veya daha dar; fakat genellikle 3-5 kollu tiiylerin yam sira
hepsi iki kollu tiiylerin cogunlukta oldugu bir tily ortiisii ile birliktedir. Cigekler ¢ogu
zaman sapsizdir. Canak yapraklar 4-6 mm’dir. Tag¢ yapraklar parlak soluk sari, 7-10
mm’dir. Silikva yayik, egrilmis, silindirik 4 koseli, 3-5 kollu tiiylerle grimsi beyaz
goOriiniiste, sik tlyld, 15-25 mm’dir. Stilus (boyuncuk) 2-4 mm’dir. Stigma (tepecik) 2
kolludur. Cigeklenme zamani 4-7. aylar, yetisme ortamm kaytaslar, kayalik yamaglar
1300-4300m’ dir (Kotschy, 1867).

Tip: [Tiirkiye C5 Seyhan]

Anadolu: A7 Gumiishane: Ak Tas, BS Kayseri: Erciyes Dagi, B6 Sivas: Sivas,
1300-1400 m, B9 Bitlis: Nemrut Dagi, 2300 m, Van Artos Dagi, 3400 m, C6 Maras:
Berit Dag1, 3000 m (Sekil 2.5.).

Iran-Turan elementi; morfolojik olarak E. gelidum tiiriine yakin (Kotschy, 1867).
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Sekil 2.5. Erysimum sintenisianum yayilis haritast

2.1.4.2. Fitokimyasal ozellikler ve aktivite ¢calismalart

Erysimum tiirlerinden bazilarinin  halk arasmda kullanimlar1 mevcuttur. E.
graecum Boiss. & Heldr. biitiin bitki halinde kaynatilarak ¢ay olarak kullanilir (Baykal,
2015). E. officinale L. ¢icekli toprak tistii kisimlar1 infiizyon seklinde oksiiriiklerde
kullanilmaktadir (Tanker, 1991).

Erysimum tiirleri ile yapilan fitokimyasal igerik ¢alismalar1 sonucu tiirlerin
metiltiyoalkil, metilstlfinilalkil ve metilsiilfonilalkil glikozinolatlarin1 igerdikleri
belirlenmistir (Daxenbichler vd., 1991).

E. cheiranthoides L. tohumlarindan iki yeni kardiyak glikozit izole edilmistir.
Yapilar1 strophanthidin glikozitleri olarak tanmimlanmistir (Lei wvd., 1998). E.
cheiranthoides’in kardiyak glikozit biyosentezi ¢aligmalarinda genetik ve genomik bir
model olma potansiyeli lizerine arastirmalar yapilmistir (Ziist vd., 2018).

E. crepidifolium Rchb. tiiriiniin yapraklarindan dort kardiak glikoziti izole
edilmistir (Hugentobler ve Renwick 1995).

E. diffusum Ehrh. tiriiniin glikozinalat otoliz iriinlerinin GC-MS analizi sonucu
yeni bir hardal yag:1 bileseni (4-Izotiyosiyanatobutanoik asit) belirlenmistir. 4-

Izotiyosiyanatobutanoik asit, antimikrobiyal aktivite agisindan incelenmis ve bazi insan
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patojenlerine karsi inhibitér (10-220 pg/mL) ve mikrobisidal (10-1175 ug/mL) etkiler
gostermistir (Radulovic vd., 2011).

E. corinthium Boiss. tiirlinde ilk defa sinigrin, progoitrin, glukoiberin, 3-
(metilkarbonil) propil glikozinolat, gluko-urolin ve glikoizolin glikozinolatlar
tanimlanmigtir. Glikocheirolin tohumlarda biriken temel bilesiktir ve progoitrin
koklerdeki ana bilesik iken, 3-(metilkarbonil) propil glikozinolat, yapraklardaki ana
bilesiktir. Diger bilesenlerden terpenler ve yag asitleri esterleri de tanimlanmistir.
Tohumlar ve yapraklar, koklere gore daha yiiksek antimikrobiyal etki gostermistir.
Tohumlar, kolorektal, hepatik ve Hela hiicre hatlarina karsi in vitro belirgin bir
sitotoksisite gostermistir (Gendy vd., 2010).

E. atichisonii O. E. Schulz tiim kisimlar1 ve E. ischenostylum Freyn & Sint. toprak
istii kisimlart Morganella morganii’ye karsi 6nemli Glglide antimikrobiyal aktivite
gostermistir (Fazly Bazzaz ve Haririzadeh, 2003).

E. perofskianum Fisch. & Mey. tiiriiniin de aralarinda bulundugu Cruciferae
familyasina ait bazi tiirlerin tohum yaglar1 ile yapilan bir ¢alismada sonucu ana
bilesenler olarak miristik, palmitik, oleik, linoleik ve behenik asitlerin varlig
gosterilmistir. Yaglar, test edilen Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin ve
fitopatojenik mantarlarin ¢oguna karsi orta derecede antimikrobiyal etkinlik gostermistir
(Akhtar vd., 1986).

E. bhutanicum W. W. Sm. tiiriinde anlamli 6l¢iide fenolik madde ve flavonoit
bulunmus ve bitkinin metanollii ekstresi serbest radikal temizleme aktivitesi
gostermistir (Yeshi vd., 2017).

E. kotschyana J. Gay. tiiriiniin antibakteriyel ve antioksidan aktivitelerinin
arastirildigt bir ¢alismada disk diflizyon yontemi ile en yliksek antimikrobiyal etki
Pseudomonas aeruginosa bakterisine (111 zon ¢ap1) karst gorilmistir. Bitki
ekstrelerinin toplam antioksidan aktivitesi DPPH (%8&9,39+0,61) ve ABTS (2,2
azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (%96,20+0,12) serbest radikal siipiiriicti
aktivitesi, demir indirgeme giicii kapasitesi (0,01701+0.001), toplam fenolik
(4,883+0,47) ve flavonoit madde miktarlar1 (93,322+1,57) belirlenmistir (Kilingarslan,
2016).
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2.1.5. Polygonum sivasicum Kit Tan & Yildiz

2.1.5.1. Botanik ozellikler

Tiirkce ad1 > Sivas madimag1

Familya : Polygonaceae

Cins : Polygonum L.

Endemizm : Endemik

Habitat : Kayalar, agik tablalar, 1700-2400 m.

Ciceklenme : 7-8. aylar
Bolge : A6, B6

Gorsel 2.15. Polygonum sivasicum genel gortiniis
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Polygonaceae familyasi, yaklagik 48 cins ve 1200 tiir ile temsil edilmektedir.
Polygonaceae familyasina ait Polygonum cinsi ise tiim diinyada yayilis gostermekle
beraber kuzey 1liman bolgede daha yogundur (Heywood, 1978).

Polygonaceae familyasi iilkemizde 10 cins ile temsil edilmekte ve 40 tiir ile en

fazla tiir igeren cinsi Polygonum olusturmaktadir (Giiner vd., 2000).

2.1.5.1.1. Polygonaceae

Otsu bitkiler, ¢alilar veya tirmanicilardir. Yapraklar genellikle alternat, basittir.
Stipulalar genellikle gdvdenin etrafinda zarimsi bir kin (okrea) icin birlesmistir.
Cigekler spikalarda (basaklarda), demetler veya birlesik salkimlar halindedir,
hermafrodit veya tek eseylidir, 1ismsaldir. Cicek saplar1 genellikle belirgin eklemlidir.
Cigek ortlisti 3-6 parcali, parcalar asagida birlesmistir, siklikla meyva zamanida
biiyiirler. Ta¢ yapraklar yoktur. Stamenler 6-9 arasi, nadiren 16’ya kadardir. Ovaryum
ist durumlu, tek gozlidiir. Stiluslar 2-4 tanedir. Oviil 1 tane, tabandadir. Meyva ii¢
koseli veya mercimek seklinde bir nuttur (sert perikarph tek tohumlu agilmayan kuru

meyva), ¢ogu zaman kalic1 ¢igek Ortiisii iginde kapalidir (Davis, 1967).
1. Otsular, bazen odunsu govdeliler

4. Cicek oOrtiisii parcalar1 5-6 adet; yapraklar tabanda degil, bobrek seklinde veya

iicgensi-kalp seklinde veya uzun sapl degil
5. Cigekler hermafrodit (erkek ve disi organlar ayni ¢igek i¢inde)

6. Stamenler 6-8 adet; meyva kanath degil; yapraklar pinnat damarl (bir orta

damari olan ve bu ana damarin her iki yanindan yan damarlar ¢ikan damarlanma sekli)

8. Cigek Ortiisii pargalar1 5 adet, meyvada hepsi az ¢ok esit; stamenler genellikle 8
adet(Davis,1967). Polygonum

2.1.5.1.2. Polygonum L.

Tek yillik, ¢cok yillik veya odunsu bitkiler veya trmanicilardir. Cigek oOrtiisii
pargalar1 esit, serbest veya birlesiktir, yukarida petaloittir. Stamenler genellikle 8

tanedir. Stigmalar 2 veya 3 tanedir. Meyva li¢ koseli veya mercimek seklinde bir nuttur
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(sert perikarpli tek tohumlu agilmayan kuru meyva), her zaman en azindan kismi sekilde

kalici ¢gigek ortiisii iginde kapalidir (Coode ve Cullen, 1967).

1. Tirmanici olmayan bitkiler; yapraklar kalp seklinde-oksu degil

3. Cigek durumu salkims1 veya basak seklinde; ¢igek ortiisii beyaz, pembe, kirmizi
veya yesilimsi

4. Stiluslar 2(-3) en az uzunluklarinin yarisi kadar birlesik; yaprak saplar1 kanatl
degil

5. Okrea (kin) seffaf, tepeye dogru daralmis; en azindan bazi ¢igekler koltuklarda
ve hemen hemen tek

10. Sert odunsu yarigalimsi bitkiler

11. Brakteler govde yapraklarindan ¢ok daha kisa; govdeler dik, az ¢ok dik olarak
yiikselmis

12. Yapraklar seritsi, seritsi-lanseolat (mizraksi), genisliginden 3 kat daha uzun;

alt okrea kuvvetlice lasiniat (dar pargalara yarilmis)

13. Govdeler c¢icek durumunun altinda dallanmis; yapraklar genellikle diiz,
genigligi 5 mm’den az
14. Bitki donuk mavimsi yesil; ¢igek Ortiisii guddesiz, braketlerden daha kisa

(Coode ve Cullen, 1967). setosum

P. sivasicum P. setosum ile yakindir. Kisa, toprak {istiinde yayik govdeleri,
noduslar arasindan daha uzun veya esit okrealari, kuvvetlice alta dogru kivrik yaprak
kenarlari, sik1 olmasi, ¢igek durumunun her nodusta 2-3 c¢icekli olmasi ile hemen ayirt
edilebilir. P. setosum az ¢ok dallanmamus, dik, 10-40 cm tiiysiiz govdeler, noduslar
arasindan daha kisa okrea, diiz veya nadiren biraz alta dogru kivrik yapraklar, ¢igek

durumu olarak dallanmis spika (basak), olduk¢a uzak ve her nodusta tek ¢igeklere

sahiptir (Coode ve Cullen, 1967).

2.1.5.1.3. Polygonum sivasicum Kit Tan & Yildiz

Taban kismi sert odunsu olan ¢ok yillik yari ¢alimst bitkilerdir. Govdeler ¢ok
sayida, tabanda dallanmis, toprak {lizerinde yatik, 5-10 cm, bariz sekilde boyuna oluklu;

noduslar aras1 5-12 mm, tiiysiiz veya kisa sert tiiylerden dolay1 piiriizliidiir. Okrea (kin)
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zarimsi, 12 mm’ye kadar, nodlar arasina esit veya ondan daha uzun, 6-8 damarl,
kuvvetlice lasiniat (dar pargalara ayrilmis), ist seffaf, alt kirmizimsi-kahverengidir.
Yapraklar ¢cok sayida, sapsiz, seritsi, 10-20x1-15 mm, tam, agik grimsi-yesil, hafifce
tepecikli, kenarlar1 alta dogru kuvvetlice kivrik, damarlar ¢ok belirgindir. Brakteler
benzer fakat govde yapraklarindan daha kiigiiktiir. Cigek durumu dallanmamis, spika
(basak) seklinde, sik c¢iceklidir. Cicekler her nodusta 2-3 tane, nadiren tek, sapsiz,
nadiren 1-1,5 mm, ince, kiigiik saphdir. Cigek ortiisii ¢an seklinde, 2,5-3 mm; loplar
krem renginde beyaz, kirmizi-pembe tiiplerden daha uzundur. Olgunlasmamis findiks1
meyva li¢ koseli, siyah, kalict ¢icek ortiisiine dahildir. Ciceklenme zamani 7-8. aylardir.
Habitat1 kayaliklar, agik kaysatlar, 1700-2400 m’dir (Tan ve Yildiz, 1988).

Tip: Tirkiye B6 Sivas: Serefiye, Kése Dagi zirve yakinlari, Kirkgdéz Yayla
yukarisi, agik kaysatlar, 2300-2400 m (Sekil 2.6.).

Kuzeybat1 Anadolu, A6 Sivas: Serefiye, Karabayir geciti, 1700-1800 m.

Endemizm: Endemik. Iran-Turan elementi (Tan ve Yildiz, 1988).
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Sekil 2.6. Polygonum sivasicum yayilis haritast

2.1.5.2. Fitokimyasal ozellikler ve aktivite calismalari

Ulkemizde Polygonum tiirleri {izerine yapilan ¢alismalar daha ¢ok P.cognatum

Meissn. ile yapilmistir.
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P. cognatum tiirii i¢ Anadolu Bolgesi’nde besin olarak tiiketilmektedir. Bunun

yanisira idrar soktiiriicli ve bobrek tasglarmi diisiiriicii olarak da halk arasinda kullanimi

vardir (Ucer, 1973).

P. cognatum, fenolik bilesiklerce zengindir ve bu bilesiklerin diger yabani ve
kiiltiir bitkilerinin geligimi tizerine olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir. Bu tiir iizerine
yapilan ¢aligmalarda 13 farkli fenolik bilesik (gallik asit, katesol, gentisik asit, katesin,
klorojenik asit, kafeik asit, epikatesin, p-Kumarik asit, sinapik asit, kumarin, salisilik
asit, kersitrin, t-Sinnamik asit) belirlenmistir (Yillar, 2007).

P. cognatum’un eter, etanol ve su ekstreleri ile yapilan bir ¢alismada, sulu
ekstrede yiliksek antioksidan aktivite goriilmiistiir. Eter ve etanollii ekstreleri ise S.
aureus ve Bacillus subtilis bakterilerine karsi antibakteriyel aktivite gostermis, fakat
sulu ekstresi antimikrobiyal agidan herhangi bir aktivite géstermemistir (Yildirim vd.,
2003).

P. aviculare L. tiirinde yapilan fitokimyasal c¢alismalar sonucu, tanenler,
saponinler, flavonoitler, alkaloitler ve seskiterpenlerin varligi ortaya ¢ikarilmis ve
ekstreler hem Gram negatif hem de Gram pozitif bakterilere kars1 aktivite géstermistir
(Marraiki, 2010).

Tire gore farklilik gostermekle beraber icerdikleri nisasta, antrasen, tanen ve
flavonoitlere bagli olarak farmakolojik agidan aktif bulunmuslardir. Polygonum cinsinin
baz1 tiirleri gelencksel olarak tedavide kullanilmakla beraber P. bistorta L.’nin
kurutulmus kok ve rizomlarmin Martindale monograflarindaki antitiissif ve
antimikrobiyal 6zellikteki bazi bilesimlerde yer aldig1 belirtilmistir (Martindale, 1993).
British Herbal Farmakope’de ise antidiyareik ve antiinflamatuar olarak etkili oldugu
bildirilmistir (Keles vd., 2001a).

P. bistorta L. ekstreleri ile yapilan bagka bir ¢alismada Freund’s adjuvanti ile
olusturulan poliartritiste ve ayrica karagenin ddeminde aktiviteleri incelemistir. Hem
akut hem de kronik safhada antiinflamatuar etki gozlenmistir (DuwYejua vd., 1994).

P. hidropiper L. tiiriiniin sitotoksik, antimikrobiyal ve antiinflamatuar etkilerinin
oldugu ileri siirilmiis ve bu etkiden sorumlu olarak bitki koklerinin metanollii
ekstrelerinden bir isokumarin olan poligonolit izole edilmistir. Yapica basit olan bu

maddenin antiinflamatuar ajan olarak gelistirilecek sentetik maddelere model
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olusturabilecegi belirtilmistir (Furuta vd., 1986). Bunun yanisira P. chinensis L. (Tsali
vd., 1998), P. aviculare ve P. glabrum Willd. tiiriiniin de antiinflamatuar etkileri
saptanmistir (Tunon vd., 1995).

P. lapathifolium L. (Polygonaceae) tiiriiniin olast farmakolojik etkilerinin
arastirildigr bir ¢calismada P. lapathifolium ekstresinin antiinflamatuar ve antipiretik
etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Keles vd., 2001b).

2.2. Calismada Kullanilan Mikroorganizmalar ve Ozellikleri

2.2.1. Escherichia coli

E. coli Gram negatif, basil formunda bir bakteridir. Spor olusturmaz ve fakiiltatif
anaerobtur. E. coli insanlarin ve sicakkanli bir¢ok hayvanin intestinal kanal
mikroflorasinda bulunan bir bakteridir. E. coli’nin besinlerde bulunusu fekal bir
kontaminasyon sonucu gergeklesir. Patojenik E. coli suslar1 olusturduklar1 toksinlerle
intoksikasyona neden olurlar. Bunun yanisira infeksiyon tipinde besin zehirlenmesi
olusturur, gastroenteritis, diyare, peritonitis, mastitis, septisemi, {riner sistem
infeksiyonu, hemolitik {iremik sendrom, solunum sistemi infeksiyonu, neonatal
menenjit, pneumoniye ve bobrek ve beyinde cesitli patolojik ve fonksiyonel
bozukluklara yol agabilirler (Ugar vd., 2015).

2.2.2. Klebsiella pneumoniae

Enterobacteriaceae familyasinin bir iiyesi olan K. pneumoniae belirgin bir
kapstile sahip, laktoz fermente edici Gram negatif bir basildir. K. pneumoniae, hastane
ortaminda ve tibbi cihazlarda oldugu gibi agizda, ciltte ve bagirsaklarda yaygm olarak
bulunan firsatg1 bir patojendir (Li vd., 2014). K. pneumoniae en ¢ok iiriner sistem olmak
tizere safra kesesi, cerrahi alan enfeksiyonlari, pndmoni ve gesitli apseler de dahil olmak
tizere pek ¢ok infeksiyonda etken olan bir bakteridir. Uzun siire hastanede yatis, cerrahi
miidahale Oykiisii, damar i¢i ya da iiriner kataterler ve kolonizasyon K. pneumoniae
enfeksiyonlar: ile iligkilendirilmektedir. K. pneumoniae genellikle ampisiline dogal
olarak direngli olmakla beraber bir¢ok antibiyotige de direng gelistirebilen bir bakteri
tiirli olarak bilinir (Kahraman vd., 2017).
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2.2.3. Staphylococcus aureus

S. aureus, yuvarlak sekilli (kok), sporsuz ve hareketsiz, Gram pozitif bir bakteridir
(Bilgehan, 2004). S. aureus insanlarda burun, deri katlant1 bdlgeleri, perine, vajen gibi
cesitli viicut bolgelerinde kolonize olabilir. Cogunlugu metisiline direngli olan S.
aureus’lar hastane enfeksiyonlarinin en sik goriilen etkenlerindendir. S. aures’un iligkili
oldugu baslica infeksiyonlar; pirojenik infeksiyonlar (follikiilit, impetigo, yara
infeksiyonlar1 vb.), toksijenik infeksiyonlar (stafilokokal haslanmig deri sendromu,
toksik sok sendromu), endokardit, bakteriyemi ve organ infeksiyonlar1 (menenjit,

perikardit, pndmoni, osteomyelit vb.)’dir (Diindar ve Diindar, 2002).

2.2.4. Enterococcus faecalis

Enterokoklarm bir iiyesi olan E. faecalis Gram pozitif, alfa, beta hemolitik ya da
non-hemolitik fakiiltatif anaerob bakteriler olan ve tek tek, ikili veya kisa zincirler
halinde bulunur (Teixeira ve Facklam, 2003). Insanlarm ve sicakkanli hayvanlarm
normal sindirim sistemi florasinda bulunurlar. Fekal kontamine bitkilerde, sularda ve
toprakta da mevcuttur (Fisher ve Phillips, 2009). Enterokoklar iiriner sistem
enfeksiyonlari, endokardit, bakteriyemi, karm i¢i ve pelvik enfeksiyonlar, yara ve
yumusak doku enfeksiyonlari, menenjit ve neonatal sepsis gibi Onemli pek cok
enfeksiyona neden olurlar (Yildirim, 2007). %80-90 oranla hastane infeksiyonlarina en
sik yol agan enterokok tiirii E. faecalis’tir (Arias vd., 2010). Enterokoklarin hastane
enfeksiyonu etkenleri agisindan dmenli olmasmin bir diger nedeni bazi antibiyotiklere
dogal direngli olmalar1 ve yeni direncler gelistirebilme yetenegine sahip olmalaridir

(French, 2010).

2.2.5. Candida albicans

C. albicans Gram-pozitif, fakiiltatif anaerob bir mantardir. Candida tiirleri ince
duvarli, oval, kapsiilsiiz, hareketsizdir ve blastospor ile aseksiiel olarak tirerler. C.
albicans hif olusturma 6zelligine sahiptir ve kiiltiir ve dokularda yalanci veya gergek hif

meydana getirebilir (Calderone, 2002).
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Candida tiiri mantarlar dogada yaygin bir sekilde bulunmalarinin yanisira
memelilerde de normal flora olarak daha c¢ok gastrointestinal sistemde ve tiim
mukokutandz yiizeylerde bulunurlar. Insan gastrointestinal sisteminden izole edilen
mantar tiirlerinin de biliylik ¢ogunlugunu C. albicans olusturur. Candida tiirleri hem
yiizeyel hem de derin enfeksiyonlara neden olurlar. Hastalardan en ¢ok izole edilen
mantar tiiric C. albicans’tir. Mukoza enfeksiyonlarmin %90-100’ ve kandidemilerin
%50-70’inden bu tiir sorumludur (Ener, 2008). Baslica neden oldugu enfeksiyonlar oral,
vajinal ve primer kutanéz kandidozlar, kandidemi, iiriner sistem enfeksiyonlari,
Candida 6zofajiti, santral sinir sistemi enfeksiyonlar1 ve pulmoner kandidoz olarak

siralanabilir (Simsek, 2018).

2.3. Antimikrobiyal Bitki Bilesenleri ve Etki Mekanizmalari

Antimikrobiyal maddeler mikroorganizmalarin gelismesini durdurucu veya onlar1
Oldiiriicii ajanlardir. Bu maddeler ¢ok genis bir grup olup bunlara antibiyotikler,
dezenfektanlar, antiseptikler vb. dahildir. Antibiyotikler, canlilar tarafindan meydana
getirilen ve ¢ok seyreltik cozeltilerde bile bazi mikroorganizmalarm iiremelerini

durduran veya onlar1 6ldiiren bilesiklerdir (Topal vd., 2015).

Penisilinin kesfedilmesi, iiretimi ve kullanilmaya baslanmasi ile birlikte yeni
antimikrobiyaller lizerine arastirmalar giderek 6nem kazanmistir. Bunun sonucunda
streptomisin, aureomisin, kloromisetin ve 6zellikle ¢esitli Streptomyces tiirlerini iceren
birgcok antibiyotik kesfedilmistir. ~ Klinikte kullanilan antibiyotiklerin  ¢ogu
mikroorganizma kaynakli olup genellikle toprak mikroorganizmalarindan ve
funguslardan tretilmektedir. Bununla birlikte bitkiler de birer antimikrobiyal madde
kaynagi olmustur (Trease ve Evans, 1972). Dogal kaynakli antibiyotikler ¢ogunlukla
Actinomycetes (Streptomyces spp.) tiirleri, mantarlar (Penicillium, Aspergillus) ve daha
nadiren diger bakterilerden (Bacillus, Pseudomonas) elde edilmekle beraber biyoaktif
mikrobiyal tirtinlerin arastirilmasi siirekli bir sekilde devam etmistir ve bu yondeki
aragtirma egiliminin de uzun siire devam etmesi beklenmektedir. Bitkisel kaynakli
antimikrobiyal bilesenler, sayica fazlaliklari ile de bu arastirmalara zengin bir kaynak
olusturmaktadirlar (Shinji, 1993).
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Bitkiler mikroorganizma yogunlugunun ¢ok fazla oldugu topraklarda
yetigsmelerine ragmen enfeksiyonlara ¢cok nadir olarak maruz kalmaktadirlar. Bu durum
patojenlere karsi iirettikleri antimikrobiyal bilesiklerden ileri gelir (Mansfield, 1982).

Bitkiler primer ve sekonder metabolit olarak adlandirilan ¢ok ¢esitli organik
bilesikler sentezlemektedir. Primer metabolitler; amino asitler, fitosteroller, lipitler,
karbonhidratlar, niikleotitler ve proteinler olup biiyiime, gelisme, fotosentez ve solunum
gibi bir¢ok siirecte 6nemli rol oynamaktadir. Sekonder metabolitler ise temel biliyiime
ve gelisme i¢in gerekli olmayan fakat biyotik ve abiyotik streslere karsi cevresel
uyumda gorev alan diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir (Nascimento ve Fett -Neto
2010).

Sekonder metabolitlerin, Dbitkilerin primer metabolizmasindaki islevleri
tartigmalidir ve genellikle tozlasma, ¢evresel sartlara adaptasyon, mikroorganizmalara,
boceklere ve diger predatorlere (avcilara) karst kimyasal savunma, bagka bitkilerle
yarigsma gibi iglevler tistlendigi diisiiniilmektedir (Vanisree vd., 2004).

Bitkilerde bulunan dogal bilesenlerin antimikrobiyal etkileri pek cok farkl
mekanizma ile iligskilendirilmektedir (Cowan, 1999). Bu mekanizmalar da etkiden
sorumlu bilesenin yapisina gore degismektedir.

Bitkilerde organik asitler, fenolik bilesikler ve ugucu yaglar gibi antimikrobiyal
etkiye sahip cesitli bilesikler bulunmaktadir. Bu bilesiklerin yapisinda meydana gelecek
degisiklikler, antimikrobiyal etkilerinde de farkliliklar yaratmaktadirr (Gyawali ve
Ibrahim, 2014).

Antimikrobiyal acgidan etkili olabilecek fitokimyasallar fenolik bilesikler,
terpenoidler-ugucu yaglar, alkaloitler, lektinler-polipeptitler ve poliasetilenler olarak 5
grupta toplanmistir (Cowan, 1999). Bu bilesenler ve etki mekanizmalar1 Tablo 2.1.°de

gosterilmistir.
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Tablo 2.1 Antimikrobiyal aktiviteye sahip bazi bitki bilesenleri ve etki mekanizmalar: (Cowan, 1999)

Simif Altsimf Ornekler Mekanizma
Fenolikler Basit fenoller Katesol Substrat kaybi
Epikatesin Membran hasar1
Fenolik asitler Sinnamik asit Mekanizmasi bilinmemektedir
Kinonlar Hiperisin Adhesinlere baglanma,
Hiicre duvari ile kompleks
Enzim inaktivasyonu
Flavonoitler Krisin Adhesinlere baglanma
Flavonlar Abisinon Hiicre duvar1 kompleksi, Enzim
inaktivasyonu, HIV revers
transkriptaz inhibisyonu
Flavonoller Totarol Mekanizmasi bilinmemektedir
Taninler Ellagitanin Proteinlere baglanma, Adhesinlere
baglanma,
Enzim inhibisyonu,
Substrat kaybi,
Hiicre duvar1 kompleksi, Membran
tahribati,
Kumarinler Varfarin Metal-iyon kompleksi
Okaryotik DNA ile etkilesim
(Antiviral aktivite)
Terpenoidler Kapsaisin Membran tahribati
ugucu yaglar
Alkaloitler Berberin Hiicre duvari ve /veya DNA ile
Piperin interkalasyon
Lektinler ve Mannoz-spesifik Viral flizyonunun bloke edilmesi ya
polipeptitler agliitinin da adsorbsiyon
Fabatin Disiilfit koprii formasyonu

Poliasetilenler

8-s-heptadeka-2(2),9(2)-dien
-4,9-din-1,8-diol

Mekanizmasi bilinmemektedir
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2.3.1. Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler, bir veya daha fazla hidroksil grup tasiyan aromatik zinciri bir
veya daha fazla miktarda bulunduran bilesiklere denir (Dykes vd., 2007; Masisi vd.,
2016).

Fenolik bilesik terimi; yenilebilir bitkilerde bulunan, birka¢ yiiz molekiilden
olusan, en az bir hidroksil grubunun bagli oldugu benzenik zincir olarak da tanimlanir.
Bu bilesikler; sahip olduklar1 fenol zincirin sayisma ve birbirine bagli olan yapisal
elementlere gore fenolik asitler (benzoik ya da hidroksisinnamik asit tiirevleri),
flavanoitler, stilbenler, taninler ve lignanlar olarak kategorize edilirler. Flavonoitler ise
kendi i¢lerinde flavonoller, flavonlar, izoflavonlar, flavononlar, antosiyaninler ve
flavonoller (katesin ve proantosiyanidin) seklinde siniflandirilirlar (Manach vd., 2004).

Fenolik bilesikler bitkilerde sentezlenen ikincil metabolitlerdendir ve bitkiler,
kendilerine 6zgii duyusal 6zelliklerinde etkili olan fenolik bilesikler agisindan oldukca
zengin kaynaklardir (Cemeroglu vd., 2004). Bazilar1 bitkilerin kokusundan
(terpenoitler), bazilar1 renginden (kinonlar ve tanenler) ve bir¢ogu da aromasindan
sorumlu olan fenoller ayn1 zamanda mikroorganizmalara ve diger zararlilara kars1 bitki
savunmasinda yer almaktadirlar (Cowan, 1999). Fenoller, proteinlere ve poliamit
polimerlere yiiksek reaktivite gdsteren hidroksillenmis yapilardir ve antimikrobiyal
etkili bitkisel bilesenlerin oldukga biiylik bir ¢ogunlugunu olusturmaktadir (Haslam
1996). Bitkilerde bulunan 6nemli fenolik bilesenlere 6rnekler Sekil 2.7.”de verilmistir.

Fenolik bilesikler tarafindan yapilan inhibisyonunun mikrobiyal enzimler gibi
hayati 6nemi olan proteinlere hidrojen baglanmasi veya demir yoksunluguna bagl

olabilecegi diisiiniilmiistiir (Scalbert 1991).

Fenolik bilesiklerdeki hidroksil gruplarinin  mikroorganizma hiicrelerinin
metabolizmalarmi1  degistirerek  enzimlerin  aktif bolimiinii  baglayabildikleri
bildirilmistir (Farag vd., 1989).

Fenolik bilesiklerde antimikrobiyal etkilerden hidroksil gruplar1 énemli derece
sorumludur. Bu gruplar elektronlarin delokalizasyonuna ve bakteri hiicrelerinin
sitoplazmik zar tizerindeki egilimini azaltmaya yardimci olarak hiicre 6liimiine neden

olurlar (Gyawali ve Ibrahim, 2014).
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Sekil 2.7. Cesitli antimikrobiyal fenolik bilesikierin kimyasal yapilar: (Cowan, 1999)

Basit fenoller ve fenolik Kinonlar Flavonlar ve Kumarinler
asitler flavonoitler
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saglamalarinin yanmda proteinlerdeki niikleofilik amino asitlerlerle geri doniisiimsiiz
kompleksler olusturduklar1 bilinmektedir (Stern vd., 1996). Bu durum proteinin etki ve
fonksiyon kaybina neden oldugundan kinonlar iyi birer antimikrobiyaldir. Kinonlarin
mikrobiyal hiicredeki hedeflerlerinin yiizeye maruz kalan adezinler, hiicre duvari
polipeptitleri ve membrana bagli enzimler oldugu diisiiniilmektedir (Cowan,1999).
Allelokimyasallar bitkinin savunma sisteminde patojenlere kars1 sinyal molekiiller
olarak bilinirler ve yapica basit fenol yapisindadirlar. Katesol ve pirogallol da
allelokimyasallardan  olup  Pseudomonas putida, Pseudomanas pyocyanea,
Corynebacterium xerois, Fusarium oxysporium ve Penicillum italicum gibi bitki

patojenlerine kars1 antimikrobiyal etki gostermektedirler (Erdogan ve Everest, 2013).
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2.3.2. Ugucu yaglar

Bitkilerde bulunan ugucu yaglar, bitkilerde savunma amagli iiretilen
bilesenlerdendir. Bitkinin ¢icek, tomurcuk, yaprak, meyve, kabuk, tohum gibi farkli
boliimlerinden su distilasyonu ile elde edilebilen bu aromatik bilesikler antimikrobiyal
ve antioksidan etkilidir (Calo vd., 2015).

Ucgucu yaglarin kimyasal bilesimleri terpenler (mono-, seski- ve diterpenler),
alkoller, asitler, esterler, epoksitler, aldehitler, ketonlar, aminler ve siilfitlerden olusur.
Terpenoitler, fenilpropanoitler gibi diisiik molekiil agirlikli bilesikleri de igerirler.
Ucucu yaglarin biyolojik 6zelliklerinde esasen bilesiminin ¢ogunlugunu olusturan
biiyiik bilesiklerin etkili oldugu, daha az bulunan kiigiik bilesiklerin ise diger bilesiklerle
sinerjistik etkiden sorumlu oldugu bildirilmektedir (Bakkali vd., 2008).

Bitkilerde bulunan ugucu yaglarin antimikrobiyal etkisi yaygin bir sekilde
aragtirmalara konu olmustur. Ugucu yaglarin bakteri, viriis ve protozoalara kars1 etkili
olduklar1 bulunmustur. Etkileri ise ekolojik kosullara ve bitkinin tiiriine gore
degiskenlik gostermektedir (Toroglu vd., 2006).

Ugucu yaglarin antimikrobiyal etkilerinin hiicre duvar biitiinliigiinii bozmalari,
proton hareketi, elektron akisi, aktif transport ve hiicre iceriginin koagiilasyonundan
ileri geldigi diistiniilmektedir (Denyer ve Hugo, 1991). Ucucu yaglarin neden oldugu
koagiilasyon sonucu lipit ve proteinler hasar goérmekte, bunun sonucunda da
makromolekiillerin akisi etkilenerek lizis meydana gelmektedir. Ugucu yaglar kompleks
bir yap1 igerdiginden spesifik bir bdlgeye etkilerinden bahsetmek zordur. Igerdikleri
fenoller, aldehitler ve alkoller ugucu yaglarmn sitotoksisitesinden sorumludur (Bakkali

vd., 2008).

2.3.3. Peptitler

Peptitler antimikrobiyal etkili bitki bilesenlerinin 6nemli bir smifini
olusturmaktadir ve izolasyon ve karakterizasyonlarma yonelik c¢esitli ¢aligmalar
yapilmistir (Cammue vd., 1992; Terras vd., 1992; Marcus vd., 1997; Park vd., 2000).
Peptitlerin antimikrobiyal etki mekanizmalarmm kesin dogasi hala belirsizdir (Appelt
vd., 2007). Bununla birlikte, etkilerinin o6zellikle yapisal o6zelliklerine dayandigini

gosteren caligmalar vardwr. Hedef hiicrelerle etkilesimleri yoneten temel Ozellikleri
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dizilisleri, biiyiikliikleri, katyonik yapilar, hidrofobiklikleri ve amfipatiklikleridir
(Keymanesh vd., 2009). Etki mekanizmalarmm mikrobiyal zarda iyon kanallarmin
olusumu (Terras vd., 1993; Zhang ve Lewis, 1997) veya konagin polisakkarit
reseptorlerine baglanmada mikrobiyal proteinlerle yarigmali inhibisyon oldugu
diistiniilmektedir (Sharon ve Ofek, 1986).

Antimikrobiyal peptitler dogada yaygin olarak bulunurlar ve membran yikici
bilesiklerden olarak etkileri yeni ¢caligmalar ile gelistirilmeye aciktir (Baltzer ve Brown,
2011). Antimikrobiyal peptitler sitoplazmik membrani gegirgenlestirerek bakterilere
etki ederler (Nguyen vd., 2011). Hedefleme ve konjugasyon yaklagimlar: ile
membranlar tizerindeki bu etkilerinin artirilmasina yonelik ¢aligmalar da yapilmistir
(Chamorro wvd., 2012). Yeni terapotik ajanlar igin olusturduklar1 potansiyelle
calismalarin odak noktasi olmuslardir. Dogal antimikrobiyal 6zellikleri, segicilikleri,
hizli etkileri, diisiik bakteriyel direng egilimleri onlar1 klinik gelisimler i¢in ideal aday
haline getirmistir (Bradshaw, 2003).

Antimikrobiyal aktivite agisindan taranan bitkilerin ¢ogunlukla Gram pozitif
bakterilere Gram negatiflerden daha etkili oldugu tespit edilmistir (Tanker vd., 1980;
Kelmanson vd., 2000; Masika and Afolayan, 2002; Bektas vd., 2018).

Gram negatif bakterilerin hiicre duvarlari1 Gram pozitiflerden daha farkli ve
karmagiktir. Gram pozitif bakterilerde peptidoglikan tabaka ve hiicre duvarinda teikoik
asit molekiilleri bulunurken Gram negatiflerde sadece ince bir peptidoglikan tabaka
bulunur. Ancak ikinci bir dig membran bulundururlar ki bu da esas farkliligi1 olusturur
ve Gram negatif bakterilere ek bir koruma saglar. Bu membran lipit, protein ve
polisakkaritlerden olusan lipopolisakkarit (LPS) tabakasidir. Bu dig membran
antibiyotiklerin iceri alinmasinda bir bariyer gorevi goriir ve bundan dolay1 antibiyotik
tedavisine Gram negatif bakteriler daha az duyarhdir (Strelkauskas vd., 2018). LPS,
asir1 hidrofobik (lipofilik) molekiillerin hiicreye girisini belirgin bicimde yavaslatirken,
porin kanal proteinlerindeki degisiklikler hidrofilik molekiillerin de girisinde bir engel
olugturmaktadir. Ancak son zamanlarda stoplazmik membranda bulunan aktif pompa
proteinlerinin dogal diren¢ mekanizmasinda etkili oldugu bulunmustur ve Gram
pozitiflerde de yaygin olarak direng saptanmistir (Hasdemir, 2007).

Uzun yillar boyunca enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmis ¢ok sayida bitki

bileseni mevcuttur. Ornek olarak bir izokinolin alkaloiti olan emetin Cephaelis
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ipecacuanha (Brot.) A. Rich bitkisinin toprak alt1 kisimlarindan elde edilmektedir ve
Escherichia histolytica enfeksiyonuyla meydana gelen apselerin tedavisinde
kullanilmaktadir. Emetin ayn1 zamanda ameobesidal etkilidir. Uzun yillardir kullanilan
bir diger antiinfektif ise Cinchona L. agaci kabugundan elde edilen ve antimalaryal
olarak kullanilan kinin isimli alkaloittir (Iwu vd., 1999).

Bakteriyostatik ve antifugisidal etkili Likenler, Allium sativum L.tiiriinden elde
edilen antibiyotik etkili alliin ve Hydrastis canadensis L. tiiriinden elde edilen
antimikrobiyal etkili berberin antimikrobiyal 6zellikleri ilk tanimlanan bitkisel etken
maddelerdendir (Trease ve Evans, 1972).

Bitkilerin antimikrobiyal 6zellikleri iizerine ¢ok fazla arastirma yapilmis olup,
bunlardan sadece bazi 6rnekler asagida verilmistir.

Lauraceae familyasina ait bazi bitkilerin antifungal 6zelliklerinin arastirildigt bir
calisgmada en etkili ugucu yaglarin sirasiyla, Cinnamomum zeylanicum L., Aniba
rosaeodora Ducken ve Sassafras albidum Nutt. ve Laurus nobilis L. oldugu
belirlenmistir (Simic vd., 2004).

Ocimum basilicum L. ugucu yagmin ¢oklu ila¢ direnci gosteren Staphylococcus,
Enterococcus, Pseudomanas bakterilerine karsi etkili oldugu tespit edilmistir
(Opalchenova ve Obreshkova, 2003).

Capsicum L. cinsi bitkilerin ¢ogunlugunda bulunan kapsaisinin, 6zellikle Bacillus
subtilis ve Saccharomyces cerevisia mikroorganizmalarina karsi yiiksek antimikrobiyal
aktivite gosterdigi belirlenmistir (Kurita vd., 2002).

Boophone disticha (L.f.) Herb etanollii ekstrelerinden izole edilen alkaloitler
buphanidrine ve distichamine S. aureus, E. coli, K. pneumoniae ve Bacillus subtilis
bakterilerine kars1 genis spektrumlu bir antimikrobiyal etki gostermislerdir (Cheesman

vd., 2012).

2.4. Antimikrobiyal Aktivite Tayin Yontemleri

Klinikte in vitro antibiyotiklerin etki tayinleri igin baslica iki yOontem
kullanilmaktadir.

a) Kalitatif duyarhilik testleri

b) Kantitatif duyarlilik testleri
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- MIC belirleyen testler
1) Agar diliissyon
2) Siv1 diliisyon

- Bakterisit duyarlilik testleri
1) MBC belirleyen testler
2) Serum bakterisit testler

Kalitatif testlerden disk diffiizyon (Bauer-Kirby) testi, kantitatif testlerden ise sivi
diliisyon (mikro ve makro) ve agar diliisyon testleri en giivenilir ve en dogru sonug

veren testler olarak kabul edilen antibiyotik duyarhlik testleridir (Jorgensen ve Sahm,
2005).

Antibiyotik ile mikroorganizma etkilesimi antibiyotige, mikroorganizmaya ve
ortamla ilgili pek ¢ok faktére baghdir. In vitro ortamda yapilan duyarlilik testleri
antimikrobiyal maddenin aktivitesini stabil bir ortamda test ederler. Bu ortamda
sicaklik, pH, nem, bakteri yogunlugu gibi faktorler belirlidir. In vivo sartlar bu kosullar
acisindan ¢ok fazla farklilik gosterebilir (Craig, 1993).

Kalitatif duyarlilik testleri ucuz ve kolay uygulanabilir testlerdir ancak anaerop

bakterilere veya ge¢ ve gii¢ {lireyen bakterilere uygulanmaz (Siimerkan ve

Gokahmetoglu, 1998).

Kantitatif duyarlilik testleri genellikle antimikrobiyal ajanlarmm MIC degerlerinin
veya MBC degerlerinin belirlendigi testlerdir. MIC degerlerinin belirlendigi testler
antimikrobiyal maddelerin bakteriyostatik veya fungustatik etkilerini saptamaya yarar
ve klinikte uygulanacak antibiyotik tedavisine de yon verirler. Dolayisiyla MIC verileri
antimikrobiyal etkinin arastirilmasi ve tedavinin gidisatinda 6nemlidir (Stimerkan ve
Gokahmetoglu, 1998). Yukarida belirtilen yontemlerin disinda MIC degerlerini
belirlemek i¢in antibiyotik gradiyent yontemleri, Flow Cytometer, E test gibi yontemler
de kullanilmaktadir (Hill ve Schalkowsky, 1990).

Bu calismada antimikrobiyal etki tayin yontemlerinin Kalitatif testlerinden disk
diflizyon testi ve kantitatif testlerden ise sivi mikrodiliisyon testi kullanilmistir ve bu

testlerin prensipleri agagida agiklanmistir.
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2.4.1. Disk difiizyon yontemi

Disk diflizyon testi, A.W. Bauer, W.M. Kirby ve ark. tarafindan 1960’11 yillarin
ikinci yarisinda standardize edilmistir ve bu tarihten itibaren de antibiyotik
duyarliliginin belirlenmesinde en sik kullanilan yontem olmustur (Bauer vd., 1966).
Yontem antimikrobiyal madde emdirilmis belirli captaki disklerin belirli miktarda
mikroorganizma ekili besiyeri ortamina yerlestirilmesi ve inkiibe edilmesine dayanr.
Inkiibasyon siirecinde mikroorganizmalar iiremeye baslarken antibiyotikler de
besiyerine difflize olurlar ve mikroorganizma {iremesine etkili olan antibiyotik
disklerinin ¢evresinde tireme gozlenmez. Disklerden uzaklasildikga besiyerine yayilan
antimikrobiyal madde miktar1 da azalir. Disk ¢evresindeki inhibisyon zonunun genisligi
mikroorganizmanin antibiyotige duyarliligi ile dogru orantilidir. Inhibisyon zonu ne
kadar genis ise mikroorganizmanin inhibe olmasi i¢in o kadar az antimikrobiyal gerekir.
Test sonucunda inhibisyon zon ¢aplar1 6l¢iilerek degerlendirme yapilir. Disk diflizyon
testi belirli bir mikroorganizmanin kullanilan antibiyotige karsi olan duyarlilik ve

direnglilik durumunu belirler (EUCAST, 2013).

2.4.2. Broth (Siv1) mikrodiliisyon yontemi

Antimikrobiyal ajanlarm MIC degerlerinin belirlenmesi i¢in ¢esitli diliisyon
yontemleri kullanilmaktadir. Diliisyon yontemlerinde antimikrobiyal maddelerin farkli
diliisyonlar1 belli miktarda mikroorganizma igeren agar veya sivi besiyerine eklenerek
inkiibasyon sonrasi1 mikroorganizma tiremesini inhibe eden en diisiikk antimikrobiyal
konsantrasyonu MIC olarak belirlenir (CLSI, 2010; CLSI, 2012). Mikrodiliisyon
yonteminin Ozelligi en fazla 500 mL kapasiteli mikrotitrasyon kuyucuklarinin
kullanilmasidir. Genellikle 100 mL hacimde kuyucuk basma yaklasik 5x10* CFU
bakteri bulunur. Sivi dilisyon yonteminde belli sayida bakteri eklenmis sivi bir
besiyerine antimikrobiyal madde iceren sivi besiyerinin esit hacimde eklenmesi ile
uygulanir.  Antimikrobiyal = maddenin  seri  diliisyonlar1  yapilarak  farklh

konsantrasyonlarin etkisi arastirilir. Bu yontemin amacit mikroorganizma iiremesinin
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inhibe edildigi en diisiikk antimikrobiyal konsanantrasyonun belirlenmesidir (Stimerkan

ve Gokahmetoglu, 1998).

2.5. Antioksidanlar

Organizmanin pro-oksidan/antioksidan dengesini saglayan, serbest oksijen
radikallerinin olusumunu ve sebep olduklar1 hasarlar1 6nleyen ve saglikli bir yasam i¢in
detoksifikasyonu saglayarak organizmayi koruyan savunma sistemi antioksidanlarin
olusturdugu savunma sistemidir (Karabulut ve Giilay, 2016). Serbest radikallerin
fazlasm etkisiz hale getirmek, onlarin zararli etkilerine karsi hiicreleri korumak ve
meydana getirdikleri hastaliklar1 6nlemek antioksidanlarin viicudumuzdaki 6nemli

gorevleri arasinda sayilabilir (Pham Huy vd. 2008).

2.5.1. Radikal kavram ve serbest radikallerin olusumu

Elektronlar orbitallerde ikili gruplar halinde bulunmaktadirlar. Dis yoriingelerinde
eslenmemis elektron veya elektronlar bulunduran atomik veya molekiiler yapilara
serbest radikal adi verilir (Halliwell ve Gutteridge, 2015). Elektronlar1 eslenmis halde
bulunan atom veya molekiiller stabildir ve reaktif degillerdir. Ancak, molekiile bir
elektron ilavesi ya da bir elektron kaybi stabiliteyi bozar ve elektronlar1 yeniden
eslestirme istegi molekiilii oldukga reaktif hale getirir (Acworth ve Bailey, 1997).

1900 yilinda trifenilmetil radikalinin varliginin gosterildigi ¢alisma ile serbest
radikallere ilgi duyulmaya baglanmistir (Gomberg, 1900). 1954’de oksijenin
canlilardaki zararl etkilerinin oksijen radikallerinden kaynaklandigi one siiriilmiistiir
(Gerschman vd., 1954). Oksijen reaksiyonlarda tam olarak indirgendiginde suya
doniisiir ancak ara basamaklarda reaktif metabolitler vermektedir (Fridovich, 1978).
Reaktif metabolitler anaerob canlilar i¢in kag¢inilmaz bilesiklerdir ve gesitli enzimlerin
sentezinde ve ¢ogu organizmanin da antimikrobiyal savunmasinda rol almaktadirlar
(Weiss, 1989). Ancak radikal reaksiyonlar1 kontrol edilemez ve belli bir diizeyin {istiine
cikarsa hiicreler geri doniisiimsiiz hasarlara maruz kalmaktadirlar (Byung, 1994).
Antioksidan maddeler radikallerle ¢ok hizli reaksiyona girerler ve otooksidasyon/
peroksidasyon reaksiyonlarini ve bunlarin olusturacagi hasarlar1 6nlerler (Karabulut ve
Giilay, 2016).
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Oksijenden meydana gelen radikaller biyolojik sistemlerdeki en Onemli
radikallerdir. Oksijen; karbon hidrojen, nitrojen ve kiikiirt ile birlikte, organik
molekiillerin temel yapisal atomlarint olusturur ve aerobik canlilarin enerji
metabolizmasi i¢in biiyilk 6nem tagimaktadir (Diplock, 1998). Oksijen molekiilii (O2)
iki tane eslenmemis elektrona sahip olup kimyasal bakimdan diradikaldir ve diger
serbest radikallerle ¢ok kolay reaksiyona girer. Baslica reaktif oksijen tiirleri arasinda
(ROS) siiperoksit (O2) radikali, hidrojen peroksit (H,O,) radikali, hidroksil (OH)
radikali, hipokloroz asit (HOCI) ve singlet oksijen (‘O,) sayilabilir (Mandal vd, 2009).
Hiicrelerde reaktif oksijen tiirleri enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlar olmak
iizere iki yolla olusabilir. Fagositoz, prostaglandin sentezi ve sitokrom P450 sistemi
serbest radikallere neden olan enzimatik reaksiyonlar arasindadirr (Halliwell ve
Gutteridge, 2015). Reaktif oksijen tiirleri disinda nitrik oksit (NO°), nitrojen dioksit
(NOy"), peroksil (ROQO) ve lipit peroksil (LOO") radikalleri de vardir. Hidrojen peroksit
(H20,), ozon (O3), singlet oksien (*O,), hipokloroz asit (HOCI), nitréz asit (HNOy),
peroksinitrit (ONOO"), dinitrojen trioksit (N,O3z) ve lipit peroksit (LOOH), serbest
radikal olmamalarina ragmen oksidanlardir ve serbest radikal reaksiyonlarina yol agarak

canlilara zarar verebilirler (Genestra, 2007).

Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri ve bunlarin igerisinde radikal olan ve olmayan

gruplar Tablo 2.2.’de gosterilmistir.

Serbest radikal kaynaklar1 endojen veya eksojen olabilir. Mitokondri elektron
transfer zinciri, sitokrom P450 sistemi, peroksizomlar ve enfeksiyonlu hiicreler endojen
kaynaklar1 olusturmaktadir (Valko wvd., 2007). Siiperoksit radikallerinin olusum
kaynaklarmin baginda mitokondriyal veya mikrozomal elektron transferi gelmektedir.
Ayrica fagositoz, arasidonik asit metabolizmasi, ve ovulasyon da serbest radikal
kaynag1 olarak bilinmektedir (Singh vd., 2004). Reaktif oksijen ve nitrojen cesitleri
anaerobik kosullarda da ortaya ¢ikabilmektedir (Bakonyi ve Radak, 2004).

Kimyasal ve organik maddelerin yanmasi ile agiga ¢ikan maddeler, radikallerin
onemli kaynaklar1 ve tasiyicilaridir. Cevresel etkenler ile serbest radikal olusabilir.
Sigara, hava kirliligi, ¢esitli kimyasal maddeler, ilaglar ve hiperoksijenasyon serbest

radikallerin eksojen kaynaklarindan en 6nemlilerini olugturmaktadir (S6zmen, 2002).
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Tablo 2.2. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri (Darley-Usmar ve Halliwel, 1996)

Reaktif Oksijen Tiirleri

Radikaller Radikal olmayanlar
Stiperoksit, Oy’ Hidrojen peroksit, H,O,
Hidroksil, OH Hipokloroz asit, HOCI
Peroksil, ROO’ Ozon, O;

Alkoksil, RO’ Singlet oksijen, 0,
Hidroperoksil, HOO’ Peroksinitrit, ONOO™

Reaktif Nitrojen Tiirleri

Radikaller Radikal olmayanlar
Nitrik oksit, NO’ Nitrosil, NO*
Nitrojen dioksit, NO,’ Nitroz asit, HNO,

Dinitrojen trioksit, N,O3
Dinitrojen tetraoksit, N,O,4
Nitronyum iyonu, NO,"
Peroksinitrit, ONOO™

AlKil peroksinitrit, RONOO™

2.5.2. Antioksidanlarin etki mekanizmalarn

Enzimatik antioksidanlarm hiicre i¢inde, enzimatik olmayan antioksidanlarin ise
hiicre disinda daha fazla etkili olduklar1 diisiiniilmektedir. Antioksidanlar genellikle
etkilerini asagida belirtilen sekillerde gostermektedirler (Valenzuela, 1990; Halliwell,
1991; Winston, 1991; Murray vd., 1993; Akkus, 1995; Hermes-Lima vd., 2001,
Yildirim S6zmen, 2002).

I. Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi:
a. Reaksiyonlar1 baglatan reaktif tiirleri uzaklastirici etki,
b. Oksijeni uzaklastirici veya oksijen konsantrasyonunu azaltici etki,

c. Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki.
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I1. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

a. Toplayic1 (scavenging) etki: Serbest oksijen radikallerini tutarak veya cok
daha zayif bir molekiile gevirerek etki gostermektedirler. Ornek olarak antioksidan
enzimler verilebilir.

b. Bastiric1 (quencher) etki: Serbest oksijen radikalleri ile etkilesime girerek
onlara bir proton ekleyip aktivitelerini azaltarak veya aktivite kaybima neden olarak etki
gostermektedirler. Flavonoitler ve vitaminler bu tiir antioksidanlardir.

c. Onarici (repair) etki: Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarlar1 onararak etki
gosterirler.

d. Zincir kiric1 (chain breaking) etki: Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller
bu sekilde etki gosteren antioksidanlardan olup serbest oksijen radikallerini ve
zincirleme reaksiyonlar: baslatacak diger maddeleri kendilerine baglayarak zincirlerini
kirip fonksiyonlarini 6nleyici etki gostermektedirler.

Bunlarin disinda, hiicresel kinaz kayiplarini 6nleyerek oksidasyon reaksiyonlarini
durdurma ve SOD gibi antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan diger
antioksidanlarin sentezini arttirma da antioksidan etki mekanizmalarindandir (Akkus,
1995).

Antioksidanlarin serbest radikalleri siipiirme potansiyellerini onlarin kimyasal
aktiviteleri belirlemektedir. Ayn1 zamanda da hidrojen veya elektron donérii olarak
indirgeme potansiyellerini ifade etmektedir. Antioksidan bir maddenin etkinligi asagida
belirtilen 6zelliklerine baghdir;

*Radikalleri uzaklastirabilme yetenegi

Hidrojen veya elektron dondr araci olarak gosterdigi reaktivite (Indirgenme
potansiyeline baglidir)

*Metal kelatlama potansiyeli

Diger antioksidanlarla etkilesimi (Rice-Evans vd., 1997).

Antioksidanin yapisi, ¢Oziiniirlik partisyon katsayisi, bag disosiasyon enerjisi,
iyonizasyon potansiyeli gibi ozellikleri ve ortamdaki ¢oziiciiniin Ozellikleri de

antioksidanin etkin mekanizmasinin belirlenmesinde énemlidir (Prior vd., 2005).
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Fiziksel faktorler, substrata bagl faktorler, maddenin fizikokimyasal 6zellikleri de
antioksidan aktivitesini etkileyen faktorlerdendir. Fiziksel faktorlerin  basinda
konsantrasyon, sicaklik ve oksijen gelir. Sicaklik degistiginde antioksidan aktivitede de
degisiklik goriiliir. Konsantrasyonun artmasiyla antioksidan aktivite de artar.
Konsantrasyon belli bir esik degerin lizerinde ise oksidasyonu yeterli diizeyde
engelleyebilmektedir. Oksidasyon zincir reaksiyonun baslamasini ve ilerlemesini
hizlandiran durumlar antioksidan aktiviteyi azaltabilir. Bunlara 6rnek olarak yiiksek

oksijen basinci, oksijenle temas yiizeyinin fazla olmasi ve 1sitma durumlar1 verilebilir

(Pokorny vd., 2001).

2.5.3. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar ¢esitli 6zelliklerine gore asagidaki gibi gruplandirilabilirler (Yalgm,
1998).

1. Yapilarina gore;

a. Enzimatik antioksidanlar

b. Non-enzimatik antioksidanlar
2. Kaynaklarina gore;

a. Endojen antioksidanlar (Organizmada sentezlenen)

b. Eksojen antioksidanlar (Disaridan alinan)

3. Coziiniirliiklerine gore;

a. Suda ¢Oziinenler

b. Yagda ¢6zilinenler
4. Yerlesimlerine gore;

a. Hiicre i¢inde bulunanlar

b. Hiicre dis1 (Plazma ve diger ekstraseliiler sivilarda) bulunanlar.

Antioksidanlar kaynaklarina gore organizmada iiretilen endojen antioksidanlar ve
disaridan alinan eksojen antioksidanlar olarak siniflandirilabilir (Tablo 2.3.) (Akkus,
1995; Gutteridge, 1995; Vinson vd., 1995; Clarkson, 1995; Halliwell, 1999; Velioglu,
2000).
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2.5.3.1. Endojen antioksidanlar

Endojen antioksidanlar enzimatik veya non-enzimatik olabilirler (Tablo 2.3.)

Tablo 2.3. Antioksidanlarin ssmflandirilmast ve bazi onemli ornekler (Yavaser, 2011, Kasnak ve

Palamutoglu, 2015; Karabulut ve Giilay, 2016)

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

Enzimatik

Non-enzimatik

SOD (Siiperoksit dismutaz)

Katalaz

Glutatyon peroksidaz

Melatonin
Seruloplazmin

Transferrin

Glutatyon rediiktaz Laktoferrin
Glutatyon-S-transferaz Glutatyon
Mitokondriyal sitokrom oksidaz Sistein
Urik asit
Glikoz
Albumin
Biluribin
EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR
Vitaminler ilaclar Mineraller
Vitamin C Allopurinol Selenyum
Vitamin A Adenozin Cinko
Vitamin E Mannitol
Polifenoller Organosiilfiir bilesikleri Sentetikler
Fenolik asitler Allium BHT, BHA
Flavonoitler Allil siilfit Selat olusturucular

Troloks

2.5.3.1.1. Enzimatik antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar tiim anaerobic organizmalarin reaktif oksijen tiirlerine

kars1 gelistirdigi antioksidan savunma sistemini olustururlar (Hermes-Lima ve Storey,

1998).
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Antioksidan enzimlerin aktivitelerinin oksidatif stres tarafindan tetiklendigi
bilinmektedir. Antioksidan enzimlerin spesifik cevaplart belirli bir modele gore degil

stres, doku ve tiire degismektedir (Crawford vd., 2000).

Stiperoksit ~ dismutaz ~ [(SOD),  siiperoksit  oksidorediiktaz],  oksijen
metabolizmasinin oldugu tiim yapilarda bulunmaktadir. Bu enzimin aktivitesi bakir,

¢inko ve mangan elementleriyle diizenlenmektedir (Keha ve Kiifrevioglu, 2014).

20, +2H — H,0, +0O,
Insan hiicresinde sitozolde ve mitokondri membran araliginda yer almaktadir ve
stiperoksidi hidrojen perokside doniistiirmekle gorevli oldugu bilinmektedir (Keha ve

Kiifrevioglu, 2014).

Katalaz enzimi mitokondri ve peroksizomda bulunan, kloroplastta bulunmayan bir
enzim olup hidrojen peroksiti suya ve oksijene doniistiirerek antioksidan aktivite
gostermektedir (Singh vd., 2009).

2H,0, — 2H,0 + O,

Glutatyon rediiktaz (GR), yiikseltgenmis glutatyonu indirgemede gorev
almaktadir. Bu islev sirasinda NADPH bilesigine ihtiyag duymaktadir. Boylece hiicre
yapist i¢in 6nemli olan indirgenmis glutatyon/okside glutatyon (GSH/GSSG) oraninin

korunmasini saglamaktadir (Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

Glutatyon peroksidaz (GPx), hidrojen peroksidi katalizleyerek lipit peroksitlerin
indirgenmesini ve glutatyonun ylikseltgenmesini saglamaktadir. Aktivasyonu igin

selenyum elementine de ihtiyag duymaktadir (Kasnak ve Palamutoglu, 2015).

Glutatyon S-transferazlar (GST), kataliz reaksiyonlarinda, elektrofilik substratlar
ile glutatyon (GSH) konjugasyonunu kataliz ederler. Ayn1 zamanda oksidasyonla
olusmus endojen iriinlerin ya da eksojen yabanct maddelerin viicuda zarar vermeden

atilmasini saglayan enzimlerdir (Armstrong, 1997).

2.5.3.1.2. Non-enzimatik antioksidanlar

Glutatyon (GSH), neredeyse tiim oOkaryotik hiicrelerde sentezlenen bir

antioksidandir. Hiicrenin detoksifikasyonunda, redoks durumunun korunmasinda
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apoptoziste ve pek cok mekanizmada antioksidan aktivitesinden bahsetmek miimkiindiir
(Townsend vd., 2003). Glutatyon, lipit peroksitleri ve hidrojen peroksiti GPx’in de
katalizlemesi ile zararsiz hale getirir. Singlet oksijen ve hidroksil radikallerini de
temizler. Ayrica vitamin E ve vitamin C gibi bazi énemli antioksidanlar da GSH
tarafindan diizenlenir (Sen ve Chakraborty, 2011).

Melatonin, hem dogrudan radikal siipiiriicii 6zelligi ile hem de dolayli etkileri ile
antioksidan aktivite gosteren bir hormondur. Melatonin GSH-Px enzimini aktive ederek,
SOD aktivitesini artirarak, katalaz aktivitesinin azalmasini 6nleyerek antioksidan enzim
aktivitelerini dolayl olarak etkiler. Boylece hidroksil radikali, hidrojen peroksit, singlet
oksijen, nitrik oksit gibi bazi serbest radikallerin temizlenmesini saglar (Reiter vd.,
2000).

Seruloplazmin ve transferrin viicutta cesitli dokularda sentezlenen antioksidan
Ozellik gosteren proteinlerdir. Seruloplazmin kandaki Cu elementinin 6nemli bir
miktarini tasirken, transferrin de hiicrelere Fe* tasimaktadir. Fenton reaksiyonu sonucu
ferroz iyonunun (Fe™®) da Katalizorligi ile H,O, yiiksek toksisiteye sahip OH
radikallerine doniigiir. Transferrin serbest Fe™ iyon konsantrasyonunu azaltarak fenton
reaksiyonunu ve serbest radikal olan hidroksil olusumunu inhibe eder ve oksidatif

stresin artisini onler (Chauhan vd., 2004).
Fe*? + H,0,— F™ + OH+ OH" (Fenton Reaksiyonu)

Urik asit singlet oksijen, peroksil radikalleri, ozon ve HOCI gibi radikalleri

temizler ve etkisizlestirir, gii¢lii bir radikal siipiiriicii olarak hareket eder (Akkus, 1995).

Albumin antioksidan aktivite gosteren bir plazma proteinidir. Serbest oksijen
radikallerini tutucu etki gosterir (Roche vd., 2008). LOOH ve HOCI radikallerini
temizler. Bilirubinin antioksidan etkisi ise stiperoksit ve hidroksil radikallerini toplayici

etkisinden kaylanmaktadir (Akkus,1995).

2.5.3.2. Eksojen antioksidanlar

Gidalarda dogal olarak bulunan veya sonradan eklenen sentetik antioksidanlarla,
bitkisel kaynaklarla veya ilag olarak disaridan alman antioksidanlar eksojen

antioksidanlar1 olustururlar (Akkus, 1995; Larson, 1988).

52



Eksojen antioksidanlar dogal veya sentetik olabilir. Sentetik antioksidanlarin da
cogu fenolik yapida bilesiklerdir. BHA, BHT, tersiyerbutil hidrokinon (TBHQ) ve
propil gallat (PG) ticari olarak da kullanilan sentetik antioksidanlardandir. Dogal
antioksidanlar bitki ve hayvan dokularinda bulunabilirler ve bunlarin en 6nemlilerinden
bazilar1 tokoferoller, flavonoitler, fenolik asitler, vitamin C, karotenoitler, polifenoller
ve selenyumdur (Madhavi vd., 1996). insan viicudunda sentezlenemeyen onemli dogal

antioksidanlardan bazilar1 Tablo 2.4.’te gosterilmistir.

Tablo 2.4. Insan viicudunda sentezlenmeyen baz: 6nemli antioksidanlar (Non-enzimatik

Antioksidanlar) (Kasnak ve Palamutoglu, 2015)

Simf Ornek

Karotenoitler Likopen
B-Karoten
Lutein

Polifenoller Fenolik asitler
Flavonoitler

Antosiyaninler, Proantosiyanidinler

Katesinler (Flavanoller)

Antioksidan vitaminler Vitamin E (Tokoferoller)
Vitamin C (Askorbik asit)
Antioksidan mineraller Selenyum
Cinko

2.5.3.2.1. Vitaminler

Vitamin E lipofilik bir antioksidan olup, siiperoksit ve hidroksil radikallerini,
singlet oksijeni, lipit peroksit radikallerini ve diger radikalleri indirgeyerek etki gosterir
(Gonzalez-Pérez vd., 2008).

Vitamin C (askorbik asit) suda ¢oziinen bir vitamindir. Antioksidan etkilerini

insanlarda ¢estitli hastaliklara neden olabilecek siiperoksit, hidroperoksil, singlet

53



oksijen, ozon, peroksinitrit, nitrojen dioksit ve hipoklor6z asit gibi reaktif bilesikleri

okside ederek gosterir (Carr ve Frei, 1999).

2.5.3.2.2. Mineraller

Selenyum, selenosistein olarak selenoproteinlerin yapisina katilan ve aminoasit
sentezinde ©Onemli olan bir elementtir. Selenoproteinlerin fonksiyonlarini1 yerine
getirebilmeleri i¢in selenyum elementi gereklidir. Selenoproteinler antioksidan enzimler
ve antioksidan proteinlerin yapisina katilirlar. Selenyum ayni zamanda GPx aktivitesini

artirir ve reaktif oksijen tiirlerini baskilar (Kim vd., 2014).

Cinko elementi serbest radikal olusumunu Onleyerek antioksidan etki
gostermektedir. Ayni zamanda enzimatik antioksidanlardan siiperoksit dismutazin

yapisina da katilmaktadir (Belgemen ve Akar, 2004).

Bakir da enzimatik aktivite i¢in gerekli elementlerden biridir. Bakir eksikliginde
siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin
miktar1 azalmaktadir ve bu durum antioksidan sistemleri olumsuz etkilemektedir

(Velioglu, 2000).

2.5.3.2.3. Antioksidan bitki bilesenleri

Bitkiler, fenolik asitler ve flavonoitler, tokoferoller (E Vitamini), karotenoitler,
askorbik asit (C Vitamini), tanenler, lignanlar ve ligninler gibi temel antioksidanlari
icermektedir. Bunlar Ozellikle bitkilerin yapraklari, cicekleri, govde ve kabuk gibi

odunsu kisimlarinda bulunurlar (Kahkonen vd., 1999).

Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler gida iireticileri ve arastirmacilar arasinda giderek daha fazla ilgi
ceker hale gelmistir. Hem beslenmemizin bir pargasi olmasi hem de antioksidan
ozellikleri sayesinde oksidatif strese bagl ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesindeki rolleri bu
ilginin en biiyiik sebeplerindendir (Manach vd., 2004).

Antioksidanlarin en 6nemlileri polifenoller ve bunlarin tiirevleridir (Sekil 2.8.).

Fenolik bilesikler antioksidan etkilerini farkli mekanizmalarla gosterirler ancak temel
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olarak redoks ozellikleri etkiden sorumludur. Oksijen konsantrasyonunu diisiirebilirler
veya hidroksil radikali, stiperoksit anyon radikali gibi serbest radikal tiirlerini sondiirticii
olarak hareket edebilirler. Radikal siipiiriicii 6zellikleri ile zincir reaksiyonlarinin
baglamasmi Onlerler. Ayrica fenolik bilesiklerin metal selasyon potansiyelleri de

bulunmaktadir (Holloszy ve Coyle, 1984; Rice-Evans vd., 1995; Rice-Evans vd., 1997).

Polifenoller
Flavonoitler Fenolik asitler
L | Flavonoller Flavanoller Hidroksisinnamik
asitler
Kersetin, Katesin, - | -
Kemferol EGCG Ferulik asit,
p-Kumarik
izoflavonoitler Flavonlar
Hidroksibenzoik
Genistein Krisin, .
. asitler
Luteolin
L | Antosiyanidinler Flavononlar Gallik asit,
Ellagik asit
Siyanidin, Hesperidin,
Delfinidin Naringenin

Sekil 2.8. Antioksidan etki gosterebilen bazi polifenoller (Liu, 2004)

Fenolik bilesikler gidalarda; renk, acilik, burukluk, tat, koku gibi 6zelliklere ve
irliniin oksidatif stabilitesine etki etmektedir (Naczk ve Shahidi, 2004). Fenolik
bilesiklerin bitkilerde bulunuslar1 ise daha ¢ok onlar1 doku hasarina karsi korumak
icindir. Bu bilesiklerin antioksidan §zelliklerinden dolay1 kardiyovaskiiler hastaliklar,

kanser, katarakt ve yaslanmaya bagli diger dejeneratif hastaliklardan korunma ve kars1
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koyma ile bitkisel kaynakli gida tiiketimi arasinda 6nemli bir iligki oldugu saptanmistir
(Shahidi, 1996).

Flavonoitler fenolik bilesiklerin en yaygin grubudur. Basit fenoller, fenolik asitler
(benzoik ve sinnamik asitler), kumarinler, stilbenler, hidrolize ve kondense tanenleri,
lignan ve ligninler de diger bitki fenollerini olusturmaktadir (Naczk ve Shahidi, 2004).

Fenolik maddeler suda ¢ozlinen ve ¢oziinmeyenler olarak iki formda bulunurlar.
Suda c¢oziinenler bitki hiicrelerinin i¢ kisimlarinda yer alirken suda ¢oziinmeyenler
(lignin, hidroksi sinnamik asitler) hiicre duvarmin yapisina katilmaktadirlar. Fenolik
maddeler bitkilerin dis tabakasinda i¢ tabakaya oranla daha fazla bulunurlar (Naczk ve
Shahidi, 2004).

Fenolik asitler

Fenolik asitler son yillarda {izerinde ¢ok fazla ¢alisma yapilan fenolik
maddelerdendir. Bu durumda 6zellikle kanser ve koroner kalp hastaliklarindaki rolleri
etkili olmustur (Mattila ve Kumpulainen, 2002). Bu bilesiklerin antioksidan 6zellikleri
sayesinde pek ¢cok hastaliga karsi yararh etkilerinden bahsedilmektedir (Balasundram

vd., 2006).

Fenolik asitler hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asitler (Sekil 2.9.) olarak
smiflandmrilirlar. Fenolik asit tiirevleri bu bilesiklere OH ve -OCHj; gruplarinin

baglanmasiyla olusur (Yildiz ve Baysal, 2003).

Kafeik, p-Kumarik, klorojenik ve ferulik asitler hidroksisinnamik asitlerin en
yaygin tlirevleri olup daha ¢ok kuinik asit veya glukoz ile basit esterler formunda
gidalarda bulunurlar. Hidroksibenzoik asitlerin ise gidalarda bulunusu yaygin olarak
glikozit formunda olup gallik, p-Hidroksibenzoik, vanilik ve protokatesik asitler baslica
cesitleridir (Mattila ve Kumpulainen, 2002; Balasundram vd., 2006).
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5 6
4 1~ COOH 4 —CH= CH—COOH
3 2 3 2
Hidroksibenzoik asitler Hidroksisinnamik asitler

Benzoik asitler 3 4 5 Sinnamik asitler 3 4 5
p-Hidroksibenzoik H OH H p-kumarik H OH H
Pirokate suik OH OH H Kafeik OH OH H
Vanilik H OH CH;0 | Ferulik H OH CH;0
Siringik CH;0 | OH CH;0 | Sinapik CH;0 | OH CH;0
Gallik OH OH OH

Sekil 2.9. Fenolik asitlerin temel yapilar: ve tiirevieri (Shahidi ve Naczk 1995).

Flavonoitler

Flavonoitlerin ¢ogu bitkilerde bulunan polifenolik yapidaki renk pigmentleridir.
Bitkilerden ¢ok fazla sayida flavonoit elde edilmistir ve hepsinin antioksidan aktivite
gosterdigi bilinmektedir (Naczk ve Shahidi, 2004). Flavonoitlerin temel kimyasal yapis1
Sekil 2.10.’da gosterilmistir.

Flavonoitler, kimyasal yapilarina gore alt gruplara ayrilabilirler (Sekil 2.11.)
Bunlar; flavanon, flavonlar, izoflavonoitler, flavanoller, antosiyaninler ve flavonoller
olarak (Madhavi, 1996; Rice-Evans vd., 1996 ; Peterson ve Dwyer, 1998; Ozeng, 2011).

Sekil 2.10. Temel flavonoit yapisi (Ozeng, 2011)

57



Flavonoitlerde 3'-4'dihidroksi yapisi antioksidan aktivite gostermektedir. B
halkasindaki hidroksilasyon durumu antioksidan aktivite icin dnemlidir ve aktiviteyi
giiclendirir. 5' pozisyonunda ilave hidroksil grubu bulunduran robinetin ve mirisetinde
antioksidan aktivite giigliidiir. Naringenin ve hesperidin ise B halkasinda tek hidroksil
grubu tasidigindan gérece daha az antioksidan aktivite gdsterir. izoflavonlarda ise
antioksidan aktivite icin 4' ve 5' pozisyonlarda hidroksil grubu gereklidir (Feredioon
vd., 1992; Cotelle vd., 1992; Rice-Evans vd., 1996). Antioksidan aktiviteyi etkileyen bir
diger ozellik de C halkasindaki 3- hidroksil gruplar1 ve 2-3 ¢ift baglardir (Madhavi,
1996).

CH OH o]

Antosiyanidin Flavanon

Sekil 2.11. Flavonoitlerin temel alt gruplar: (Ozeng, 2011)
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Flavonoitlerin ksantin oksidaz, lipooksijenaz ve siklooksijenaz gibi enzimleri
inhibe etmeleri, baz1 metal iyonlar1 ile selat olusturmalari gibi ¢ok ¢esitli antioksidan
etki mekanizmalar1 vardir. Siiperoksit, lipit peroksil ve hidroksil radikallerini tuttuklari

ve diger antioksidanlarla da etkilestikleri bildirilmistir (Disilvestro, 2001).

Antosiyaninler

Flavonoitlerden olan antosiyaninler dogal renk pigmentleridir ve ¢esitli
mekanizmalarla antioksidan aktivite gostermektedirler. Metal iyonlariyla gelat

olusturmalar1 ve proteinleri baglama 6zellikleri bu mekanizmalardandir (Satué-Garcia

vd., 1997).

Antioksidan  aktivite  antosiyaninlerin  yapilarma gore  degismektedir.
Antosiyaninler aglikon kisim olarak antosiyanidinler ve bunlara bagli seker
gruplarindan olusur. Bu gruplarin yeri ve sayisi aktivite ile yakindan iliskilidir.
Yapilarinda bulunan hidroksil sayisi, B halkasindaki o-dihidroksi yap1, 3' ve 4' karbona
hidroksillerin baglanmas1 antioksidan aktiviteyi artiran ozelliklerdendir. Ozellikle 3.
karbona glikoz bagh olanlarin antioksidan aktivitelerinin daha yiiksek oldugu

bildirilmistir (Zheng ve Wang, 2003).

Karotenoitler

Karotenoitlerin yapisal 6zellikleri sayesinde antioksidan etkiler gostererek
oksidatif strese bagli hasar1 azalttiklar1 bilinmektedir. Ozellikle yapilarmdaki konjuge
cift baglar Onemlidir ve sayilar1 arttikca antioksidan aktivite de artmaktadir.
Karotenoitler serbest radikal olusumunu onleyerek veya olusan reaktif tiirleri inhibe
ederek etki gosterirler (Baysal ve Ersus, 1999). Serbest radikaller tarafindan olusturulan
DNA hasarina kars1 p-karotenin koruyucu etkisi pek c¢ok caligma ile gosterilmistir
(Dembinska-Kiec, 2005). B-karoten (Sekil 2.12.) A-provitamini olarak da bilinir ve
antioksidan dzelliktedir (Ozeng, 2011).
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H,C
HC  CH,

Sekil 2.12. -karotenin yapisi (Ozeng, 2011)

Bir¢ok meyve, sebze, tahillar, baharatlar ve kabuk, kok, yaprak, tohum gibi ¢esitli
bitkisel materyaller antioksidan aktivite agisindan arastirilmistir (Larson, 1988; Rice-
Evans vd., 1995; Ramarathnam vd., 1997; Velioglu vd., 1998).

Cesitli meyve, sebze, c¢ay ve sarapta bulunan polifenolik flavonoitlerin
antioksidan aktivitelerinin degerlendirildigi bir ¢alismada kersetin ve siyanidinin
Troloks’tan daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir (Rice-Evans vd.,
1995).

Aycekirdegi, keten tohumu, bugday tohumu, karabugday ve cesitli meyve ve
sebzeler ve tibbi bitkiler dahil olmak {izere 28 bitki tiiriiniin antioksidan aktivitelerinin
incelendigi bir ¢alismada ayn1 zamanda toplam fenolik bilesen miktar1 ve antioksidan
aktivite arasinda anlaml bir iliski tespit edilmistir (Velioglu vd., 1998).

Urtica dioica L. tiiriiniin sulu ekstraksiyonu ile yapilan bir ¢alismada serbest
radikal temizleme, siliperoksit anyon radikal ve hidrojen peroksit temizleme ve metal
selatlama o6zelliklerine sahip oldugu gosterilmistir. Antioksidan aktivitesi standart
antioksidanlarla karsilastirildiginda oldukga gii¢lii bulunmustur. (Giilgin vd., 2004).

Yapilan baska bir ¢alismada Quercus calliprinos Webb. yaprak ve meyveleri,
Punica granatum L. kabuk kisimlari, Cinchona ledgeriana Moens ex Trimen ve
Juniperus communis L. yapraklarmm yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi tespit
edilmistir (Al-Mustafa ve Al-Thunibat, 2008).

2.6. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri
Antioksidan aktivite antioksidanlarmn ¢ok cesitli kimyasal yapilarina, substratlarin
ozelliklerine, oksidasyon sartlar1 ve agamalarina bagli oldugundan in vitro kosullara

bagli olarak degisiklik gostermektedir (Frankel ve Meyer, 2000). Antioksidan kapasiteyi

Olemek i¢in farkli yontemler gelistirilmistir. Ancak bu yontemlerin hic¢biri antioksidan
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kapasiteyi tiimiiyle yansitmamaktadir. Bu nedenle bitkilerin antioksidan kapasiteleri
belirlenirken tek bir yontem yerine birka¢ farkli yontem kullanilmasinin daha uygun
oldugu diisiiniilmektedir (Wong vd., 2006). Bu yontemler kullanilan kimyasal
reaksiyonlar agisindan baglica iki gruba ayrilirlar:

i) Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT)

i) Tek elektron transferi reaksiyonlarina dayananlar (ET)

HAT esash analiz yontemlerinde ¢ogunlukla yarigmali reaksiyon kinetigi izlenir.
Bu metodlarda peroksil radikali iiretmek amaciyla genellikle sentetik bir radikal
olusturucu kullanilir. Eklenen antioksidanlar peroksil radikallerinin giderilmesi igin
substrat ile yarigmali bir reaksiyon gosterirler (Lopez-Alarcon ve Lissi, 2006).

HAT esasina dayanan yontemlerin mekanizmasi su sekildedir:

ROO+ArOH (fenolik bilesik) —> ROOH+ArO

Hidrojen transferine dayali yontemler antioksidanlarin hidrojen atomu vererek
serbest radikal yakalama kapasitesini Ol¢mektedir (Apak vd., 2007). HAT esash
antioksidan kapasite analiz yontemleri:

a) Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu,

b) ORAC (Oksijen radikalini absorplama kapasitesi) metodu

c) TRAP (Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi/Linoleik asit
oksidasyonunun inhibisyonu) metodu

d) Crocin bleaching deneyleri olarak siralanabilir (Lopez-Alarcon ve Lissi, 2006).

ET esashh analiz yontemleri antioksidan ile reaksiyon sonucu oksidanin
indirgenmesine dayanir. Antioksidanin indirgeme kapasitesine bagli olarak oksidan
maddede indirgenme sonucu renk degisimi gozlenir. ET esash analiz yontemleri:

a) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi

b) (TEAC) Troloks esdegeri antioksidan kapasite tayini

c¢) (FRAP) Ferrik iyonu indirgeme antioksidan giicii tayini

d) Cu (Il) kompleksini oksidan olarak kullanilan “toplam antioksidan potansiyel”
Ol¢lim yontemi

e) DPPH kullanarak “toplam antioksidan potansiyel” dl¢iim yontemi

f) CUPRAC (Bakwr(Il) indirgeyici antioksidan kapasite) yontemi olarak

siralanabilir (Lopez-Alarcon ve Lissi, 2006).
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Bu caligmada kullanilan antioksidan aktivite tayin yontemlerinin prensipleri

asagida aciklanmistir.

2.6.1. Folin-Ciocalteu yontemi ile total fenolik bilesik tayini

Folin-Ciocalteu yontemi kolorimetrik tayin ile bitki ekstrelerinin toplam fenolik
madde miktarmi1 ortaya koymak i¢in kullanilmaktadir. Folin-Ciocalteu reaktifi
fosfomolibdat ve fosfotungstat karisimi bir reaktiftir. Bitki ekstrelerinde ¢oziinmiis
olarak bulunan fenolik maddeler Folin reaktifi ile bazik ortamda renkli kompleksler
olustururlar. (Singleton ve Rossi, 1965).

Folin ((PMoW.11040)™, Molibdo-fosfotungstat) reaktifi 1 elektron alarak Mo(V1),
Mo(V)’e indirgenir ve mavi renkli tiirler olusur.

Mo(VI) (sary) +e ——>  Mo(V) (mavi)

Sodyum karbonatla baziklestirilmis ortammn pH’s1 10 civarindadir. Bazik ortamda
fenolik maddeler yiikseltgenirler. Bu yontemde antioksidan maddeler Folin reaktifinin
calisma pH’sinda protonlarin1 verdiklerinden fizyolojik pH’larda daha disiik
antioksidan kapasite gosterebilirler (Ozeng, 2011).

FCR reaktifi sadece fenolik bilesikler degil 6rnek i¢inde bulunan diger indirgen
maddeler tarafindan da indirgenebilir. Bu nedenle yontemin Ornekteki total fenolik
icerigi tam olarak yansitmadigi daha dogru bir deyisle total indirgeme kapasitesini
olgtiigii diistiniilmektedir (Ikawa vd., 2003). Ancak basit ve tekrarlanabilir bir yontem
oldugundan Folin-Ciocalteu reaktifi ile total fenolik bilesik miktar1 tayini hemen hemen

tiim antioksidan ¢aligmalarinda rutin olarak kullanilan bir yontemdir (Huang vd., 2005).

2.6.2. DPPH serbest radikalini siipiiriicii etki tayini

DPPH (Sekil 2.13.) azot kopriisiinde eslesmemis bir elektrona sahip, ticari olarak
temin edilebilen stabil bir radikaldir (Huang vd., 2005).
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Sekil 2.13. DPPH radikalinin yapisi (Molyneux, 2004)

DPPH radikalinin antioksidanlarin tayininde kullanilabilcegi ilk kez Blois (1958)
tarafindan ortaya atilmistir ve bu metod Brand-Williams ve arkadaslar1 (Brand-Williams
vd., 1995) tarafindan da gelistirilerek sik¢a kullanilan yontemlerden biri olmustur.

DPPH ile radikal siipiiriicii etki tayin yonteminin esasi etanoldeki ¢dzeltisi mor
renkli olan DPPH’nin antioksidan ile indirgenmesi sonucu renginin solmasi ve
reaksiyonun ilerleyisinin spektrofotometre ile izlenmesine dayanir (Frankel ve Meyer,
2000). DPPH’nin antioksidan ile indirgenmesi sonucu sar1 renkli difenilpikrilhidrazin
meydana gelir (Sekil 2.14.). Yontemin sonunda antioksidanin etkinligi 1Csp (etkin
konsantrasyon) degeri ile belirtilir. ICsp, reaksiyon baslangicindaki DPPH derisiminin
%350’sinin azalmasi i¢in gereken antioksidan miktaridir (Brand-Williams vd., 1995).

ICso degerinin diisiik olmasi antioksidanin etkinliginin yiiksek oldugu anlamina gelir.

2 j
03N N—N —> 0g N-—N
Difenilpikrilhidrazil (mor) Difenilpikrilhidrazin (sar1)

Sekil 2.14. DPPH radikalinin indirgenme reaksiyonu (Molyneux, 2004)

DPPH yontemi kolay uygulanabilir bir yontemdir. Ancak antioksidanlarin ¢ogu

DPPH ile yavas reaksiyon vermektedir. Fizyolojik sartlarda cesitli reaktif tiirlerinin
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stipliriilme kapasitesini dogru bir sekilde ifade etmedigi diisiiniilmektedir. Bunun
yanisira DPPH derigiminin reaksiyon siirecini tam olarak yansitmadigi da bilinmektedir

(Huang vd., 2005; Molyneux, 2004).

2.6.3. Toplam flavonoit miktar tayini

Bitki ekstrelerinin toplam flavonoit miktarinimn belirlenmesinde aliiminyum kloriir
(AICI3) kolorimetrik metodu kullanilmaktadir. Bu yontemin esas1 aliiminyum klortir ile
flavonlar ve flavonollerin C-4 keto grubu ve C-3 veya C-5 hidroksil gruplarinin ve
ayrica flavonoitlerin A- veya B- halkalarinin orto-dihidroksil gruplarinin asidik ortamda
kompleks olusturmalaridir. Standart flavonoit madde olarak genellikle kersetin
kullanilmaktadir. Olusan renkli komplekslerin absorbanslar1 lgiilerek toplam flavonoit

miktar1 Kersetin esdegeri cinsinden belirlenir (Chang vd., 2002).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Calismada kullanilan bitkisel materyaller

Bu ¢alismada Boraginaceae familyasina ait A. macrophylla, Fabaceae familyasina
ait S. kotschyana, Liliaceae familyasina ait G. villosa var. villosa, Brassicaceae
familyasina ait E. sintenisianum bitkileri kullanilmistir. Muhtemel lokaliteleri Tiirkiye
Florasi’nin (Davis, 1965; Davis, 1967; Davis, 1970; Davis, 1978; Davis, 1984; Davis,
1988) ilgili cildi taranarak tespit edilen bu bitkilerin toprak istii kisimlari toplanmistir
ve golgede, oda sicakliginda kurutulmus ve teshisleri yine Tiirkiye Florasi’ndaki teshis
anahtarlarma gore yapilmistir. Calismada kullanilan bitkilerin toplanma yeri ve zamani

Tablo 3.1.°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan bitkisel materyallerin toplanma yeri ve zaman

Bitki Toplandig yer, yiikseklik Toplama zamani

Alkanna macrophylla C3, Antalya-Lara Fener alt1 falezler, 20 m 16.03.2018

Sphaerophysa kotschyana B5, Konya-Cihanbeyli Bolluk Golii civari, 05.05.2018
925m

Gagea villosa var. villlosa C4, Konya-Kiziléren Koyii, 1400 m 15.04.2018

Erysimum sintenisianum C5,Nigde-Ulukisla, Pozant1 yolu Meydan 08.05.2018
Yaylas1 Maden Koyii, 1552 m

Polygonum sivasicum B6, Sivas-Ishan Koyii, 1274 m 01.04.2018

3.1.2. Mikroorganizmalar

Antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda kullanilan mikroorganizma suslar1 Sivas
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvar1 Koleksiyonu’ndan
temin edilmistir. Arastirmada Gram negatif bakterilerden Escherichia coli ATCC
25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 70063, Gram pozitif bakterilerden
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212, mantar tiirii
olarak da Candida albicans ATCC 10231 standart suslar1 kullanilmistir.
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3.1.3. Besiyerleri

Mikroorganizmalardan kiiltiirlerin hazirlanmasinda Brain Heart Infusion agar,
disk diflizyon testi i¢in ise Mueller Hinton Agar ve mikrodiliisyon testi i¢in siv1 besiyeri

olarak Tryptic Soy Broth kullanilmistir.

3.1.4. Kullanilan kimyasal maddeler

- 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (Sigma-Aldrich-STBC5115V)
- Miieller Hinton hazir besiyeri (BD-PA-254032.08)
- Tryptic Soy Broth (Merck-105459)

-% 0,45 Saline Soliisyon Ref V1204

-Al(NO3)s (Sigma-Aldrich-237973)

-Askorbik asit (100468.0500 — Merck Millipore)
-Etanol (Merck-1.00983.2511)

-Etil asetat (Merck-1.09623)

-Folin-Ciocalteu reaktifi (109001-Merck Millipore)
-Gallik asit (842649- Merck Millipore)

-KCH3COO (104820- Merck Millipore)

-Kloroform (Merck-1.02445)

-Metanol (Merck-1.06008.2500)

-Na,CO3 (106392-Merck Millipore)

-Quersetin (Sigma-Aldrich-PHL89262)

3.1.5. Kullanilan cihaz ve ekipmanlar

-Bakteriyolojik etiiv, (Niive FN400)

-Biyogiivenlik kabini (Teknomar, Chemocell Lrcx-UV)
-Ciprofloksasin disk (Bioanalyse-170328G)

-Dispenser (Brand)

-Nistatin disk (Bio-Rad-62856)

66



-Rotavapor (Heidolph)

-Steril bos antibiyotik disk (Bioanalyse)

-UV spektrofotometre (SPECTROstar V", BMG LABTECH)
-Vankomisin disk (Bioanalyse-171109E)

-Vorteks (Velp Scientifica- ZX3 Velp Vorteks Tiip Karistirici - 3000 rpm)

3.2. Yontemler

3.2.1. Bitki ekstrelerinin hazirlanmasi

Bitkisel materyallerin kurutulmus toprak iistii kisimlarindan alinan 10’ar g 6rnek,
¢oziicii olarak etil asetat, metanol, etanol, kloroform kullanilarak oda sicakliginda 24
saat siireyle ekstre edilmistir. Bu siirenin sonunda karigimlar siiziilmiis ve sonra kalan
bitki pargaciklarmin iizerine yine ayni miktarlarda ayni ¢déziicliler eklenerek aymi
prosediir bir kez daha tekrarlanmistir. Elde edilen sivi ekstreler toplanmis ve diisiik
basing altinda rotavaporda (< 40°C) ¢oziiciiler ugurulmustur (Gorsel 3.1.). Kalan Kkati

ekstreler deneylerde kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

Gorsel 3.1. Rotavaporda ¢oziiciilerin ugurulmasi
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3.2.2 Antimikrobiyal aktivite tayin cahsmalari

Antimikrobiyal aktivite tayini kantitatif ve kalitatif olmak iizere iki sekilde
yapilmistir. Kalitatif olarak degerlendirme disk diflizyon yontemi ile kantitatif olarak

degerlendirme ise broth (s1v1) mikrodiliisyon yontemi ile yapilmistr.

3.2.2.1. Mikroorganizma kiiltiirlerinin hazirlanis

Bakteri suslar1 37°C’de 24 saat Candida albicans suslar1 ise 27°C’de 48 saat siire
ile stok Kkiiltiirlerden ekimleri yapilarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra tek
diismiis koloniler segilerek inokulumlarin yogunlugu Tryptic Soy Broth i¢inde 0,5
McFarland standart bulanikhigina (yaklasik 1x10° cfu/mL) goére ayarlanarak Mueller
Hinton Agar (MHA)’a inokiile edilmistir.

3.2.2.2. Bitki ekstrelerinden antibiyotik disklerinin hazirlanist

Bitki ekstrelerinin 10 mg/mL konsantrasyonlardaki stoklarmmdan 6 mm ¢apindaki
steril bos antibiyotik disklere 20 uL emdirilerek antibiyogram diskleri hazirlanmistir.
Sadece ¢oziiciilerin emdirildigi diskler negatif kontrol olarak, standart antibiyotik
diskler ise karsilastrma amaciyla pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Gram pozitif
bakteriler igin Vankomisin (30 pg), Gram negatif bakteriler i¢in Siprofloksasin (30 ug),
ve antifungal olarak da Nistatin (30 ug), diskleri kullanilmistr.

3.2.2.3. Disk difiizyon testi

Antimikrobiyal aktivitenin saptanmasi i¢in BauerKirby yontemini temel alarak
EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) tarafindan
gelistirilen standart disk diflizyon yontemi uygulanmistir (Aydemir vd., 2016).
Mikroorganizmalar McFarland 0,5 (10° mikroorganizma/mL)’e gére ayarlanarak
standart bir bulaniklik olusturulduktan sonra Mueller Hinton hazir besiyeri yiizeyine bu
stispansiyondan steril bir ekiivyon yardimiyla alinan inokulum ii¢ yonde yayilmistir.
Bitki ekstrelerinin emdirildigi diskler ve negatif kontrol diskleri ve pozitif kontrol
olarak antibiyotik diskleri steril bir pens yardimiyla agar yiizeyine yerlestirilmistir. Bu

yerlestirme islemi olusacak zonlarin birbiri ilizerine gelmemesi i¢in belli araliklarla
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(diskler arasinda 22 mm, petri kenarindan ise 14 mm uzaklik) yapilmistir. Besiyerleri 24
saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda besiyeri tizerinde olusan
inhibisyon zon cgaplar1 dlglilerek degerlendirme yapilmistir. Her Ornek i¢in Olgtimler

ticer defa tekrarlanmustir (n=3).

3.2.2.4. Broth mikrodiliisyon testi

Disk diflizyon testinde antimikrobiyal aktivite tespit edilen ekstrelerin minimum
inhibitér  konsantrasyonlarimi  belirlemek amaciyla sivi  mikrodiliisyon  testi
uygulanmustir (CLSI, 2010; CLSI, 2012). Sivi besiyeri olarak Tryptic Soy Broth (TSB)
kullanilmistir. Test, 96 kuyucuklu U-tabanli mikroplaklarda uygulanmistir. Disk
diftizyon testinde antimikrobiyal aktivite gozlenen bitki ekstrelerinden 1,6 mg/mL
konsantrasyonda stok soliisyonlar hazirlanmistir. Mikroplagin tiim kuyucuklarma 100
uL besiyeri konulmustur. Hazirlanan bu stok soliisyonlardan 100’er pL ilk kuyucuklara
alinip sonrasinda iki katli 10 seri diliisyon yapilarak 0,8-0,00078125 mg/mL sinirlari
icinde sirayla azalan konsantrasyonlar elde edilmistir (en son 100 pL disar1 atilmustir).
Plaklarda sadece besiyerinden olusan sterilite kontrol kuyucuguna, besiyeri ve
mikroorganizmadan olusan ilireme kontrol kuyucuguna ve besiyeri ve
mikroorganizmaya ilaveten sadece c¢oziiciilerden olusan kontrol kuyucuklarma yer
verilmistir. Mikrodiliisyon plaklarmin semasi ve kuyucuklarin igerdigi konsantrasyonlar

Sekil 3.1.’de gosterilmistir.

I @ " m O O ®» >»

Sekil 3.1. Mikroplak semast, (1) 0,8 mg/mL, (2) 0,4 mg/mL, (3) 0,2 mg/mL, (4) 0,1 mg/mL, (5) 0,05
mg/mL, (6) 0,025 mg/mL, (7) 0,0125 mg/mL, (8) 0,00625 mg/mL, (9) 0,003125 mg/mL, (10) 0,0015625
mg/mL, (11) 0,00078125 mg/mL
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3.2.2.4.1. Hazirlanan mikroplaklara bakteri inokiilasyonu

McFarland 0,5 standarti bulanikliginda hazirlanan inokulumlar 1:200 oraninda
seyreltilerek sterilite kuyucugu disindaki tiim kuyucuklara 100 pL olarak ilave
edilmistir. Mikroplaklarin kapaklar1 kapatilarak 37°C’de 24 saat inkiibasyona
brrakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklardaki bulaniklik degerlendirilmis ve
gozle goriilebilir mikroorganizma gelisiminin inhibe edildigi konsantrasyon minimum
inhibitér konsantrasyon olarak belirlenmistir. Her 6rnek igin {iger tekrar yapilmustir

(n=3).

3.2.3. Antioksidan aktivitenin tayin ¢cahsmalar:

3.2.3.1. 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH ) radikalini siipiiriicii etki tayini

Calismada kullanilan bitki ekstrelerinin serbest radikal siipiiriicti etkileri DPPH
radikali kullanilarak tayin edilmistir (Molyneux, 2004; Wu vd., 2006). DPPH
menekse/mor renkli bir serbest radikaldir ve bir hidrojen aldiginda sar1 renge sahip
difenilpikrilhidrazine doniisiir. Bu yontem 517 nm’de numunelerin DPPH ile
olusturduklar1 rengin Olglilmesine ve standartlar ile karsilastirilmasina dayanir. Bitki
ekstrelerinin bu radikalin menekse/mor rengini giderme yetenekleri ile DPPH serbest

radikalini siipliriicii etkileri 6l¢iilmektedir. (Blois, 1958).

3.2.3.1.1. Kullanilan cozeltilerin hazirlanisi

0,1 mM DPPH ¢ézeltisi: 3,94 mg DPPH tartilmistir, etanol ile ¢oziiliip hacmi 100

mL’ye tamamlanmistir.

Askorbik asit ¢ozeltisi: 4,40 mg askorbik asit 5 mL saf su ile ¢dziilerek 50000
uM’lik askorbik asit standarti elde edilmistir. Bu ¢ozeltiden 25 kat diliisyon ile 200
uM’lik standart elde edilmistir bundan da 7 seri diliisyon yapilarak askorbik asit

konsantrasyonlar1 olusturulmustur.
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Ekstreler: 1000 pg/mL konsantrasyonlarda stok ¢ozeltilerden 96-kuyucuklu
mikrotitrasyon plaklarmin kuyucuklarina sirasiyla 100’er pL aktarimigtir ve her ekstre

kendi ¢oziiciisii ile iki kath 7 seri diliisyon yapilarak seyreltilmistir.

3.2.3.1.2. Deneyin yapilisi

Bu yontemde yapilan pipetlemeler Tablo 3.2.°de gosterilmistir. Pozitif kontrol
olarak hazirlanan askorbik asit ¢6zeltisinin farkli konsantrasyonlari, numune olarak
ekstrelerden hazirlanan farkli konsantrasyonlar, negatif kontrol olarak ekstrelerde
kullanilan ¢oziiciiler ve kor olarak da etanol kullanilmistir. Bunlardan 500’er pL
bulunan tiiplerin kor haric hepsine hazirlanan DPPH ¢6zeltisinden 500°er pL
eklenmistir. Mikroplaklara hazirlanan tiim bu ¢dzeltilerden 200°er pL alinmistir ve 30
dakika stireyle karanlik bir ortamda inkiibasyona birakilmistir. UV absorbans 517
nm’de mikroplate spektrofotometre kullanilarak oda sicakliginda okunmustir. Her 6rnek
icin Olgtimler tiger defa tekrarlanmistir (n=3). Sonuglar, dogal antioksidan olarak
kullanilan askorbik asit ie karsilastirilmistir. Numuneler ve standartlarin radikal
stiptiriicii aktivitesi negatif kontrole oranla % olarak verilmektedir ve %50 inhibisyon
konsantrasyonu degeri asagidaki formiil ile hesaplanmistir. 1Cso degeri DPPH
radikalinin yarisim1 stipiirebilen 6rnek konsantrasyonunu ifade etmektedir. 1Cs

degerinin diisiik olmasi1 antioksidan kapasitesinin yiiksek oldugunu géstermektedir.
hlhibisyon (%) = [(Axontrol — Anumune) /Akontrol] x 100 (3-1)

Axontrol = Kontroliin absorbans, Anumune = NUumMunenin absorbansi

Tablo 3.2. DPPH tayini i¢in deney esnasinda yapilan pipetlemeler

Kontrol Numune Standart
Coziiciiler 500 puL - -
DPPH cozeltisi 500 uL 500 pL 500 pL
Ekstreler (degisik konsantrasyonlarda) - 500 pL -
Standart (degisik konsantrasyonlarda) - - 500 uL
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3.2.3.2. Toplam fenol miktar tayini

Bitki ekstrelerinin toplam polifenol miktari, Lachman ve arkadaslar1 (1998)
tarafindan tarif edilen modifiye edilmis Folin-Ciocalteu metoduna gore
spektrofotometrik olarak belirlenmistir (Horzic vd., 2009).

Metod; fosfotungstik asitin (HsP[W5010]4) bazik ¢ozeltide fosfotungstik mavisine
indirgenmesi esasma dayanmaktadir. Olgiilen absorbans miktari, fenolik gruplarin
sayistyla orantilidir ve toplam polifenol miktarinin ifade edilebilirligi i¢in standart

olarak gallik asit kullanilmaktadir (Horzic vd., 2009).

3.2.3.2.1. Kullanilan cozeltilerin hazirlanist

%20°lik Na,COs ¢ozeltisi: 10 g NapCOj3 tartilmustir, saf su ile ¢oziiliip hacmi 50
mL’ye tamamlanmistir.

1:10 Folin-Ciocalteu reaktifi: 1 mL 2 N Folin-Ciocalteu reaktifi, 9 mL saf su
eklenerek 1:10 oraninda seyreltilmistir. Tayin Oncesi hazirlanarak taze olarak
kullanilmigtir.

Standartlar: 10 mg gallik asit 1 mL saf su ile ¢oziilerek 10000 pg/mL’lik gallik
asit standart1 elde edilmistir. Bundan 1000 pg/mL’lik standart hazirlanarak saf su ile
¢cozilmistir. 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,5625 pg/mL’lik gallik asit
standartlar1 seri diliisyon ile olusturulmustur.

Ekstreler: Ekstrelerden 1000 pg/mL konsantrasyonlarda stok ¢ozeltileri
hazirlanmistir. 1000 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan bitki ekstreleri 1:50 oraninda

seyreltilerek 20 pg/mL konsantrasyonlar olusturulmustur.

3.2.3.2.2. Deneyin yapilisi

Tablo 3.3.’te belirtilen pipetlemeler 96 kuyucuklu mikroplakta yapilmigtir.
Mikroplaklar oda sicakliginda karanlikta 30 dakika inkiibe edilmistir. 700 nm’de
absorbans Olglilmiistiir. Her Ornek icin Ol¢iimler tiger defa tekrarlanmustir (n=3).

Sonuglar gallik asit standart grafiginden yararlanilarak pg/mL olarak hesaplanmistir.
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Tablo 3.3. Toplam polifenolik madde miktar tayini pipetlemeleri

Kor Numune Standart
Coziiciiler 12.5uL -
Ekstreler - 12.5uL
Standart - - 12.5uL
1:10 Folin-Ciocalteu reaktifi 62.5 uL 62.5 uL 62.5 uL
%20’lik Na,CO; ¢ozeltisi 125 uL 125 uL 125 uL

3.2.3.3. Toplam flavonoit miktar tayini

Toplam flavonoit miktar tayini AICl; kolorimetrik metodu kullanilarak
yapilmistir. Standart madde olarak kersetin kullanilmis ve ekstrelerin flavonoit miktari

kersetin esdegeri cinsinden belirlenmistir (Chang vd., 2002).

3.2.3.3.1. Kullanilan cozeltilerin hazirlanisi

%80°lik etanol cozeltisi: 80 mL’lik saf etanoliin hacmi saf su ile 100 mL’ye

tamamlanmuistir.

1 M KCH3COO ¢azeltisi: 2,454 g KCH3COO tartilip saf su ile ¢oziilerek hacmi

25 mL’ye tamamlanmaistir.

%10’luk AI(NO»); cozeltisi: 2,5 g AI(NO3)s tartilip saf su ile ¢oziilerek hacmi 25

mL’ye tamamlanmistir.

Standartlar: 10 mg kersetin 800 pL saf etanol ile ¢6ziilerek hacmi saf su ile 1000
pL’ye tamamlanmistir ve boylelikle 10000 pg/mL’lik kersetin standarti elde edilmistir.
Bu ana stoktan 1:10 diliisyon ile 1000 ng/mL’lik standart hazirlanarak %80’lik etanol
ile ¢oziilmiis ve 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 ve 1,5625 pg/mL’lik kersetin standartlar1

seri dillisyon ile olusturulmustur.

Ekstreler: 1000 pg/mL konsantrasyonlarda stok ¢ozeltilerden 1:20 oraninda
seyreltilerek 50 pg/mL konsantrasyonlar olusturulmustur.
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3.2.3.3.2. Deneyin yapilisi

Hazirlanan bitki ekstrelerinin toplam flavonoit igeriklerini belirlemek amaciyla 96
kuyucuklu mikroplakta yapilan pipetlemeler Tablo 3.4.’te gosterilmistir. Pipetlemeler
sonras1 mikroplate oda sicakliginda, karanlikta 40 dakika inkiibe edilmistir. 415 nm’de
mikroplate okuyucuda absorbanslar Ol¢lilmistiir. Her 6rnek igin Olgiimler iiger defa
tekrarlanmistir (n=3). Sonuglar kersetin standart grafiginden yararlanilarak pg/mL

olarak hesaplanmistir.

Tablo 3.4. Toplam flavonoit miktar tayini pipetlemeleri

Kor Numune Standart
Etanol 20 pL - -
Ekstreler - 20 uL -
Standart - - 20 uL
%80’lik etanol 172 pL 172 pL 172 uL
%10’luk AI(NO3); s 4L 4L
1 M KCH;COO 4 uL 4 uL 4 uL
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4. BULGULAR VE YORUM

4.1 Antimikrobiyal Aktivite Sonug¢lar

4.1.1 Antimikrobiyal aktivitenin kalitatif yonden degerlendirilmesi ve disk
difiizyon testi sonuclar

5 bitki tiirtinden 4 farkli ¢oziicti kullanilarak hazirlanan 20 ekstrenin 4 bakteri ve
bir mantar tiriine kars:t iireme inhibisyon sonuglari disk difiizyon testi yapilarak
degerlendirilmistir. E. faecalis susuna karsi S. kotschyana etanollii ekstresi ve E.
sintenisianum metanollii ekstresi, S. aureus susuna kars: E. sintenisianum etil asetat
ekstresi ve G. villosa var. villosa kloroform ekstresi ve A. macrophylla metanol ekstresi,
E. coli susuna kars1 E. sintenisianum metanollii ekstresi, K. pneumoniae susuna kars1 S.
kotschyana etanollii ekstresi ve E. sintenisianum etil asetat ekstresi, C. albicans’a karsi
ise E. sintenisianum metanolli ekstresi inhibisyon zonu olusturmuslardir (Gorsel 4.1-
4.6). Disklerin etrafinda inhibisyon zonunun olusmasi bu ekstrelerin mikroorganizma
iiremesini durdurdugunu gostermektedir. Diger ekstrelerde higbir mikroorganizmaya

kars1 inhibisyon zonu goriilmemistir. Bu ekstreler mikroorganizma iiremesine etki

etmemistir.

Gorsel 4.1. Enterococcus faecalis ekilmis Gorsel 4.2. Staphylococcus aureus ekilmis

kiiltiirde inhibisyon zonlar kiiltiirde inhibisyon zonlar

(12 Nolu ekstre)

75



Gorsel 4.3. Staphylococcus aureus ekilmis Gorsel 4.4. Escherichia coli ekilmig

kiiltiirde inhibisyon zonlar inhibisyon zonlar

(18, 21 No’'lu ekstreler)

Gorsel 4.5. Klebsiella pneumoniae ekilmis Gorsel 4.6. Candida albicans ekilmis kiiltiirde

inhibisyon zonlar kiiltiirde inhibisyon zonlar

Bitki ekstrelerinden 5 tanesinin en az bir mikroorganizmaya etkili oldugu
goriilmiistiir. 15 ekstrenin ise incelenen mikroorganizma tiirlerine karsi etkisiz oldugu
bulunmustur. Bitki ekstrelerinden 3 tanesinin birden fazla sayida mikroorganizmaya

kars1 antimikrobiyal aktivitesi saptanmistir.

Bitki ekstreleri tarafindan iiremeleri inhibe edilen mikroorganizma sayisi dikkate
alindiginda en genis antimikrobiyal etki spektrumu E. sintenisianum metanollii
ekstresinde goriilmiistiir. Bu ekstre Gram pozitif bakterilerden E. faecalis’e, Gram
negatif bakterilerden E. coli’ye ve mantar tiirii C. albicans’a karsi etki gostermistir.
Ayni bitkinin etil asetath ekstresi de S. aureus ve K. pneumoniae’ye etki gosterdiginden

bu bitkinin ¢aligmada kullanilan tiim mikroorganizmalara etkili oldugu goriilmiistiir.
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S. kotschyana bitkisinin sadece metanollii ekstresinde etki goriilmiistiir ve bu etki
E. faecalis ve K. pneumoniae tiirlerine kars1 olmustur. G. villosa var. villosa sadece S.
aureus tiriine karsi etkili olmustur. Bu etki de sadece kloroformlu ekstresinde
goriilmiistiir. A. macrophylla bitkisi de sadece S. aureus tiiriine kars1 etkili olmustur. Bu
etki metanollii ekstresinde goriilmistiir. P. sivasicum bitkisinden elde edilen ekstreler
hi¢bir mikroorganizmaya etkili olmamustur.

Uremeleri inhibe edilen mikroorganizma sayis1 dikkate alindiginda en ¢ok
metanollii ekstrelerde etki gortilmiistiir. Etanollii iki ekstre, etil asetath iki ekstre,
kloroformlu bir ekstre mikroorganizmalara etkili olmustur.

Uygulanan bitki ekstrelerine kars1 en duyarli mikroorganizma 3 ekstre tarafindan
da inhibe edilebilen S. aureus’tur. E. coli ve C. albicans sadece birer ekstre tarafindan

inhibe edilirken E. faecalis ve K. pneumoniae ikiser ekstre tarafindan inhibe edilmistir.

4.1.2 Antimikrobiyal aktivitenin kantitatif yonden degerlendirilmesi

4.1.2.1. Inhibisyon zon caplarinin slciilmesi

Disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivite deneyinde disklerin etrafinda
iireme olmayan kisimlarim zon ¢aplar1 cetvel yardimiyla 6l¢lilmiistiir ve Tablo 4.1.’de

mm cinsinden verilmistir.

Standart olarak kullanilan antibiyotik disklerinden Vankomisin E. faecalis ve S.
aureus’a kars1 smasiyla 17,5 mm ve 20 mm inhibisyon zon ¢ap1 gostermistir.
Siprofloksasin E. coli’ye kars1 25 mm, K. pneumoniae’ye karst 15 mm inhibisyon zon
cap1 olusturmustur. Nistatin ise C. albicans’a karsi 15 mm zon ¢ap1 géstermistir.

En biiyiik inhibisyon zonu C.albicans’a karsi E. sintenisianum metanolli
ekstresinde goriilmiis olup 22 mm’dir. Standart antifungal disk olarak kullanilan
Nistatine gore (15 mm) daha genis zon ¢ap1 goriilmiistiir.

S. kotschyana etanollii ekstresi E. faecalis’e karsi Vankomisine yakin bir
inhibisyon zonu gostermistir. A. macrophylla metanollii ekstresi S. aureus’a karsi
Vankomisine yakin inhibisyon zonu gostermistir. E. sintenisianum etil asetatli ekstresi

K. pneumoniae’ye karsit Siprofloksasine yakin inhibisyon zonu olusturmustur. E.
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sintenisianum metanolli ekstresi ve G. villosa var. villosa kloroformlu ekstresi kontrol

grubu antibiyotiklere oranla diisiik inhibisyon zon ¢ap1 olusturmuslardir.

S. aureus’a etki gosteren ii¢ ekstre iginde en yliksek inhibisyon zon c¢apini
olusturan A. macrophylla metanollii ekstresidir (17,5 mm). Daha sonra E. sintenisianum
etil asetath ekstresi gelmektedir (10 mm). Bu mikroorganizmaya en diisiik inhibisyon
zonunu G. villosa var. villosa kloroformlu ekstresi meydana getirmistir (8 mm).

Vankomisinin olusturdugu zon ¢api ise hepsinden yiiksek olup 20 mm’dir.

E. faecalis’e kars1 S. kotschyana etanollii ekstresi (15 mm) E. sintenisianum
metanollii ekstresine gore (8 mm) daha yiiksek zon ¢api olusturmustur. Ancak

Vankomisin zon ¢ap1 iki ekstreden de yiiksektir (17,5 mm).

K. pneumoniae’ye kars1 etki gosteren E. sintenisianum etil asetatl ekstresi 9 mm
zon c¢ap1 verirken, S. kotschyana etanollii ekstresi 12 mm inhibisyon zonu

olugturmustur. Ancak ikisi de Siprofloksasin zon ¢apindan (15 mm) distiktiir.

E. sintenisianum metanollii ekstresi E. coli’ye kars1 Siprofloksasinden diisiik zon

cap1 olusturmustur.

Sadece ¢oziiciilerin mikroorganizmalar {izerindeki etkisinin incelendigi kontrol

disklerinde inhibisyon zon ¢ap1 goriilmemistir.

4.1.2.2. Mikrodiliisyon testi sonuglari

Antimikrobiyal aktivitesi disk diflizyon yontemi ile tespit edilen 5 ekstrenin farkl
konsantrasyonlar1 etkili olduklar1 mikroorganizmalar {izerinde mikrodiliisyon yontemi
ile denenmistir (Gorsel 4.7. ve 4.8.). Mikroplaklarda bulaniklik olmayan tiipler
degerlendirilmis ve goézle goriilebilir mikroorganizma gelisiminin inhibe edildigi
konsantrasyonlar Tablo 4.2.’de gosterildigi gibi minimum inhibitér konsantrasyon
olarak belirlenmigtir. Mikroorganizma iireme kontrol kuyucugunda iireme oldugu,
besiyeri kontrol kuyucugunda iireme olmadigi tespit edilmistir. Sadece coziiclilerin
mikroorganizmalar iizerindeki etkisinin incelendigi kontrol kuyucuklarmda inhibisyon

goriilmemistir.
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Tablo 4.1. Bitki ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri

Antimikrobiyal aktivite inhibisyon zonlar

(mm)

Bitki Cozici Ekstre no Ef Sa Ec Kp Ca
P. sivasicum Metanol 1 - - - - -
Etil asetat 2 - - - - -
Kloroform 3 - - - - -
Etanol 4 - - - - -
S. kotschyana Metanol 6 - - - - -
Etil asetat 7 - - - - -
Kloroform 8 - - - - -
Etanol 9 15 - - 12 -
E. sintenisianum Metanol 11 7,5 - 12 - 22
Etil asetat 12 - 10 - 9 -
Kloroform 13 - - - - -
Etanol 14 - £ - - -
G. villosa var. villosa  Metanol 16 - - - - -
Etil asetat 17 - - - h -
Kloroform 18 - 8 - - -
Etanol 19 - - - - -
A. macrophylla Metanol 21 - 17,5 - - -
Etil asetat 22 - - - - -
Kloroform 23 - - - - -
Etanol 24 - - - - -
Vankomisin 17,5 20
Siprofloksasin 25 15
Nistatin 15

Ef: Enterococcus faecalis

Kp: Klebsiella pneumoniae

Sa: Staphylococcus aureus

Ca: Candida albicans
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Gorsel 4.7. Mikrodiliisyon testi sonucu kuyucuklarin gortiniisii (Mikroplak 1), (A) E. faecalis
susuna kars1 9 nolu ekstre, (B) E. faecalis susuna kars1 11 nolu ekstre, (C) S. aureus susuna karst 21 nolu
ekstre, (D) S. aureus susuna karsi 18 nolu ekstre, (E) E. coli susuna karsi 11 nolu ekstre, (F) K.

pneumoniae susuna kars1 9 nolu ekstre, (G) K. pneumoniae susuna karsi 12 nolu ekstre.
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Gorsel 4.8. Mikrodiliisyon testi sonucu kuyucuklarin goriiniisii (Mikroplak 2), (A) C. albicans
susuna karsi 11 nolu ekstre, (B) S. aureus susuna karsi 12 nolu ekstre.

0,2 mg/mL konsantrasyon ile en diisik MIC degerine sahip, ayn1 zamanda
Vankomisin’e yakin yiiksek inhibisyon ¢ap1 olusturan bitki E. faecalis’e karsi S.
kotschyana olmustur.

E. sintenisianum etil asetath ekstresi ile G. villosa var. villosa kloroformlu

ekstresinin S. aureus’a karsi sirastyla 10 mm ve 8 mm inhibisyon zonu olusturmalarina
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karsin MIC degeri saptanmasinda kullanilan baslangi¢c konsantrasyonu 0,8 mg/mL de

bile mikroorganizma iiremesini inhibe edemedikleri gézlenmistir.

Tablo 4.2. Antimikrobiyal aktivitesi saptanan ekstrelerinin minimum inhibitor konsantrasyon diizeyi

Minimum inhibitoér konsantrasyon
(MIC) (mg/mL)

Bitki Cozici Ekstre no Ef Sa Ec Kp Ca
S. kotschyana Etanol 9 0,2 0,4
E. sintenisianum Metanol 11 0,4 0,4 0,8
E. sintenisianum Etil asetat 12 - 0,8
G. villosa var. villosa  Kloroform 18 -
A. macrophylla Metanol 21 0,4
Ef: Enterococcus faecalis Sa: Staphylococcus aureus Ec: Escherichia coli
Kp: Klebsiella pneumoniae Ca: Candida albicans

4.2. Antioksidan Aktivite Tayinine Ait Sonug¢lar

4.2.1. 1,1-Difenil-2- pikrilhidrazil (DPPH ¢) radikalini siipiiriicii etki tayini
sonuclar

DPPH radikali ile antioksidan maddelerin reaksiyonu sonucu hidrojenin
baglanmasi ile serbest radikal ortamdan siipiiriilmekte ve bu durum da absorbansin
diismesine neden olmaktadir. Dolayisiyla numune ve DPPH karigiminin absorbansinin
diisiik olmas1 numunenin serbest radikal giderici aktivitesinin yiiksek oldugunu gosterir.
Mor renkli DPPH ¢ozeltisinin sar1 renge dOniismesi antioksidan tarafindan

indirgendigini gostermektedir (Gorsel 4.9. ve 4.10.).
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Gorsel 4.9. DPPH testi sonucu ¢ozeltilerin Gorsel 4.10. DPPH testi sonucu olusan renk

goriintisii degisimleri
Calismamizda standart madde olarak askorbik asit kullanilmistir. Askorbik asitin
ve bitki ekstrelerinin DPPH serbest radikalini siipiiriicii etkileri konsantrasyona karst %

inhibisyon grafikleri ile gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Askorbik asit standartinin DPPH radikalini siipiiriicii etkisi

Tablo 4.3. Askorbik asit konsantrasyonlaruun 517 nm’deki absorbanslart ve inhibisyon yiizdeleri

Konsantrasyon (ug/mL) Absorbans % Inhibisyon
200 0,050 84,47
100 0,080 75,16
50 0,113 64,91
25 0,154 52,17
12,5 0,183 43,17
6,25 0,221 31,21
3,125 0,257 20,19
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Sekil 4.2. Polygonum sivasicum ekstrelerinin DPPH radikalini siipiiriicii etkileri

Tablo 4.4. P. sivasicum ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarimin % inhibisyon degerleri

P. sivasicum Ekstrelerinin % Inhibisyonu

Konsantrasyon (ug/mL) Metanol Etil asetat  Kloroform Etanol
500 79,611 94,58 86,12 78,14

250 75,08 91,08 73,97 69,76

125 70,55 82,32 60,50 61,38

62,5 62,94 71,40 49,60 55,69

31,25 56,31 58,99 28,98 51,35

15,625 49,68 53,34 9,68 46,10

7,8125 46,12 29,64 1,15 37,72
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Sekil 4.3. Sphaeropysa kotschyana ekstrelerinin DPPH radikalini szipiiriicii etkileri

Tablo 4.5. S. kotschyana ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin % inhibisyon degerleri

S. kotschyana Ekstrelerinin % inhibisyonu

Konsantrasyon (ug/mL) Metanol Etil asetat Kloroform Etanol
500 81,23 76,45 90,14 71,86

250 75,73 72,07 79,80 58,08

125 69,74 63,74 68,48 50,30

62,5 60,68 53,05 58,97 41,62

31,25 53,56 43,54 34,33 36,68

15,625 38,67 37,44 15,58 26,65

7,8125 22,65 14,64 3,51 21,86
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Sekil 4.4. Erysimum sintenisianum ekstrelerinin DPPH radikalini siipiiriicii etkileri

Tablo 4.6. E. sintenisianum ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarimin % inhibisyon degerleri

E. sintenisianum Ekstrelerinin % Inhibisyonu

Konsantrasyon (ug/mL  Metanol Etil asetat Kloroform Etanol
500 87,70 82,62 72,79 75,75

250 80,91 78,31 67,30 69,16

125 75,40 69,54 61,33 57,19

62,5 65,70 61,37 54,39 46,71

31,25 53,40 46,58 49,74 30,54
15,625 40,78 40,19 45,85 22,16
7,8125 32,69 23,18 35,93 12,28
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Sekil 4.5. Gagea villosa var. villosa ekstrelerinin DPPH radikalini stipiiriicii etkileri

Tablo 4.7. G. villosa var. villosa ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin % inhibisyon degerleri

G. villosa var. villosa Ekstrelerinin % Inhibisyonu

Konsantrasyon (ug/mL) Metanol Etil asetat Kloroform Etanol
500 80,26 82,84 72,65 71,86

250 72,17 78,60 67,09 62,87

125 65,70 74,74 63,24 57,78

62,5 57,93 70,51 54,95 47,31

31,25 49,19 66,94 52,03 41,47

15,625 41,10 60,92 47,73 32,04

7,8125 29,13 58,10 37,52 29,79
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Sekil 4.6. Alkanna macrophylla ekstrelerinin DPPH radikalini séipiiriicii etkileri

Tablo 4.8. A. macrophylla ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinin % inhibisyon degerleri

A. macrophylla Ekstrelerinin % inhibisyonu

Konsantrasyon (ug/mL) Metanol Etil asetat Kloroform Etanol
500 77,02 82,10 77,82 70,36

250 68,51 78,45 70,22 61,98

125 60,84 72,66 64,53 52,40

62,5 52,10 67,76 58,35 44,01

31,25 38,83 61,29 51,41 36,53

15,625 31,61 57,58 45,37 26,65

7,8125 22,98 53,57 41,27 18,86

Bitki ekstrelerinin DPPH serbest radikalinin yarisini siipiiren konsantrasyonlari
(ICs0) Tablo 4.9. ve Sekil 4.7.°de gosterilmistir. DPPH radikalinin yarisinin
stptiriildiigiinii gosteren 1Csp degerinin diisiik olmasi antioksidan kapasitenin giiclii
oldugunu gosterir. Standart madde olarak kullanilan askorbik asitin 1Csq degeri 20,57
pg/mL olarak bulunmustur. Calismamizda kullanilan bitki ekstrelerinin ICso degerleri
standart madde askorbik asit ile karsilastirildiginda daha diisik 1Csp degerine sahip
ekstreler sirasiyla G. villosa var. villosa (etil asetat) < A. macrophylla (etil asetat) < P.
sivasicum (metanol) < P. sivasicum (etil asetat) < askorbik asit seklindedir. Bu
ekstrelerin digindaki tiim bitki ekstreleri askorbik asitten daha yiiksek 1Cso degerine

sahiptirler ve dolayistyla daha diisiik serbest radikal siipiiriicli kapasitesi gdstermislerdir.
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DPPH serbest radikal siipiiriicii kapasite en yiiksek ekstre 2,1511 pg/mL ICsg
degeri ile G. villosa var. villosa bitkisinin etil asetatl ekstresi, en diisiik ekstre 105,7608
ug/mL ICs degeri ile S. kotschyana etanollii ekstresidir.

Tablo 4.9. Bitki ekstrelerinin 1Csy (ug/mL) degerleri

Bitki Coziicii 1Cs (ng/mL)
P. sivasicum Metanol 13,78
Etil asetat 18,08
Kloroform 81,64
Etanol 28,69
S. kotschyana Metanol 36,25
Etil asetat 55,97
Kloroform 62,16
Etanol 105,76
E. sintenisianum Metanol 25,47
Etil asetat 37,25
Kloroform 33,39
Etanol 86,33
G. villosa var. villosa Metanol 36,20
Etil asetat 2,15
Kloroform 27,89
Etanol 68,62
A. macrophylla Metanol 61,23
Etil asetat 5,30
Kloroform 24,23
Etanol 98,15
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Sekil 4.7. Bitki ekstrelerinin ve askorbik asitin 1Csy (ug/mL) degerlerinin karsilastirilmasi

4.2.2. Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenol miktar tayini sonuclari

Toplam fenolik bilesik miktar tayininde reaktif olarak Folin-Ciocalteu reaktifi
standart olarak ise en ¢ok kullanilan gallik asit kullanilmistir. Gallik asit standartinin
konsantrasyona karsi absorbans grafigi Sekil 4.8.’de gosterilmistir. Bu grafikten elde
edilen esitlik kullanilarak bitki ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlar1 gallik asite

esdeger olarak verilmistir.

Gorsel 4.11. Toplam fenolik madde testi sonrasi mikroplaktaki ¢ozeltilerin goriiniisii
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Sekil 4.8. Gallik asit kalibrasyon egrisi

Gallik asit standart grafiginden elde edilen dogrunun denklemi :

Absorbans= 0,0009 x toplam fenolik bilesik miktar1 (GAE) + 0,0368 (4.2

kullanilarak bitki ekstrelerinin 20 png/mL konsantrasyondaki 6rneklerinin toplam fenolik

madde miktar1 gallik asit esdegeri olarak hesaplanmistir (Sekil 4.9. ve Tablo 4.10.).

1.000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

(mg GAE/Q)

Metanol
Etil asetat
Kloroform

Etanol

Metanol
Etil asetat
Kloroform

Etanol

Metanol
Etil asetat
Kloroform

Etanol

Metanol
Etil asetat
Kloroform

Etanol

Metanol
Etil asetat
Kloroform

Etanol

P.sivasicum  S. kotschyana E. sintenisianum G. villosavar. A. macrophylla
villosa

Sekil 4.9. Bitki ekstrelerinin gallik asite esdeger (mg/g) toplam fenolik madde miktar:
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Tablo 4.10. Bitki ekstrelerinin 700 nm’de gallik asite esdeger konsantrasyonlart

Bitki Coziicii Absorbans GAE(mg/g)
P. sivasicum Metanol 0,491 504,11
Etil asetat 0,193 174,00
Kloroform 0,113 84,11
Etanol 0,046 9,67
S. kotschyana Metanol 0,549 568,56
Etil asetat 0,268 257,33
Kloroform 0,092 60,78
Etanol 0,864 918,56
E. sintenisianum Metanol 0,405 408,56
Etil asetat 0,400 404,00
Kloroform 0,099 68,56
Etanol 0,526 543,00
G. villosa var. villosa Metanol 0,382 383,00
Etil asetat 0,363 362,89
Kloroform 0,054 18,56
Etanol 0,332 327,44
A. macrophylla Metanol 0,221 204,11
Etil asetat 0,253 240,67
Kloroform 0,065 30,78
Etanol 0,538 556,33

Bu sonuglara gore incelenen bitki tiirleri icerisinde en fazla fenolik madde
bulunduran ekstrenin S. kotschyana tiiriiniin etanollii ekstresi (918,56 mg GAE/Q), en az
fenolik madde miktar1 olan ekstrenin ise P. sivasicum tiiriiniin etanollii ekstresi (9,67
mg GAE/g) oldugu belirlenmistir. S. kotschyana, E. sintenisianum ve A.
macrophylla’nin tiim ekstreleri igerisinde en az fenolik madde iceren ekstrelerinin

¢oziicii olarak kloroform kullanilan ekstreler oldugu goriilmiistiir.

4.2.3. Toplam flavonoit miktar tayini sonuclari

Toplam flavonoit miktar tayininde ekstrelerin flavonoit miktar1 kersetin esdegeri

(mg QE/g) olarak verilmistir. Kersetin kalibrasyon grafiginden (Sekil 4.10.)
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yararlanilarak belirlenen flavonoit miktarlar1 Tablo 4.11.°de ve Sekil 4.11.°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Kersetin kalibrasyon grafigi

Kersetin standart grafiginden elde edilen dogrunun denklemi :
Absorbans= 0,0021xtoplam flavonoit miktar1 (QE)+0,0015 4.2)

kullanilarak bitki ekstrelerinin 50 pg/mL konsantrasyondaki orneklerinin toplam

flavonoit miktar1 kersetin esdegeri olarak hesaplanmustir.

Elde edilen sonuglara gore calismamizda kullanilan bitki ekstrelerinin toplam
flavonoit miktarlar1 Kersetin esdegeri olarak 6,19 mg/g (E. sintenisianum etil asetath
ekstresi) ile 68,57 mg/g (P. sivasicum kloroformlu ekstresi) araliginda degismektedir.
Genel olarak kloroformlu ekstrelerin flavonoit miktarlari ayni bitkinin diger ¢oziiciilerle

hazirlanan ekstrelerinden daha yiiksek bulunmustur.

Gorsel 4.12. Toplam flavonoit testi yapilan mikroplagin reaksiyon sonrasi goriinii
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Tablo 4.11. Bitki ekstrelerinin 415 nm’ de Kersetine esdeger konsantrasyonlart

Bitki Coziicii Absorbans QE(mg/g)
P. sivasicum Metanol 0,0540 25,00
Etil asetat 0,1035 48,57
Kloroform 0,1455 68,57
Etanol 0,0210 9,29
S. kotschyana Metanol 0,0475 21,90
Etil asetat 0,0270 12,14
Kloroform 0,0205 9,05
Etanol 0,0200 8,81
E. sintenisianum Metanol 0,0570 26,43
Etil asetat 0,0145 6,19
Kloroform 0,1135 53,33
Etanol 0,0350 15,95
G. villosa var. villosa Metanol 0,0705 32,86
Etil asetat 0,0265 11,90
Kloroform 0,0330 15,00
Etanol 0,0180 7,86
A. macrophylla Metanol 0,0175 7,62
Etil asetat 0,0320 14,52
Kloroform 0,0475 21,90
Etanol 0,0225 10,00
80,00
70,00
60,00
— 50,00
b0
w 40,00
?,,30,00
£ 20,00 -
w0 HHE - il
S %8 €§£ § © 8 &€ § © %8 £ © © ® &£ © © ® & T
S $ 8 85588 S 5388558855y 8 s
¥ S Q9 W 9w 8- Q9 W YW T 9 w w ST Q9 w w T QO w
S = 8 S = 8 S = 8 = = 8 = = 8
o £ o < o = o = o %

P. sivasicum S. kotschyana  E. sintenisianum  G. villosa var. ~ A. macrophylla
villosa

Sekil 4.11. Bitki ekstrelerinin kersetine esdeger (mg/g) toplam flavonoit miktarlar

Ekstrelerin toplam fenolik ve flavonoit miktarlar1 arasindaki karsilastirmalar
Tablo 4.12. ve Sekil 4.12.’de verilmistir.
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Tablo 4.12. Bitki ekstrelerinin toplam fenolik ve flavonoit madde miktarlar:

Bitki Coziicii GAE (mg/g) QE (mg/g)
P. sivasicum Metanol 504,11 25,00
Etil asetat 174,00 48,57
Kloroform 84,11 68,57
Etanol 9,67 9,29
S. kotschyana Metanol 568,56 21,90
Etil asetat 257,33 12,14
Kloroform 60,78 9,05
Etanol 918,56 8,81
E. sintenisianum Metanol 408,56 26,43
Etil asetat 404,00 6,19
Kloroform 68,56 53,33
Etanol 543,00 15,95
G. villosa var. villosa Metanol 383,00 32,86
Etil asetat 362,89 11,90
Kloroform 18,56 15,00
Etanol 327,44 7,86
A. macrophylla Metanol 204,11 7,62
Etil asetat 240,67 14,52
Kloroform 30,78 21,90
Etanol 556,33 10,00
1.000,00
900,00
800,00
700,00
600,00
500,00 -
400,00 -
300,00 -
200,00 -
100,00 -
S 5 £ 3 ¢ 3 £E S 85 T £E T & 5 &£ & & 3 E ©
S $ & 5538 558855885598 s
§ S QO w § S g w § S g w § S g w § S g w
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QE(me/g) P. sivasicum  S. kotschyana

E. sintenisianum G. villosa var.

villosa

A. macrophylla

Sekil 4.12. Bitki ekstrelerinin toplam fenolik madde ve flavonoit igerikierinin karsilastiriimast
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Buna gore P. sivasicum etanollii ekstresinin fenolik madde miktarinin tamamina
yakim bir kismini (%96,07) flavonoitler olusturmaktadir. Bu ekstre flavonoit miktarinin
fenolik maddeye oranla en yiiksek oldugu ekstredir. S. kotschyana etanollii ekstresi ise
fenolik madde miktarina oranla flavonoit miktar: en diisiik olan ekstredir ve flavonoit

miktar1 fenolik madde miktarmin %0,96’smi1 olusturmaktadir.
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5. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

Antimikrobiyal direncinin kiiresel 0Olgekte artmasi arastirmacilari alternatif
antimikrobiyal tedaviler i¢in yeni ve etkili stratejiler gelistirmeye zorlamistir. Bunun
sonucunda tibbi bitkiler ve bilesenleri bu arastirmalar i¢in en 6nemli odak noktalarindan
biri olmustur. Coklu ila¢ direncine sahip mikroorganizmalar tedavinin etkinligini
onemli dl¢lide azaltmaktadir. Antimikrobiyal ajanlar arasindaki kombinasyonlar bu tip
mikroorganizmalara karst umut verici olmus ve yaygin olarak kullanilmaya
baslanmistir. Bitkiler sekonder metabolitleri ve bilesenlerinin sayica fazlaligi, kompleks
etki mekanizmalar1 ve ¢ok yonlii tedavi edici 6zellikleri ile bu kombinasyonlar igin

yiiksek bir terapotik potansiyel barindirmaktadir (Rai ve Kon, 2013).

Bu galismada Tiirkiye’de dogal olarak yetisen ve farkh illerden toplanan 3’i
endemik 5 bitki tiiriiniin (P. sivasicum, S. kotschyana, E. sintenisianum, G. villosa var.
villosa, A. macrophylla) metanol, etanol, etil asetat ve kloroform kullanilarak hazirlanan
ekstrelerinin antimikrobiyal etkinlikleri ve konsantrasyona bagh aktivite diizeyleri
incelenmistir. Iki adet Gram negatif basil (K. pneumoniae, E. coli), iki adet Gram pozitif
kok (S. aureus, E. faecalis) ve bir adet Gram pozitif mantar (C. albicans) olmak iizere
bes adet mikroorganizma susu kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite tayini i¢in disk

difiizyon yontemi ve broth mikrodiliisyon yontemleri kullanilmistir.

Calismamizda kullanilan P. sivasicum tiiriiniin literatiirde antimikrobiyal aktivite
caligmalarina rastlanilmamustir. P. cognatum tiiriiniin eter, etanol ve sicak su ekstreleri
ile yapilan bir ¢alismada, bitkinin eter ve etanollii ekstreleri S. aureus ve B. subtilis
bakterilerine karsi antibakteriyel aktivite gostermis, fakat sulu ekstresi antimikrobiyal
aktivite gostermemistir (Yildirim vd., 2003). P. aviculare tiiriiniin gévde ve yaprak
ekstreleri ile yapilan bir ¢alismada iglerinde E. coli ve S. aureus’un da bulundugu Gram
negatif ve Gram pozitif ¢esitli bakterilere kars1 antibakteriyel aktivite tespit edilmis
fakat C. albicans’a kars1 antifungal etki goriilmemistir. Ekstrelerin MIC degerlerinin 1
mg/mL ile 20 mg/mL arasinda degistigi ve kloroformlu ekstrelerin su, etanol ve aseton
ekstrelerine gore daha yiiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Marraiki, 2010).
Calismamizda P. sivasicum tiiriinden elde edilen ekstrelerin higbiri kullandigimiz

konsantrasyonlarda mikroorganizmalara karst etki gostermemistir. Disk difiizyon
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yonteminde bu bitkiye ait ekstreler hi¢cbir mikroorganizmaya karsi inhibisyon zonu

olusturmamustir.

Calismamizda kullandigimiz S. kotschyana tiiriiniin etanollii ekstresi Gram pozitif
bakterilerden E. faecalis’e, Gram negatif bakterilerden K. pneumoniae’ye karsi
antimikrobiyal etkinlik gostermistir. MIC degerleri E. faecalis i¢in 0,2 mg/mL, K.
pneumoniae i¢in 0,4 mg/mL olarak belirlenmistir. C. albicans’a karsi ise etki
gostermemistir. Bitkinin diger ekstrelerinde mikroorganizmalarin higbirine kars1
aktivite gorilmemistir. Etanollii ekstrede standart antibiyotiklere yakin bir aktivite
goriilmiistiir. Vankomisin E. faecalis’e karst 17,5 mm zon ¢ap1 olustururken S.
kotschyana etanollii ekstresi 15 mm zon c¢apt olusturmustur. Siprofloksasin K.
pneumoniae’ye karst 15 mm inhibisyon zonu olustururken S. kotschyana etanollii
ekstresi 12 mm zon gap1 gostermistir. Literatiirde S. kotschyana ve diger Sphaerophysa

tiirleri ile yapilan herhangi bir antimikrobiyal aktivite ¢alismasina rastlanilmamustir.

G. villosa var. villosa tiiriniin kuru toprak tstii kisimlarindan elde edilen
ekstrelerden sadece kloroformlu ekstre Gram pozitif bir bakteri olan S. aureus susuna
kars1 8 mm’lik inhibisyon zon c¢ap1 olusturmustur. 20 mm zon ¢ap1 olusturan
Vankomisine kiyasla oldukga diisiik bir aktivite gostermistir. MIC degeri saptanmasi
i¢in kullanilan mikrodiliisyon testinde en yiiksek konsantrasyon olan 0,8 mg/mL’de bile
mikroorganizma liremesini inhibe etmedigi goriilmiistiir. Literatiir aragtirmalarinda G.
villosa tiiriiniin antimikrobiyal aktivite calismalarma rastlanilmamistir. iran’dan
toplanan 306 bitki tiirlinlin metanollii ekstrelerinin antimikrobiyal aktivite agisindan
arastirildigi bir ¢alismada G. stipitata’nin P. aeruginosa ve S. aureus’a karsi etkili
oldugu gosterilmistir (Fazly Bazzaz ve Haririzadeh, 2003). Filistin’den toplanan G.
chlorantha tiiriiniin disk difiizyon ve broth diliisyon yontemleri kullanilarak akne
olusumunu indiikleyen bakterilerden P. acnes, S. aureus. E. coli. P. aeruginosa. P.
vulgaris ve K. pneumoniae tiirlerine kars1 diisiik antimikrobiyal aktivite gdsterdigi tespit
edilmistir (Ali-Shtayeh vd., 2013).

Bu tez kapsaminda E. sintenisianum bitkisinin toprak iistii kisimlarindan elde
edilen ekstrelerden metonollii ekstre disk diflizyon yonteminde E. faecalis (7,5 mm), E.
coli (12 mm) ve C. albicans (22 mm) suslarina karsi inhibisyon gostermistir. Bu tiiriin

etil asetath ekstresi ise S. aureus ve K. pneumoniae suslarina sirastyla 10 mm ve 9
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mm’lik inhibisyon zonlar1 olusturmustur. Disk difiizyon testinde E. sintenisianum
bitkisi farkli ekstreleri ile kullandigimiz bes mikroorganizma tiiriine de etki ederek
calismamizda sayica en ¢ok mikroorganizma tiirline karst etki gordiigiimiiz bitki olup,
metanollii ekstresi ise en cok mikroorganizmaya etki eden ekstre olmustur. Inhibisyon
zon ¢aplar1 ve kullanilan ¢6ziicii tiiriine bakilmaksizin bir genelleme yapilacak olursa
caligmamizdaki etki spektrumu en genis olan bitkinin E. sintenisianum oldugu
goriilmektedir. Ancak bakterilere karsi olusturdugu tiim inhibisyon zonlar1 kullanilan
standart antibiyotiklerin olusturduklarindan daha disiiktiir. C. albicans’a karsi ise
pozitif kontrol Nistatin diskinden (15 mm) daha biiylik zon ¢ap1 olusturarak (22 mm)
yliksek antifungal etkinlik gdstermistir. Ayni tiirlin  etanollii ve kloroformlu
ekstrelerinde ise hi¢cbir mikroorganizmaya karsi etki goriilmemistir. MIC degerleri ise
E. faecalis ve E. coli’ye kars1 0,4 mg/mL, K. pneumoniae ve C. albicans’a kars1 0,8
mg/mL olarak tespit edilmistir. S. aureus’a karst MIC degeri 0,8 mg/mL
konsantrasyonun tizerindedir. Erysimum bitkileri ile yapilan ¢alismalar metiltiyoalkil,
metilsiilfinilalkil ve metilsiilfonilalkil glikozinolatlarmi1 bulundurduklarini ortaya
koymustur (Daxenbichler vd., 1991). Glikozinolatlar Brassicaceae (Cruciferae)
familyas1 bitkilerine 06zgli maddelerdendir ve Onemli bazi etkileri arasinda
antimikrobiyal etkileri de vardr (Ozay, 2015). Calismamizda Brassicaceae
familyasindan E. sintenisianum tiiriiniin antimikrobiyal aktivitesi ag¢isindan elde
ettigimiz veriler literatiir ile uyumluluk gostermektedir. E. sintenisianum tiiriiniin
antimikrobiyal aktivitesine dair bir ¢alisma bulunmamaktadir. E. perofskianum tiirii
antimikrobiyal 6zelliklerinin incelendigi bir ¢aligmada test edilen Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilerin ve fitopatojenik mantarlarin ¢oguna karsi orta derecede aktivite
gostermistir (Akhtar vd., 1986). Baska bir ¢alismada E. diffusum tiiriiniin bazi insan
patojenlerine kars1 yiiksek inhibitor (10-220 pg/mL) ve mikrobisidal (10-1175 pg/mL)
aktivitesi gosterilmistir (Radulovic vd., 2011).

Caligmamizda incelenen A. macrophylla ekstrelerinden sadece metanollii ekstre S.
aureus susuna kars1 17,5 mm inhibisyon zonu olusturarak Vankomisine (20 mm) yakin
bir aktivite gostermistir. Broth mikrodiliisyon testi sonucu MIC degeri 0,4 mg/mL
olarak belirlenmistir. Alkanna tiirlerinin naftakinon tiirevi bilesenlerinden olan alkanin
ve sikonin genis bir etki spektrumuna sahiptir ve bu etkilerden biri de antimikrobiyal

etkidir (Assimopoulou vd., 2004). Coklu ilag direnci gosteren A. baumannii, E. coli, P.
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aeruginosa ve S. aureus suslarma karsi A. tinctoria ekstrelerinin difiizyon metodu ile
antimikrobiyal etkilerinin ve minimum inhibitdr ve bakterisidal konsantrasyonlarmin
arastirildigr bir c¢alismada Imipenem ile karsilastirildiginda S. aureus’a karsi tiim
ekstrelerde 6nemli diizeyde aktivite goriilmiistiir. Imipenem'e kiyasla A. baumannii (10
+0,3 mm), P. aeruginosa (12+0,5 mm) ve S. aureus (14+0,5 mm)’a kars1 en iyi etkinligi
sulu ekstrenin gosterdigi belirlenmistir (Khan vd., 2015). Bame ve arkadaslariin 2013
yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada A. orientalis yaprak ve ¢igek ekstresinin Staphylococcus
aureus mikroorganizmalarmin biiyiimelerini inhibe ettigi gdsterilmistir.

Antibakteriyel ajanlara karst Gram pozitif bakterilerin Gram negatiflerden daha
duyarl olduklar1 bilinmektedir. Bu durum Gram negatif bakterilerin hiicre duvarindaki
farkliliklardan kaynaklanir. Gram negatiflerdeki LPS tabakasi antibiyotiklerin iceri
almmasimda bir bariyer gorevi goriir ve antibiyotiklere olan duyarliliklarmi azaltir
(Strelkauskas vd., 2018). 5 bitki tiirtinden farkli ¢oziiciiler kullanarak hazirladigimiz
toplam 20 ekstrenin 5 tanesi Gram pozitif bakterilere etkili olurken Gram negatif
bakterilere karsi 3 ekstrede etki gOriilmiistiir ve bunlardan ikisi ayn1 zamanda Gram
pozitiflere de etkili bulunmustur. Gram negatiflere etkili bulunan 3 ekstreden ikisi polar
protik solventlerden olan etanol ve metanoliin kullanildig1 ekstrelerdir. Polar protik
coziiciilerin farkl dielektrik sabitine sahip olanlarinin hem Gram pozitif hem de Gram
negatif bakterilerde antibakteriyal aktivitenin artmasina olan etkisinin incelenmesinin
onemli oldugu diisiiniilmektedir (Berk vd., 2011; Ozay, 2015). Calismamizdaki
bitkilerden S. kotschyana, E. sintenisianum, G. villosa var. villosa tiirleri Gram pozitif
bakterilerden en az birine etkili olmus ancak Gram negatif bakterilere sadece E.
sintenisianum ve S. kotschyana’da etki goriilmiistiir.

Yapilan c¢alismalar bitki ekstrelerinin antibakteriyel etkinliklerinin antifungal
etkinliklerine gore daha giiglii oldugunu géstermektedir (Digrak vd., 1999; Unal, 2006;
Zoral ve Turgay, 2014; Kara vd., 2016). Okaryotik hiicre membranindaki sterollerin bu
durum fizerinde etkili oldugu diisiiniilmektedir. Bakteri hiicreleri sterol tasimazken
mantar hiicrelerinin inhibisyonu i¢in antifungal maddelerin hiicre membraninda bulunan
sterollere baglanmasi gerekmektedir (Ali-Shtayeh vd., 1998). Calismamizda da 20
ekstreden sadece bir tanesinde C. albicans’a kars1 aktivite goriiliirken, bakteri tiirlerine

kars1 etkili olan ekstre sayis1 daha fazladur.
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Serbest radikallere bagl olarak oksidatif stresin kanser, diyabet, katarakt,
romatoid artrit ve yaslanma gibi ¢esitli inflamatuvar ve dejeneratif hastaliklara neden
oldugu son yillarda yapilan pek ¢ok caligma ile gosterilmistir (Prior ve Cao, 1999).
Oksidatif reaksiyonlar lipitler, niikleik asitler, proteinler gibi viicuttaki Onemli
bilesiklerin hasarina yol agmaktadir (Poli vd., 2004). UV 1sinlar1, kimyasal maddeler,
cevre kirliligi ya da ¢esitli endojen etmenlere bagl olarak olusan serbest radikallerin
zararl etkilerinden korunmak ve oksidatif reaksiyonlarini 6nlemek i¢in bu radikaller ile
endojen ve eksojen antioksidan sistem arasindaki dengenin korunmasi canlilar igin
onemlidir (Akkus, 1995; Prior ve Cao, 1999). Organizma tarafindan iiretilen endojen
antioksidanlar zamanla yetersiz kalabilmekte ve yaslandik¢a organizmadaki iiretimi
azalmaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016). Bu nedenle eksojen antioksidanlara
gereksinim vardir ve dogal antioksidan kaynaklarinin belirlenmesi ile ilgili arastirmalar
Onem tasimaktadir.

Tirkiye’de dogal olarak yetisen bitki tiirlerinin antioksidan olarak kullanilabilme
potansiyellerini belirlemek amaciyla bu ¢alismada P. sivasicum, S. kotschyana, E.
sintenisianum, G. villosa var. villosa, A. macrophylla bitkilerinin toprak istii
kisimlarindan metanol, etanol, etil asetat ve kloroform ile hazirlanan ekstrelerin
antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Ekstraksiyon islemlerinde farkli polaritelerde
¢oziiciiler kullanilarak farkli aktif bilesen gruplarmin bitkiden kazanimi amaglanmustir.

En yaygm kullanilan antioksidan kapasite tayin yontemlerinden biri DPPH
radikali stiptiriicii etki tayinidir. Bu yontem hizli sonu¢ veren, basit, kullanisli ve ucuz
bir yontemdir (Molyneux, 2004). DPPH daha c¢ok fenolik yapidaki antioksidan
maddelerin aktivitelerini incelemek i¢in kullanilan bir azot radikalidir (Frankel ve
Meyer, 2000). DPPH ¢ozeltisi koyu mor renkli bir ¢6zelti olup antioksidan bilesiklerin
hidrojenlerini vermesi sonucu indirgendiginde sar1 renkli hidrazine doniisiir ve 517
nm’de absorbansinda diisme meydana gelir (Huang vd., 2005).

Caligmamizda 5 bitki tiirtine ait toplam 20 ekstre DPPH radikalini siipiiriicti etki
acisindan taranmustir. Antioksidan kapasiteleri standart madde askorbik asit ile
karsilagtirilmigtir.  Askorbik asitin 1Cso degeri 20,57 pg/mL olarak bulunmustur.
Kullandigimiz bitki ekstrelerinin 1Csq degerleri ise en diisiik 2,1511 pg/mL (G. villosa
var. villosa etil asetath ekstresi) ile en yiiksek 105,7608 pg/mL (S. kotschyana etanollii

ekstresi) arasinda degisen degerler almiglardir. DPPH serbest radikal siipiiriicii kapasite
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tayininde radikalin yarisinin siipiiriildiigiinii gosteren 1Csp degerinin diisiik olmasi
antioksidan kapasitenin  yliksekligini gosterir. Calismamizda arastirilan  bitki
ekstrelerinden P. sivasicum metanollii ve etil asetatli ekstreleri, G. villosa var. villosa
etil asetath ekstresi ve A. macrophylla etil asetatl ekstresi i¢in askorbik asitten diisiik
ICs0 degerleri belirlenmistir. Bu ekstrelerin DPPH radikal siipiiriicii kapasitelerinin
askorbik asite kiyasla daha yiiksek olduklar1 sdylenebilir. S. kotschyana ve E.
sintenisianum  bitkilerinin  hi¢bir  ekstresi askorbik asitten yiiksek aktivite
gostermemistir.

Fenolik maddeler ve flavonoitlerin bitkilerin antioksidan ozellikleriyle ilgisi
oldugu bilinmektedir. Calismamizda yer alan tiim ekstrelerin toplam fenolik madde ve
flavonoit miktarlari tayin edilmistir.

Toplam fenolik madde miktar1 literatiirde en sik kullanilan yontem olan Folin-
Ciocalteu yontemi ile belirlenmistir. Bitki ekstrelerinin fenolik madde miktar1 standart
bir fenolik madde olan gallik asite esdeger olarak verilmistir. Yontemin basamaklari
gallik asite uygulanarak elde edilen kalibrasyon egrisi tizerinden ekstrelerin toplam
fenolik madde miktarlar1 belirlenmistir. Buna gore toplam fenolik madde miktar1 gallik
asit esdegeri (mg GAE/Q ekstre) olarak en yiiksek S. kotschyana tiiriiniin etanollii
ekstresi (918,56 mg GAE/Q), en diisiik ise P. sivasicum tiirliniin etanollii ekstresi (9,67
mg GAE/g) bulunmustur.

Fenolik yapilarda bulunan -OH gruplarinin polaritesi yiiksektir. Dolayisiyla
yiiksek polaritedeki ¢dziiciilerde daha fazla ¢dziiniirler (Isbilir, 2008). Calismamizda
kullanilan ¢oziiciilerin polariteleri metanol > etanol > etil asetat > kloroform
seklindedir. Elde ettigimiz sonug¢lar da bu dogrultuda olup tiim bitkilerde metanol ve
etanollii ekstrelerin diger ekstrelere gore fenolik madde icerikleri daha yiiksek
bulunmustur.

Bu tez kapsaminda incelenen bitki ekstrelerinin toplam flavonoit madde miktarlar:
aliminyum kolorimetrik metodu kullanilarak kersetine esdeger (mg QE/g) olarak tayin
edilmistir. E. sintenisianum etil asetatli ekstresi 6,19 mg QE/g ile en diisiik flavonoit
miktarma sahipken, P. sivasicum kloroformlu ekstresi 68,57 mg QE/g ile en yiiksek
flavonoit miktarina sahip ekstre olarak belirlenmistir.

Literatiirde A. macrophylla tiirii ile yapilmis antioksidan aktivite c¢aligmasina

rastlanilmamustir. Alkanna cinsine ait tiirlerden A. bracteosa, A. frigida, A. orientalis ve
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A. tricophila bitkilerinin antioksidan aktivitelerinin arastirildigi bir ¢alismada tim
tiirlerin antioksidan aktivite gdsterdigi belirlenmistir. Antioksidan aktivitenin kullanilan
coziiclilere gore biitanol > etil asetat > hekzan > kloroform > su seklinde oldugu
goriilmiistiir. Biitanol ekstrelerinde de (ICs50=0,17-0,20 mg/mL) Kersetine gore
(1C5=0,30 mg/mL) daha diisiik ICso degerleri goriilmiistiir (Salimikia vd., 2015).
Calismamizda inceledigimiz A. macrophylla tiirtinde ise DPPH radikali siipiiriicti etki
coziiciilere gore etil asetat > kloroform > metanol > etanol seklindedir. Bitkinin tiim
ekstreleri DPPH radikali siipiiriicli etki gostermesine ragmen sadece etil asetatl ekstre
(5,30 ug/mL) standart madde askorbik asitten (20,57 pg/mL) daha diisiik ICsp degeri
gostermistir. Bu tiire ait ekstrelerin fenolik madde miktarlar1 en diisiik (kloroformlu
ekstre) 30,78 mg GAE/g ile en yiiksek (etanollii ekstre) 556,33 mg GAE/g arasindadir.
Ekstrelerin toplam flavonoid miktarlar1 ise 7,62 mg QE/g ile 21,90 mg QE/g arasinda
degismektedir.

S. kotschyana bitkisinin antioksidan aktivitesi ve fenolik madde miktar1 daha 6nce
arastirtlmis ve BHA ve Troloks standart maddelerine gore (%80-90) DPPH radikali
stiptiricti etkisi yaprak ve meyvede (%20 ve %10) ¢ok diisiik bulunmustur. Total
fenolik bilesiklerinin ise yaprak-gévdede 0,357 meyvede ise 0,006 mg Gallik asite
esdeger/kg bitki olarak bulunmustur (Giizel, 2013). Calismamizda da benzer sonuglar
goriilmiis olup S. kotschyana ekstrelerinin hig¢birinin DPPH radikali siipiiriicti etkisi
askorbik asitten yiiksek bulunmamustir. 36,25 pg/mL ICsg degeri ile askorbik asite en
yakin aktivite gosteren ekstre metanollii ekstre olmustur. Ekstrelerin fenolik madde
icerikleri ise 60,78-918,56 mg GAE/g arasinda degismektedir. Etanollii ekstrenin
fenolik madde miktar1 en yiiksek olup onu sirasiyla metanol, etil asetat ve kloroformlu
ekstreler izlemektedir. Toplam flavonoit miktar1 en yiiksek metanollii ekstrede (21,90
mg QE/g), en diisiik ise etanollii ekstrede (8,81 mg QE/g) tespit edilmistir.

G. villosa tiirii ile daha Once yapilmis bir antioksidan aktivite calismasina
rastlanilmamigtir. G. fibrosa ile yapilan bir ¢aligmada B-karoten-linolenik asit yontemi
ile yaprak ekstrelerinin antioksidan aktivitesi arastirilmistir ve metanollii ekstrelerin
total antioksidan kapasitesi etanollii ekstrelerden daha yiiksek bulunmustur. DPPH
radikali siipiiriicii etki tayininde metanollii ve etanollii ekstrelerin 1Csy degerleri sirasiyla
%61,16 ve %37,32 olarak bulunmustur. Metanollii ekstrelerin total fenolik madde

miktart 60,86 mg/100 g, etanollii ekstrenin ise 26,57 mg/100 g olarak belirtilmistir
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(Mammadov vd., 2011). G. villosa var. villosa ile yaptigimiz ¢calismamizda sadece etil
asetath ekstre (2,15 pg/mL) askorbik asitten daha yiiksek DPPH radikali siipiiriicti etki
gostermistir. Diger ekstrelerin antioksidan kapasitesi kloroform > metanol > etanol
seklindedir. G. fibrosa ile benzer sekilde metanollii ekstre etanollii ekstreden daha
yiiksek aktivite gostermistir. Total fenolik igerikleri tiim ekstrelerde birbirine yakin iken
(327-383 mg GAE/g) kloroformlu ekstrede (18, 56 mg GAE/g) olduk¢a diisiiktiir.
Metanollii ekstre 32,86 mg QE/g olarak en yiiksek flavonoit miktarma sahiptir.
Flavonoit miktarinin en az oldugu ekstre 7,86 mg QE/g ile etanollii ekstredir.

E. sintenisianum ile daha once antioksidan aktivite galismasi yapilmamistir. E.
kotschyanum Gray. tiirtiniin serbest radikal siipiiriicii etkisinin DPPH metodu ile
arastirildig1 bir ¢alismada bitkinin etanol ekstresinin serbest radikal siipiiriicii aktivitesi
%89,39, aseton ekstresinin serbest radikal stipiiriicii aktivitesi %83,78, su ekstresinin
serbest radikal siipiirticii aktivitesi %57,66 seklinde gozlenmistir. Toplam fenolik bilesik
miktar1 E. kotschyanum’un aseton ekstrelerinde 4.883+0,47 mg GAE/g, E. kotschyanum
etanol ekstrelerinde 3.798+0,29 mg GAE/g olarak goriilmiistiir. Flavonoit bilesik
icerikleri etanol ekstrelerinde 93.322+1,57 mg QE/g olarak, su ekstrelerinde ise
31.73+0,90 mg QE/g olarak belirlenmistir (Kilingarslan, 2016). Bu ¢alisma ile DPPH
radikali stipiiriicti aktivitesi arastirilan E. sintenisianum ekstrelerinin higbiri askorbik
asitten daha diisiik 1Csp degeri gostermemistir. Ancak etanol ekstresi (86,33 pg/mL)
disindaki tiim ekstreler 25,47-37,25 pg/mL arasinda ICsg degerleri ile askorbik asite
yakin aktivite gostermislerdir. Kloroformlu ekstre 68,56 mg GAE/g ile en diisiik fenolik
madde miktarina sahip olmasina ragmen flavonoit miktar1 en yiiksek ekstredir (53,33
mg QE/g). Antioksidan aktivitesinde flavonoit miktarinin 6nemli diizeyde etkili oldugu
sOylenebilir. En diislik flavonoit miktar1 ise etil asetath ekstrede goriilmiistiir (6,19 mg
QE/qg). Diger ekstrelerin total fenolik madde miktarlar1 ise 404-543 mg GAE/g arasinda
olup en yiiksek miktar etanollii ekstrededir.

Polygonum tiirleri igerisinde en ¢ok galisma yapilan tiir olan P. cognatum tiiriiniin
DPPH radikali siipiiriicii aktivitesi su ekstresinde %50, etanol ekstresinde %12 olarak
bulunmustur, eter ekstresinde aktivite gézlenmemistir. Su, etanol ve eter ekstrelerinin
10 pg/mL’deki fenolik madde konsantrasyonlar1 sirasiyla 0,48, 0,50 ve 0,01 pg/mL
gallik asit esdegeri olarak belirlenmistir (Yildirim vd., 2013). P.sivasicum ile yaptigimiz

calismada metanollii ve etil asetath ekstreler askorbik asite gore daha diisiik ICsg
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degerleri ile (13,78 ve 18,08 png/mL) yiiksek antioksidan aktivite gostermistir. Etanollii
ekstre de askorbik asite yakin (28,69 ug/mL) aktivite gostermesine ragmen kloroformlu
ekstrenin 1Cso degeri askorbik asite gore yiiksektir (81,64 pg/mL). En yiiksek fenolik
madde miktar1 metanollii ekstrede goriilmiis olup diger ekstrelerin toplam fenolik
madde miktarlar1 ¢oziiciiye gore sirastyla etil asetat > kloroform > etanol seklindedir.
Etanollii ekstrenin flavonoit miktar1 fenolik madde miktarina oranla yiiksektir. Kersetin
esdegeri olarak en yiiksek flavonoit miktar: kloroformlu ekstrededir (68,57 mg QE /g).

Cevresel faktorler ve stres kosullar1 bitkilerde fenil propanoit metabolizmasinda
ve fenolik bilesik miktarlarinda ve antioksidan aktivitelerinde artiga neden olmaktadir
(Tewari vd., 2006; Quan vd., 2008). Ayrica bilesigin yapisi ile antioksidan kapasitesi
yakindan iligkilidir; fenolik bilesiklerde OH grubu sayisi, flavonoitlerde B halkasinin 5-
OH, 3-OH ve 4-OH gruplar1 olmasi antioksidan aktivite lizerinde etkilidir (Cimen,
1999).

Antioksidan kapasite Ol¢iimleri genel olarak Ornekte bulunan heterojen
antioksidan karigiminin kapasite ve miktarmi verdiginden her bir bilesene ait
antioksidan kapasitesini belirlemez (MacDonald-Wicks, 2006). incelenen 6rneklerdeki
antioksidan maddelerin molekiiler ¢esitliligi de uygulanan farkli antioksidan kapasite
testleri arasinda dogrusal iliski olmasini engelleyebilir. Literatiirde de elde edilen
sonuglar gostermektedir ki antioksidan kapasite kullanilan yonteme gore degisiklik
gosterebilmektedir ve bitki ekstrelerinin total fenolik madde miktar1 ile antioksidan
kapasiteleri arasinda dogrusallik gozlenmeyebilir (Zoral ve Turgay, 2014). Ayrica
incelenen Ornegin antioksidan kapasitesi reaksiyonlarin hiz sabitleri de farklh
oldugundan kullanilan oksidan maddelere gore de degiskenlik gostermektedir (Ghiselli
vd., 2000). Analizin yapildigi ortam kosullar1 da test sonuglarini biiyilk oranda
etkilemektedir.

Sonug olarak ¢alismamizda incelenen bitkilerin igerisinde antimikrobiyal 6zellige
sahip bitkilerin bulundugu ve bu bitkilerden 6zellikle E. sintenisianum’un genis bir etki
spektrumu gosterdigi tespit edilmistir. Bu tiirler ile ileride yapilacak g¢aligmalarla
antimikrobiyal etkilerinin mekanizmalar1 aydinlatilabilir, yeni antimikrobiyal ajanlar
gelistirilerek giiniimiizde 6nemli bir sorun olan ¢oklu ilaca direngli bakterilere karsi
dogal antimikrobiyaller veya kombinasyonlar1 olusturulabilir. Bitkilerin ve onlarm

bilesenlerinin antibiyotiklerle kombinasyon halinde kullanilmast da
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mikroorganizmalarin antimikrobiyal direncini engelleyebilir ve duyarliliklarini ve

dolayistyla tedavide basariy artirabilir.

Calismamizda incelen bitki tiirlerinin hepsinin antioksidan 6zellik gosterdigi tespit
edilmistir. Tim ekstrelerin toplam fenolik madde ve toplam flavonoit miktarlar1 da
belirlenmistir. Ozellikle P. sivasicum, G. villosa var. villosa ve A. macrophylla
bitkilerinin ekstrelerinde standart madde olarak kullanilan askorbik asite kiyasla yiiksek
serbest radikal siipiiriicii aktivitesi belirlenmistir. Calisma sonucunda elde ettigimiz
veriler inceledigimiz bitkilerin farmasotik agidan antioksidan olarak kullanilabilme

potansiyellerini ortaya koymaktadir ve daha ayrintili arastirilmalarina ihtiya¢ vardir.
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