PELARGONIUM ENDLICHERIANUM Fenzl.
(GERANIACEAE) KOK EKSTRELERININ
UMCA® PREPARATI iLE KARSILASTIRMALI
ARASTIRILMASI

Bio. Selda Cakal

Yiksek Lisans Tezi



PELARGONIUM ENDLICHERIANUM Fenzl.
(GERANIACEAE) KOK EKSTRELERININ
UMCA® PREPARATI iLE KARSILASTIRMALI
ARASTIRILMASI

Bio. Selda Cakal

Yiiksek Lisans Tezi

ANADOLU UNIVERSITESI
Saglik Bilimleri Estitiisti
Farmakognozi Anabilim Dali
Eskisehir, Ocak 2009

Tez Danismani : Prof. Dr. K. Hiisnii Can Baser




OZGECMIS

Bireysel Bilgiler
Adi ve soyadi
Dogum tarihi ve yeri
Uyrugu

Medeni durumu
[letisim adresleri

Egitim Durumu
[kogretim

Lise

Lisans

Yabanci dil
Mesleki Deneyim

: Selda Cakal

: 10 Haziran 1982, Antalya

: Tiirkiye Cumhuriyeti

: Bekar

: Meltem Mah. Ozgiin Sitesi B/2 Blok D:11
Muratpasa/ Antalya

0242 2376692

seldacakal@gmail.com.tr

: 9 Mart ilk Ogretim Okulu

: Serik Yabanci Dil Agirlikli Lisesi

: Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii

: Ingilizce, Almanca

Akdeniz Universitesi Kordon Kani1 Bankas1 (Danisman Biyolog olarak calismaya

devam ediyor.)
Yayinlar
Poster Bildirisi

Poster Bildirisi

Bilimsel Etkinlikler
Burslar

Organizasyonunda bulunulan

toplantilar

Katilinilan kurslar ve egitim

programlari

: Mine Kiirk¢iioglu, Selda Cakal, K.Hiisnii
Can Baser, Atilla Ocak, Thymus samius
Ronniger & Rech. Fil. Ugucu Yaginin
Bilesimi, 17.Bitkisel ilagc Ham Maddeleri
Toplantist, Izmir (2007).

: Miiberra Kosar, Selda Cakal, Gokhan Duali,
Fatih  Goger, K.Hiisnii Can  Basger,
Pelargonium endlicherianum FENZL. Kok
Ekstrelerinin Antioksidan Ozellikleri,
18.Bitkisel Ilag Ham Maddeleri Toplantisi,
Istanbul (2008).

: Ttbitak Arastirma Projesi Bursu
: International Symposium 7th Plant Life of
Southwest  Asia, Anadolu  University,

Eskisehir, 2007.

. Tiibitak Ekolojik Temelli Cevre Egitimi,
2005.



ONSOZ

Bu tezin gerceklesmesi i¢in olanak saglayan, bilgisini ve destegini
esirgemeyen saygideger danisman hocam, Farmakognozi Anabilim Dali Bagkan1
Prof. Dr. K. Hiisnii Can Baser’e,

Yiiksek lisans egitimim boyunca benden her tiirlii destegini esirgemeyerek
tecriilbe ve bilgisi ile bana her zaman yardimci olan, degerli hocam Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dekan1 Prof. Dr. Nes’e Kirimer’e,

Tez konumu belirleyip bana arastirmalarimin her asamasinda yol gosteren,
ilk glinden itibaren bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim, rahatsizligim sirasinda

bana her tiirlii destegi ile gii¢ veren, saygideger hocam Dog. Dr. Miiberra Kosar’a,

Botanik arastirmalarimda yardimlarini esirgemeyen Aras. Gor. Ilham Erdz
Poyraz’a,

Laboratuar ¢alismalar1 ve analizler sirasinda yardimlarin1 gérdiigiim Aras.
Gor. Gokalp Iscan’a, Uzm. Bio. Fatih Goger’e, Bio. Gamze Cayirdere’ye ve Bio.
Gokhan Dualr’ya,

Arazi ¢aligmalarimda yardimlarini esirgemeyen Uzm. Bio. Fatih Goger’e
ve Ecz. Aykut Bora Giirsu’ya,

Arastirmamin baglangicindan bitimine kadar her asamada yardimlarini
gordiigim ve tim bdliim olanaklarindan yararlandigim Farmakognozi Anabilim

Dali Bagkanligi’na ve iiyelerine,

Tezde kullandigimiz UMCA®  Soliisyon isimli ilaci bize saglayarak
destegini aldigim Abdi Ibrahim ilag San. ve Tic. A.S.’ye,

Beni her zaman destekleyen, maddi ve manevi yardimlarini esirgemeyen
aileme ve Cemal Ugar’a,

Bu calismada emegi gegen ad1 gegmeyen tiim arkadaslarima,

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

1



Pelargonium ) .endlicherianum Fenzl. (GERANIACEAE) KOK
EKSTRELERININ UMCA® PREPARATI ILE KARSILASTIRMALI
ARASTIRILMASI

OZET

Bu calismada, iilkemizde dogal olarak yetisen Pelargonium endlicherianum
Fenzl. koklerinin antioksidan ve antibakteriyal etki yoniinden lilkemiz piyasasinda
bulunan Pelargonium sidoides DC. koklerinden hazirlanan Umca®™ adli miistahzar
ile karsilastirmal1 olarak incelenmesi amag¢lanmustir.

Eskisehir’in Dagkiiplii kdyilinden toplanmis P. endlicherianum koklerinden
¢Oziicii olarak %I11°lik etanol, %70’lik metanol ve kloroform kullanarak
maserasyon yontemi ile farkli polaritede ekstreler hazirlanmistir. Elde edilen
ekstrelerin ve Umca’nin antioksidan aktivitesi, toplam fenol miktari, indirgeme
giiciiniin belirlenmesi, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikalini siipiiriicii
etki tayini, PB-karoten/linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etki tayini,
yontemleri ile incelenmistir. Tim deneyler {i¢ tekrarli yapilmistir. P.
endlicherianum koklerinden hazirlanmis %70°1lik metanol ekstresinin antioksidan
aktivitesinin Umca®’dan daha yiiksek oldugu gézlenmistir.

Koklerden elde edilen ekstrelerin ve Umca® ekstresinin antibakteriyal aktivitesi
Gram negatif ve Gram pozitif mikroorganizmalara kars1 mikrodiliisyon yontemi
kullanilarak incelenmistir. % 70’lik metanol ekstresi Serratia marcescens’e karsi
standart antibakteriyal maddeye yakin aktivite gostermistir.

Bu calisma ile P. endlicherianum koklerine ait antioksidan ve antibakteriyal
aktivite sonuglari ilk kez ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Pelargonium endlicherianum Fenzl., Umca®, Antioksidan
aktivite, DPPH, B-karoten/linoleik asit, Antibakteriyal aktivite.
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RESEARCH INTO COMPARATIVE INVESTIGATION OF Pelargonium
endlicherianum Fenzl. (GERANIACEAE) ROOT EXTRACTS WITH
UMCA® PREPARATION

ABSTRACT

In this study antioxidant and antibacterial activities of the root extracts of
Pelargonium endlicherianum Fenzl. growing in Turkey, were investigated by
comparing with the drug Umca®, which is prepared from Pelargonium sidoides
DC. roots.

Extracts with different polarities were prepared via maceration of P.
endlicherianum roots, collected from Dagkiiplii village of Eskisehir, using 11%
Ethanol and 70% Methanol as solvent. The antioxidant activity of the extracts and
Umca® were investigated by measuring total phenol level, assigning reducing
power, 1,1-diphenil-2-picrylhydrazyl (DPPH®) free radical-scavenging and B-
carotene/linoleic acid oxidation inhibiting power. All the experiments were
repeated three times. Antioxidant activity of the 70% methanol extract was found
to be higher than that of Umca®.

Antibacterial activity of the root extracts and Umca® against Gram negative and
Gram positive microorganisms were investigated by the microdilution technique.
70% methanolic extract displayed similar activity with the reference against
Serratia marcescens.

Antioxidant and antibacterial activities of P. endlicherianum roots are shown for
the first time.

Keywords: Pelargonium endlicherianum Fenzl., Umca® solution, Antioxidant
activity, DPPH, B-carotene/linoleic acid, Antibacterial activity
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SEKILLER DiZINI

SEKIL NO ve ADI SAYFA
Sekil 1 Pelargonium endlicherianum Fenzl.: a. Sepal (Canak Yaprak),
b. Ust Petal (Tag yaprak), c. Alt Petal 4

Sekil 2 P. endlicherianum: Fenzl. A. Zigomorf Cigek, B. Filamentler,
C. Ginekium (Disi organ) ve Mahmuz, D ve E. Merikarp,

F. Tohum 4
Sekil 3  P. endlicherianum Fenzl. (Biitlin Cigek ve Habitat) 5
Sekil4  P. endlicherianum Fenzl. (Cigek) 5
Sekil 5 P. endlicherianum Fenzl. (Ko6k) 5
Sekil 6  P. endlicherianum’un Tiirkiye’deki Dagilimi 6
Sekil 7  Antioksidan Aktivite Calismalarinda Kullanilan UV-VIS

Spektrofotometre 13
Sekil 8  Mikrodiliisyon Tekniginde Kullanilan 96 (well) Kuyucuklu

Mikrotitrasyon Petrisi 14
Sekil 9 P. endlicherianum Ekstreleri ve Standartlarin Indirgeme

Gtigleri 17
Sekil 10 DPPH® Radikali Ile Hidrojen Verici Fenolik Bilesiklerin

Reaksiyon Mekanizmasi 17
Sekil 11  P. endlicherianum Ekstreleri ve Standartlarmn DPPH®

Radikalini Siipiiriicii Etkileri 19
Sekil 12 DPPH® Radikalinin Deney Sirasinda Renginin Menekse-Mor

Renkten Sariya Dogru Agilmasi 19

Sekil 13 P. endlicherianum Ekstrelerinin ve Umca Soliisyonun Zamana

Kars1 Linoleik Asit Peroksidasyonunu Engelleyici Etkileri

(Absorbans Degerleri) 21
Sekil 14  P. endlicherianum Ekstrelerinin ve Umca Soliisyonun Zamana

Kars1 Linoleik Asit Peroksidasyonunu Engelleyici Etkileri

(% Inhibisyon Degerleri) 21
Sekil 15  Etilsetat:Metanol:Su (76:14:10) Coziicii Sisteminde Yiiriitiilen
Ekstrelerin ince Tabaka Kromatografisi (ITK) Sonuglari 25

Sekil 16  %10’luk Asetik Asitle Doyurulmus, Toluen:Eter (50:50)
Coziicii Sisteminde Yiiriitiilen Ekstrelerin Ince Tabaka
Kromatografisi (ITK) Sonuglar 25
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SIMGE ve KISALTMALAR DIiZiNi

°C

pL

%
AscAE
ATCC
BHT
DC
DMSO
DPPH*
EPs® 7630
ESSE
F6C13
Fenzl
GA
GAE
GC/MS
G(-)
G(+)
ICso

IUCN

ITK
N32CO3
NO
NRRL
M

MHA
MHB
MIK

ml

mM
MRSA
nm

TCA
TNF
Tris-HC1
Tween® 20
UV-VIS

: Derece Santigrad

: Mikrolitre

: Yiizde

: Askorbik asite esdeger

: American TYpe Culture Collection

: Biitillenmis hidroksi toluen

: Pelargonium sidoides tiiriinlin otor isminin kisaltmasi

: Dimetil siilfoksit

: 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil

: Pelargonium sidoides s1v1 kok ekstresi

: Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu

: Demir 3 kloriir

: Pelargonium endlicherianum tiirinlin otdr isminin kisaltmasi
: Gallik asit

: Gallik asite esdeger

: Gaz kromatograsi/ Kiitle spektrometresi

: Gram negatif

: Gram pozitif

: Inhibition concentration %50 , Maddenin %50’°sini inhibe
edebilen minimum konsantrasyon

: International Union for Conservation of Nature and Natural
Resources

: Ince Tabaka Kromatografisi

: Sodyum karbonat

: Nitrik oksit

: Nothern Regional Research Lab

: Molar

: Miiller Hinton agar

: Miiller Hinton Broth

: Minimum inhibe edici konsantrasyon

: Mililitre

: Milimolar

: Metisiline direngli Staphylococcus aureus

: Nanometre

: Trikloroasetik asit

: Timor Nekroz Faktor

: Trisma base ve hidroklorik asit ile hazirlanmig tampon ¢6zelti
: Polioksietilen-20-sorbitan monoelat

: Ultra Viyole Visible
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GIRIS VE AMAC

Bitkilerin tedavi amaciyla kullaniliglar1 insanlik tarihi kadar eskidir.
Glinlimiizde de sentetik ilaclar ile birlikte dogrudan tedavi amagh ila¢ olarak
kullanilan bitkiler ve tedaviye yardimer bitkiler tekrar 6nem kazanmistir. Ayrica
diinyanin gelismis tilkeleri saf, sentetik veya yar1 sentetik hammaddelerle tiretilen
ilaglarin istenmeyen yan etkilerinden dolay1 bitkisel kaynaklara ydnelmis
durumdadirlar (Branen, 1975; Baytop, 1999; Baser ve Kirimer, 2005; Sebranek ve
ark., 2005).

Pelargonium sidoides DC., Giliney Afrika’da dogal olarak yetisen ve son
yillardaki en popiiler bitkilerden biridir. Bu bitkinin kdklerinin uzun yillardir
Afrika’nin ilkel kabileleri tarafindan tiiberkiilloz hastaliginin tedavisinde
kullandig1 bilinmektedir. Bu sebeple P. sidoides koklerinden yillar siiren klinik
aragtirmalar sonucu bitkinin yerel adindan gelen ve uluslararasi ismi Umkaloabo
olan ilag iiretilmistir. Ilacin iist solunum yollar1 hastaliklar1 ve soguk algiliginda,
bagisiklik sistemini gii¢lendirerek belirtilerin siddetini hafiflettigi ve hastaligin
stiresini kisalttig1 belirtilmistir (Kolodziej ve ark., 2003; Wagner ve Bradt, 2007).

P. sidoides kokiiniin patentli sivi ekstresi (EPs® 7630) pek ¢ok Avrupa
tilkesinde uzun yillardir kullanilmaktadir ve 2005 yilinda Almanya’da tiim ilaglar
arasinda en ¢ok kullanilan {i¢iincii ilag olmustur. Ayrica ayni bitkiden elde edilen
drog Avrupa Farmakopesinde “Pelargonii radix” adi ile kayithdir (http-8;
European Pharmacopoeia, 2005).

Tiirkiye florasinda 11.000’i askin damarli bitki kayithdir. Ulkemizin
cografi konumu bu ¢esitliligin en O©nemli sebebidir. Bu zengin florada
Pelargonium cinsinin iki tane tiirii (Pelargonium endlicherianum Fenzl. ve
Pelargonium quercetorum Agnew) dogal yayilisa sahiptir (Davis, 1967a; Davis ve
ark., 1988). Yapilan kaynak taramalarinda iilkemizde dogal olarak yetisen P.
endlicherianum kokleri ile yapilan herhangi bir aktivite c¢aligmasina
rastlanmamistir. Bu yiizden Eskisehir yoresinden toplanan P. endlicherianum’ un
P. sidoides ile benzer etkilere sahip olup olmadigini belirlemek amaciyla,
koklerinden elde edilen ekstreler ile Umkaloabo’nun (Tiirkiye’deki ismi ile
Umca® soliisyon) antibakteriyal ve antioksidan ozelliklerinin belirlenmesi
acgisindan karsilastirmali olarak incelenmesi amaglanmustir.



KAYNAK BILGISi
Botanik Ozellikler

Geraniaceae (Turnagagasigiller) familyasinin Pelargonium cinsi Tiirkiye
florasi’nda Pelargonium endlicherianum Fenzl. ve Pelargonium quercetorum
Agnew adl 2 tiir ile temsil edilmektedir. Bu bdliimde Geraniaceae familyasinin
genel ozellikleri ve Pelargonium cinsinin botanik 6zellikleri 6zetlenmistir.

Geraniaceae (Turnagagasigiller) familyasinin genel 6zellikleri

Bu familyanin adi tohum 6zelliklerine bagl olarak verilmistir. “Gerenos”
Yunan sozliigiinde “turna” anlamina gelmektedir ve tohumlarin merkezinde
turnalarin gagasina benzeyen bir gaga sekli mevcuttur. Bu sebeple Geraniaceae
(Turnagagasigiller) adi verilmistir. Tohumlar olgunlastigi zaman kapsiillerinden
firlayarak etrafa dagilirlar. Familyaya ait cinsler Erodium, Geranium,
Hypseochoris,  Monsonia,  Pelargonium,  Rhynchotheca,  Sarcocaulon,
Biebersteinia’dir. Tirkiye’de yetisen cinsler Erodium, Geranium, Pelargonium,
Biebersteinia’dir (Davis, 1967a; Davis, 1967b; Davis, 1967c; Davis, 1967d; http-

1)
Familyanin botanik ozellikleri

Genellikle tek veya cok yillik otsu, nadiren odunsu, 1liman ve subtropikal
bolgelerde yetisen bitkilerdir. Yapraklar alternat veya karsilikli, birlesik veya basit
loplu, stipiilliidiir. Cigekler simoz umbellalarda nadiren tektir. Sepaller 5 serbest
ve petaller 5 serbesttir. Stamenler tipik olarak 5-15, pistil 1 veya 3-5 loplu,
ovaryum Ust durumlu, 3-5 lokuluslu ve karpelli, oviiller her lokulusta 1-2, anatrop,
plasentasyon eksenseldir. Meyve genellikle merikarplara ayrilan bir kapsuladir
ancak uzun olan stilus orta eksene bagl kalirken merikarpin tohum tasiyan alt
ucu, yay (Geranium) veya spiral (Erodium) seklinde kivrilarak yukar1 kalkar ve
eksenden ayrilir. Familyaya ait cicekler genellikle pembe, mor-kirmizi, leylak
rengi, mavi ve beyazdir ama sar1 renkli ¢icek yoktur. Familyaya ait tiirlerin ¢icek
ve yapraklarindan elde edilen ugucu yaglar parfiimeride ve Geranium oil adiyla
aromaterapide kullanilmaktadir (Davis, 1967e; Lis-Balchin,1997; Tanker ve ark.,
1998; Se¢men ve ark., 2000; Lis-Balchin, 2002; http-1; http-2; http-7).
Geraniaceae familyasina ait ¢igek formiilii: Ks Cs Asisis; 545.5 G(5-3)

Pelargonium L'Herit cinsi

Cok yillik, tiiysiiz, tiiylii ya da ipeksi tiiylii ve salg: tiiyliidiir. Yapraklar
karsilikl1 ya da nadiren helisel dizilisli; tam ya da disli, palmat, pinnatifi- pargali;
stipulalidir. Cigek durumu, umbellada 2-co (nadiren 1) zigomorf ¢icek, 5 kiremitsi
canak yapraklar, tabanda birlesik ve gosterislidir. Arkadaki sepal kiiciik, cicek
sapma yapisik ve nektaryumlu mahmuz olabilir. Ta¢ yapraklar 5, hipogin ve
kiremitsi; 2 iist petal diger petallerden daha biiyiiktiir. Stamenler 10 (Tiirkiye
tirleri 7 stamenli), hipogin, filamentler birlesik asagida, salgi organi yoktur.
Ovaryum 5 loblu, 5 hiicreli; meyve gagali, olgunlastifi zaman, tepenin tabanindan
yarilan 5 merikarp seklindedir. Cogunlugu Giiney Afrika’da yayilis gosteren 250
kadar tiirii vardir (Davis, 1967a; Davis ve ark., 1988; Tiitel, 1982).



Pelargonium cinsinin lilkemizde dogal olarak yayilis gosteren 2 tiirii
bulunmaktadir. Bunlar P. endlicherianum ve P. quercetorum’dur. Ayrica gesitli
kiltiir formlarinda, Giiney Afrika tiirleri Tiirkiye’nin 1liman kisimlarinda siis
bitkisi olarak yetistirilmektedir. Bunlardan bazilar1 P. zonale, P. peltatum ve P. X
hybridum (P. inquinans xP. zonale)’dur (Davis, 1967a; Davis ve ark., 1988; Tiitel,
1982).

Pelargonium tiirleri Gliney Afrika’da ilkel kabilelerin kesfedilmesi, bu
kiltlirlerin 6grenilmesi, incelenmesi ve bu bilgilerin Avrupa’ya tasinmasindan
sonra yapilan bilimsel arastirmalarla biiyiik 6nem kazanmistir. Su an diinyada
tibbi olarak kullanilan ve piyasada standart ekstresi ve bu ekstreden hazirlanmis
preparatt bulunan tiirlerlerden ikisi Pelargonium sidoides ve P. reniforme’dir. Bu
tiirlerin kokleri iilkemizin de 1994 yilindan itibaren resmi farmakopesi olan
Avrupa Farmakopesi’nde “Pelargonii radix” adi ile kayithdir (Kolodziej ve ark.,
1998; European Pharmacopoeia, 2005).

Sistematikteki yeri
Alem : Plantae
Bolim : Magnoliophyta
Siif : Magnoliopsida
Takim : Geraniales
Familya : Geraniaceae
Cins : Pelargonium

Tiirkiye’de yetisen Pelargonium tiirleri
Pelargonium endlicherianum Fenzl.

15-35 cm boyunda, tiiylii rizomlu ¢ok yillik bir bitkidir. Tabanda, stipula
(kulakeik) ve kuru yaprak sap1 olan yapraklar mevcuttur. Rozet yapraklar dairesel,
2.5-6 cm, petiol 9-10 cm, taban kordat (kalp seklinde), gévde yapraklar: 1.8-4cm,
petiol 1.5-6 cm ve helisel diziliglidir. Bazal yapraklar uzun petiolat, yaprak sekli
orbikular, yaprak kenari1 krenat, ¢ok kisa ve palmat loplu, gdvde yapraklar
alternattir. Bitkiye ait ¢izimler Sekil 1 ve Sekil 2’de verilmistir (Davis, 1967a;
Tiitel, 1982).

Cicek durumu sap1 (pedinkul) 6-7cm, tabanda 5 kii¢iik derin loblu yaprak
yer almaktadir, umbella 4-7 ¢igekten olusmustur. Pedisel 2.1-3.4 cm, mahmuz 11-
14 mm. Canak yapraklar dogrusal dikdortgenimsidir. Ondeki petaller 2.5 x 1,2
cm, 3-3.5 kat digerlerinden daha biiyiik, tabanda tirnakli, genis spatiil seklinde,
tepede kiiclik girinti, dalgali; koyu pembe-kirmizi ve damarlar morumsu renktedir.
Arkadaki petaller 7x2 mm boyundadir. Stamenler 7, filamentler asagida konnat,
anterler oynaktir. Ovaryum 5 karpelli, yogun tiiylii ovaryum gagasi 1-1.5cm
boyundadir. Bitkiye ait resimler Sekil 3, Sekil 4 ve Sekil 5’te verilmistir.
Ciceklenme zamani temmuz ayidir. Taghk, kayalik ve egimli arazilerde yetisir.
1300-1500 m yiiksekliklerde ve genellikle Orta Dogu ve Giliney Anadolu ve
Suriye’de yayilis gdsterir. Tiirkiye’deki dagilimi dzellikle Akdeniz ve Iran-Turan
bolgeleri arasindaki gegis alanidir. Tiriin bulundugu iller igerisinde Adana,
Ankara, Antalya, Artvin, Denizli, Eskisehir, Erzincan, Gaziantep, Hatay, Isparta,
Kahramanmaras, Kayseri, Konya, Malatya Mugla, Nigde, Sivas, Tunceli, yer
almaktadir (Davis, 1967a; Karamanoglu, 1974; Tiitel, 1982; http-3). 1994 IUCN



kategorileri ve bunlarin agiklamalarina gore bu tiir LR(nt); tehdit altina girebilir
smifinda yer almaktadir (Duman ve ark., 2000). P. endlicherianum’un
Tirkiye’deki dagilimi Sekil 6’da verilmistir.

Sekil 1. Pelargonium endlicherianum: a. Sepal (Canak Yaprak), b. Ust Petal
(Tac¢ Yaprak), c. Alt Petal (Tiitel, 1982)

A

Sekil 2. P. endlicherianum: A. Zigomorf Cicek, B. Filamentler, C. Ginekium
(Disi organ) ve Mahmuz, D ve E. Merikarp, F. Tohum (Tiitel, 1982)



Sekil 5. P. endlicherianum (Kok)
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Sekil 6. P. endlicherianum’ un Tiirkiye’deki Dagilimi (Davis, 1967a)
Pelargonium quercetorum Agnew

Cok yillik otsu bitkidir. 50-100 cm boyundadir, govde iistte dallanmis,
kiigiik guddeli ve seyrek olarak asagi kismi sert tiiylii, list kismi tiysiizdiir.
Tabanda stipulalar ovat-oblong ve kagitimsidir. Yapraklar genis, tliysiiz ve 18 cm
uzunlugunda, elsi pargali, ortas1 genellikle 7 loblu, kenarlar1 oymali ya da dislidir.
Umbellalar 1-3, 30 {izerinde ¢icege sahip, pedunkiiller 7-25 cm uzunlugunda
birbirinden ayr1 sekilde yer almaktadir. Brakteler 10-18 adet, ovat, 8-10 mm
boyunda, kagitims1 ve sillidir. Pediseller 15-28 mm boyundadir. Sepaller ovat, 10-
17 mm, kisa mukronat koyu pembedir. Cigekler kokuludur. Ustte 2 petal, arkaya
kivrilmis damarlar koyu renklidir. Asagidaki 3 petal, 3-5 mm boyunda, bazen
eksiktir. Stamenler 10 adettir (7 fertil, 3 tanesi verimsizdir). Meyvenin gagasi 35-
45 mm, yogun olarak, 6n tarafin yiizeyi yumusaktir. Merikarplar oblong 9 mm,
yumusak tiiyler geriye dogrudur (Davis ve ark., 1988).

Cigeklenme zamani haziran ayidir. Nemli Quercus ve Quercus ile Celtis
karigik caliliklardaki kiregtasi yamagclarda, 1200-2000 m ytkseklikte yetisir.
Takson genel olarak Kuzey Irak’ta yayilis gosterirken Tiirkiye’de Hakkari ilinde
ve C9-C10 karelerinde yer almaktadir (Davis ve ark., 1988).

P. quercetorum yurdumuzun nadir bitkilerinin arasmna girmektedir. Bu
bitki siirl1 bir yayilisa sahiptir ama pek fazla tehdit altinda degildir. Cogunlukla
insan ve diger faktorlerin etkisinden oldukca uzak yiiksek daglarda, tashik ve
kayalik ortamlarda yetismektedir (Ekim ve ark., 1989).

Pelargonium sidoides DC

Tiir ismi olan ‘sidoides’ yapraklarinin, Sida rhombifolia isimli bir Avrupa
bitkisinin yapraklarina benzemesi nedeniyle verilmistir. Cok yillik otsu bir bitkidir
(http-5).

Yapraklar rozet seklinde, havadaki dallar {izerinde, yash yaprak sap1 ve
stipula (kulakgik) ortiilmis, ¢i¢eklendigi zaman 25-30 cm yiiksekligindedir.
Govde yer altinda kalinlagsmistir. Lamina basit, siklikla ince uzun yumusak tiiyler,
salgi1 tliylerinin arasinda giimiis renginde goriiniir. Lamina kalbe benzer, tabani



kalp seklinde, tepesi yuvarlaklagsmis, kenarlar oymali disli, 15-90 mm araliginda
uzun ve genistir. Yaprak sapt (petiol) 70-250 mm uzunlugundadir. Stipiiller 3
koseli, sivri u¢ludur, 5-12 mm uzunlugundadir (http-6).

Cicek durumu; dalli 2-4 yalanci umbellali, 3- 14 ¢icek icerir. Pedisel 0-3
mm, nadiren daha fazladir. Sepaller 5 tane 3 koseli ve ovattir. Hipantiyum 15-37
mm uzunlugundadir. Petaller koyu kirmizi-mor, ¢ogu zaman siyahimsidir. Arka
petal yuvarlak tepe ile serit seklindedir.12-14x2-3 mm uzunlugundadir. On
petaller 3 adet ve daha kiiciiktiir. Stamenler 7 fertil, dort tanesi uzun, bir tanesi
orta boylu, iki tanesi ¢ok kisadir (http-6).

Pelargonium Tiirlerinin Kimyasal Bilesikleri

P. sidoides ile yapilan ¢alismalarda kokiin etken maddeleri olarak kumarin
ve tirevleri, fenolik asit ve tiirevleri, flavonoitler, tanenler ve tiirevleri
gosterilmektedir (Cizelge 1). Ayrica P. sidoides ile yapilan bir ¢alismada bitkinin
toprak {Ustii kismindan elde edilen ugucu yag Gaz Kromatografisi/ Kiitle
Spektrometresi (GC/MS) ile incelenmis ve sonugta yagin monoterpen ve
seskiterpenlerce zengin oldugu belirlenmistir (Kolodziej ve ark., 1998; Kolodziej,
2007).

Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Pelargonium tiirlerinin kokleri ile ilgili
olarak yapilmis kimyasal bir ¢caligma heniiz bulunmamaktadir.



Cizelge 1. P. sidoides ve Kok EKstresi EPs® 7630’un Bilesimdeki Kimyasal
Maddeler (Kolodziej, 2007)

Maddeler | P. sidoides | EPs® 7630
Fenolik asitler, tiirevleri

Gallik asit + +
Gallik asit metil ester + +
Sikimik asit 3-O-gallat + +
Sikimik asit +
Kumarinler

7-Hidroksi-6-metoksikumarin + +
(Skopoletin)

7-Hidroksi-5,6-dimetoksikumarin | + +
(Umkalin)

7-Asetoksi-5,6-dimetoksikumarin | + +
5,6,7-trimetoksikumarin + +
6,7,8-trihidroksi kumarin + +
7,8-Dihidroksi-5,7- + +
dimetoksikumarin (Fraksetin)

6,8-Dihidroksi-5,7- + +
dimetoksikumarin

5,6,7,8-Tetrametoksikumarin + +
(Artelin)

8-Hidroksi-5,6,7- + +
trimetoksikumarin

Kumarin glikozitleri

Magnolizit +

Izofraksozit +
Umkalin-7-B-D-glikozit + +
Kumarin siilfatlar

5,6-Dimetoksikumarin-7 siilfat + +
6,7-Dimetoksikumarin-8 siilfat +
6-Hidroksi-5,7-dimetoksikumarin- | +

8-stilfat

8-Hidroksi-5,7-dimetoksikumarin- | +

6-stilfat

Flavon-3-ol/Proantosiyanidinler

Katesin +

Gallokatesin +
Proantosiyanidin + +
Diger

B- Sitoserol |+ |+

Ulkemizde Yetisen Pelargonium Tiirleri Uzerinde Yapilmis Kimyasal
Calismalar

Ulkemizde yetisen P. endlicherianum fiizerinde toprak iistii kisimlari ile
yapilmis birka¢ calisma bulunmaktadir. Bitkinin toprak iistii kisimlarindan su
distilasyonu ve tepe boslugu (Headspace) yontemiyle elde edilen ucucu yag



karsilagtirmali olarak GC/MS’de analiz edilmistir. Ugucu yagda germakren-D, -
karyofillen, T-kadinol, a-karyofillen, a-pinen, B-pinen ana bilesenler olarak
bulunmustur (Bozan ve ark., 1999).

Pelargonium Tiirlerinin Tiirkiye’de Halk Arasindaki Kullanim

Pelargonium endlicherianum {lkemizde halk arasinda “solucan otu”
olarak bilinmektedir. Bilhassa Malatya ve Maras bolgesinde, barsak kurtlarina
kars1, yaygin olarak kullanilmaktadir. Taze ve ¢igekli dallar yaz basinda halk
pazarlarinda demetler halinde satilmaktadir. Yazin taze cigekler barsak kurtlarina
karsi 100 gr kadar yenilmektedir. Kis mevsiminde ise kurutulmus g¢igekler
kullanilmaktadir. 100 gr taze cigek veya 25 gr kuru ¢igek havanda toz edilip,
tillbentten elenir, ince kisim pekmez veya bal ile karigtirilir ve bu karistmdan
sabahlari, a¢ karnina, bir tath kasig alinir. Ozellikle yuvarlak barsak parazitlerine
(askarit, oksiyiir) karst etkili ve tehlikesiz bir drogdur. Cocuklarda da giivenle
kullanilabilmektedir. Taze drogun kuru drogdan, daha etkili oldugu
sOylenmektedir. Ayrica “Elbistan solucan otu” ismiyle de bilinir (Baytop, 1999;
http-4).

Pelargonium Tiirleri Uzerinde Yapilmis Biyoaktivite Calismalar
Antibakteriyel etki

EPs® 7630 ile yapilmus olan ¢calismada Haemophilus influenzae, Moroxella
catarrhalis ve Streptococcus pneumoniae bakterilerinin biliylimesini inhibe
etmistir (Lall ve ark., 2006).

Solunum yolu infeksiyonlarinin ¢ogunda sorumlu patojenler olarak bilinen
Staphylococcus aureus, Steptococcus pneumoniae, beta-hemolitik Streptococcus
1451, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa ve Haemophilus influenzae’ye kars1 orta derecede etkili bulunmustur
(Kayser ve Kolodziej, 1997).

Aspergillus niger, Fusarium oxysporum ve Rhizopus stolonifer’e kars1 kok
ekstresi orta derecede antifungal etkili olarak bulunmustur (Lall ve ark., 2006).
Ayrica yapilan baska bir calismada Microsporum canis, M. gypseum, Aspergillus
Sfumigatus, Mucor racemosus, Rhizopus nigricans’ a karsi ve patojen olan firsatgi
mayalardan Candida albicans, C. glabrata, C. krusei ve Cryptococcus
neoformans’ a kars1 etkili oldugu belirtilmistir (Kolodziej ve ark., 2003).

EPs® 7630’un in situ olarak insan midesine yapismus Helicobacter pylori
lizerinde yapismay1 Onleyici (anti- adhesive) aktivitesine bakilmistir. Ekstre 10
mg/ml konsantrasyonda olduk¢a aktif bulunmustur. Bu sebeple H. pylori
tedavisinin ilk asamasinda EPs® 7630”un kullanimimin yararh oldugu bildirilmistir
(Wittschier, 2007). In vitro olarak yapilan diger calismalarda EPs® 76307un 100
mg/ml konstrasyonda gastrik epitel hiicrelerine yapismis halde bulunan konake1
H. pylori’nin biiylimesini inhibe ettigi belirlenmistir (Beil, 2007; Hensel ve ark.,
2007).



Antitiiberkuler etki

P. sidoides kok 6rnegi %12,5 mg/ml konsantrasyonunda Mycobacterium
tuberculosis’in gelisimini inhibe etmistir (Kolodziej ve ark., 2003).

Antioksidan etki

Pelargonium cinsine ait tlirler fenolik bilesiklerce oldukc¢a zengindir.
Fenolik niiveye sahip olan bilesiklerin antioksidan 6zelliklerinin kuvvetli oldugu
son yillarda yapilan bilimsel ¢alismalarla gosterilmistir (Boskou ve ark., 1998;
Namiki, 1990). Ulkemizde de kiiltiir formu olarak yetisen P. zonale’de bulunan
alfa-tokoferol kuvvetli antioksidan 6zelligi olan bir fenolik bilesiktir (Mallet ve
ark., 1994). P. endlicherianum toprak istii kisimlar ile yapilan caligmada (-
karoten/ linoleik asit oksidasyonunu engelleyici etkisi ve serbest radikal siipiiriicii
etkisi (DPPH®) incelenmis ve bitkinin toprak {istii kisimlarinin kuvvetli
antioksidan aktivitesi oldugu ortaya ¢ikmistir (Tepe ve ark., 2006).

Immiinomodiilator etki

Viriislerin non-spesifik bagisiklik sistemini baskilamasi sonucunda
bagisiklik sistemi zayiflar ve bakteriyel enfeksiyonlar daha hizli gelisir. Bu
bilgiden hareketle P. sidoides kok ekstresinin, non-spesifik bagisiklik sistemini
uyararak solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde etkili oldugu diistiniilmstiir.
Daha sonra yapilan ¢alismalarda P. sidoides kok ekstresinde bulunan bilesiklerin,
bagisiklik sisteminin uyarilmasinda rol oynayan fagositlerin ve sitokinlerin
salgilanmasini arttirdig1 belirlenmistir (Kolodziej ve Kiderlen, 2007).

P. sidoides’in kok ekstresinin bagisiklik sisteminin uyarilmasinda etkili olan
Tiimo6r Nekroz Faktor (TNF) ve Nitrik Oksitlerin (NO) aktivasyonunda etkili
oldugu yapilan bilimsel ¢alismalarla tespit edilmistir (Kolodziej ve ark., 2003).

EPs®7630 ve ultrafiltrasyonla ayrilan farkli fraksiyonlarmin hayvan
modelleri lizerinde anoreksi hastalifinda, hastaligin belirtisi olan bulantiya karsi
etkisi aragtirlmigtir. Calismanin sonucunda EPs®7630, yiiksek molekiiler
agirhigina sahip fraksiyon ile beraber bulanti davranisinin belirtilerinde azaltma
gostermistir (Noldner ve Schotz, 2007).

Antiparaziter etki

P. sidoides kokiiniin Leishmania major tizerinde etkili oldugu yapilan
caligmalarla ortaya konmustur (Kolodziej ve ark., 2001; Kolodziej ve ark., 2006;
Kolodziej ve Kiderlen, 2007).



GERECLER ve YONTEMLER
Kullanilan Bitkisel Materyal, Kimyasal Maddeler ve Aletler
Bitkisel materyal

Deneysel calismalarda  kullanilan  Pelargonium  endlicherianum
Eskisehir-Saricakaya yolu iizerinde Dagkiiplii koyii ¢ikisinda yol kenarlarindaki
kayalik bolgeden 21.06.2006 tarihinde toplanmistir. Toprak tistii kisimlarindan
ayrilan kokler kurutulup degirmende toz edildikten sonra deneysel ¢alismalarda
kullanilmistir.  Bitki ornekleri  Anadolu Universitesi Eczacilik  Fakiiltesi
Herbaryumu’(ESSE 14553) nda saklanmaktadir.

Kimyasal maddeler

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik kalitede,
kullanilan su ultra saf bidistile sudur (18 megaohm).

Kullanilan aletler

Calkalamali su banyosu (GL Science)
Rotavapor (Heildolph)

Santrifiij (Eppendorf)

Calkalayict (Eppendorf)

Ultrasonik banyo (Bandalin Sonorex)
Vorteks karistirici (Heildolph)

pH metre (WTW Inolab)

Etiiv (Binder)

UV-VIS Spektrofotometre (Shimadzu)
Liyofilizator (Lyovac)

Deneysel Calisma

Bu boliimde P. endlicherianum’un toprak alti kisimlarinin ekstraksiyonu
ve eksterelerle yapilan antioksidan ve antibakteriyal aktivite ¢calismalar1 hakkinda
bilgi verilmektedir.

Ekstrelerin hazirlanist

P. endlicherianum’un toprak alt1 kisimlari toz edildikten sonra ¢alkalamali
inkiibatorde (28 °C) ayrt ayr1 kloroform, %11°lik etanol ve %70’lik metanol ile
8’er saat siireyle kati-sivi ekstraksiyon yontemiyle ekstre edilmistir. Elde edilen
ekstreler vakum altinda rotavaporda (< 40 °C) yogunlagtirilmistir. Ayrica
calismalarimizda standart olarak kullamlacak olan Umca® adly, P. sidoides’in
kokiinden elde edilen %]11°’lik etanol soliisyonu vakum altinda rotavaporda
(< 40 °C) yogunlastirilmistir. Ekstrelerin kalan sulu kisimlar da liyofilizator
yardimiyla tamamen kurutulmustur. Tiim ekstreler analiz anina kadar -18 °C’de
saklanmuistir.

Ekstrelerin Fenolik Bilesiklerinin Belirlenmesi

Bitkisel materyallerden hazirlanan ekstreler antioksidan aktiviteden
sorumlu fenolik bilesikleri bakimindan incelenmistir.



Toplam fenol miktar tayini

Ekstrelerin igerdikleri toplam fenolik maddeler gallik asite esdeger (GAE)
olarak Folin-Ciocalteau yontemi (Singleton ve ark., 1999) kullanilarak
hesaplanmistir. 6 mL distile su iceren 10 mL 6lgekli kap igerisine 100 uLL 6rnek
cozeltisi ve 500 pL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edilmistir. 1 dakika sonra 1.5
mL %20’lik sulu Na,COj ilave edilip 10 mL’ye su ile tamamlanmistir. Kontrol
olarak ekstre icermeyen reaktif karigimi kullanilmigtir. 2 saat 25 °C’de inkiibe
edildikten sonra absorbans 760 nm’de 6l¢iildii (Sekil 7) ve gallik asit kalibrasyon
egrisi ile karsilagtirilmigtir. Toplam fenolik madde miktar1 GAE olarak
hesaplanmistir. Ug paralel deney yapilarak sonuglar ortalama degerler olarak
verilmigtir.

Antioksidan Aktivite Calismalar
Indirgeme giiciiniin belirlenmesi

Ekstrelerin demir (III)’ {i indirgeme kapasiteleri Oyaizu (1986) yontemine
gore yapilmistir. 1 mL ekstre ¢6zeltisi 2.5 mL 0.2 M fosfat tamponu (pH 6.6) ve
2.5 mL %1’lik potasyum hekzasiyanoferrat ¢ozeltisi ile karistirllmigtir. 50 °C’de
30 dakika inkiibe edildikten sonra 2.5 mL %10’luk trikloro asetik asit (TCA) ilave
edildi ve karisim 10 dakika santrifiij edilmistir. Son olarak, 2.5 mL {ist kisim
tizerine 2.5 mL su ve 0.5 mL %0.1°lik FeCls ilave edilip karistirilarak 700 nm’de
absorbanslar1 okunmustur (Sekil 7). Ekstrelerin indirgeme gii¢leri askorbik asite
esdeger olarak (ASCAE) mgusorbik asit/Zomek Olarak verilmistir (Dorman ve ark.,
2003). Biiyiik AscAE degeri zengin indirgeme kapasitesini gostermektedir. Tim
analizler dort paralel olarak yapildi ve ortalama degerler olarak verilmistir.

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikalini siipiiriicii etki tayini

Ekstrelerin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikalini siipiiriicii etkileri
Gyamfi ve ark.’nin (1999) metoduna gore yapilmistir. Tris-HCI tamponu (50 mM,
pH 7.4) icerisinde hazirlanmis 50 pL ekstre ¢ozeltisi 450 pL Tris-HCI] tamponu
(50 mM, pH 7.4) ve 1 mL 0.1 mM metanolde hazirlanmis DPPH® ¢ozeltisi ile
kanigtirllmistir. Kontrol olarak ekstre icermeyen reaktif karisimi ve pozitif
kontroller (BHT, askorbik asit) kullanilmistir. Oda sicakliginda ve karanlikta 30
dakika inkiibe edildikten sonra absorbanslar 517 nm’de okunmustur (Sekil 7).
Inhibisyon yiizdesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmustir. ICs, degerleri
nonlineer regresyon egrileri kullanilarak (Sigma Plot 2001 version 7.0, SPSS Inc.,
Chicago, IL) hesaplanmistir. Degerler dort paralel deneyin ortalamasi olarak
verilmistir.

% inhibisyon = [(Abskontrol — Absémek) / Abskontrol] x 100 (Esitlik 1)
Burada, % inhibisyon: yiizde inhibisyon degeri; AbSkontroi: kontroliin
absorbans degeri ; Abs;mek: Ornegin absorbans degeri’dir.

p-karoten/linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etki tayini

Ekstrelerin antioksidan aktivitesi P-karoten soldurma deneyine gore
yapilmistir (Oomah ve Mazza 1996, Velioglu ve ark 1998). Kisaca, 1 mL B-
karoten (0.2 mg.mL™" kloroform icerisinde) icerisinde linoleik asit (40 mg) ve
Tween 20 (400 mg) bulunan kap igerisine ilave edilmistir. Kloroform azot altinda
yogunlastirilmistir. 50 mL distile su ilave edildi ve hizla ¢alkalanmistir. Kontrol,



ornek ve standart konulmadan aymi yontem ile hazirlanmistir. Kontrol ve
orneklerin sahitleri ise P-karotensiz olarak hazirlanmigtir. Tiim numunelerin
ornekleri 470 nm’de spektrofotometrede okunmustur (Sekil 7). Sonra ornekler
termal otooksidasyon i¢in 50 °C’ de 105 dakika su banyosunda bekletilmistir. -
Karoten’in solma derecesi 15 dakikalik araliklarla 6rnek alinarak izlenmistir.
Antioksidan aktivite sonucu ii¢ deneyin ortalamasi olarak asagidaki esitlige gore
verilmistir (Oomah ve Mazza 1996, Velioglu ve ark 1998).

AAY% = [1-(AD 5mei-AbS' * sme)/ (A kontro-Abs' Crontror)] X 100 (Esitlik 2)

Burada, AA%: yiizde antioksidan aktivite degeri; Ab“.-jmek: su banyosunda
bekletilmeden okunan ornegin absorbans degeri; Absmsﬁmek: 105 dakika su
banyosunda bekletildikten sonra okunan ornegin absorbans degeri;
Abokommlz su banyosunda bekletilmeden okunan kontroliin absorbans degeri;
Absmskontml: 105 dakika su banyosunda bekletildikten sonra okunan
kontroliin absorbans degeri’dir.
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Sekil 7. Antioksidan Aktivite Calismalarinda Kullanilan UV-VIS
Spektrofotometre

Ekstrelerin Antibakteriyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Mikroorganizmalarin canlandirilmasi

Farkli kiiltiir koleksiyonlarindan (ATCC, NRLL) elde edilen
mikroorganizmalar % 10’luk gliserol i¢inde Eppendorf tiiplerinde stok olarak
-85 °C’de muhafaza edildi. Deneylerden 6nce canlandirilmak iizere Gram pozitif
(G+) ve Gram negatif (G-) mikroorganizmalar ise Miiller Hinton Agar (MHA)
kat1 besiyerleri 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra biitiin
mikroorganizmalar ¢ift kuvvet Miiller Hinton Broth (MHB) sivi besiyerlerine
aktarithp tekrar 37 °C’de 24 saat daha inkiibasyona birakildi. 18-24 saat
inkiibasyondan sonra sivi besiyerlerinde gelisen kiiltiirler, Mc Farland No: 0.5
standart tlipline gore bulaniklik ayar1 yapilarak cift kuvvet MHB tiiplerine belirli
miktarlarda aktarilmistir.

Mikrobroth diliisyon teknigi

In vitro mikrodillisyon yontemi kullanilarak yapilmistir (Koneman ve ark.,
1997, Iscan ve ark.,, 2002). Deney igin 96 “U” tipi kuyucuklara sahip
mikrotitrasyon petrileri (Brand) kullanilmistir (Sekil 8). Test edilecek olan



ekstreler 16 mg olmak {izere steril flakonlara tartilmis ve sirastyla %11°lik etanol
ekstresi %11°lik etanolde, %70’lik metanol ekstresi %70’lik metanolde, Umca®
ekstresi %11°lik etanolde, kloroform ekstresi metanol ve dimetil siilfoksit
(DMSO) igerisinde tam olarak ¢oziinmeleri saglanmistir. Daha sonra numuneler 2
mL’lik Eppendorf mikrotiipler icinde 1.95 ug.mL™"’ye kadar MHB s1v1 besiyeri ile
seri olarak seyreltilmis ve 100 pL olmak tizere kuyucuklara aktarimistir. 12.
stitun mikroorganizmalarin kontrolii i¢in bos birakilmis sadece MHB s1v1 besiyeri
ile doldurulup ve degerlendirme asamasinda pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
S1v1 besi ortaminda ¢ogaltilmis mikroorganizmalar 10® koloni olusturucu iinite/ml
olacak sekilde yine ¢ift kuvvet sivi besi yerinde Mc Farland No: 0.5 standardi ile
karsilagtirilip steril ortamda seyreltilmistir. Mikroorganizmalar 100 pL olmak
tizere tim kuyucuklara ilave edildikten sonra mikrotitrasyon petrilerinin kapaklari
kapatilarak 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bulanmikligin ¢ok az
oldugu ve iiremenin olmadig ilk kuyucuktaki konsantrasyon, minimum inhibe
edici konsantrasyon (MIC, MiK) olarak pg/ml cinsinden belirlenmistir. Deneyler
cift paralel olarak tekrarlanmistir.

Sekil 8. Mikrodiliisyon Tekniginde Kullanilan 96 (well) Kuyucuklu
Mikrotitrasyon Petrisi

Ince Tabaka Kromatografisi

Ekstreler 10x10 cm boyunda iki ayr1 hazir TLC cam plaklara, 1’er cm ara
ile bant seklinde, ince tabaka kromatografisi (ITK) cihazinda (Camag) sirasiyla
Umca®, %11°1lik etanol, %70’lik metanol ve kloroform ekstreleri olmak iizere
uygulanmigtir. Daha sonra uygulama yapilan plaklardan bir tanesi P. sidoides igin
Avrupa Farmakopesinde yer alan (European Pharmacopoeia, 2005) ve ¢oziicii
sistemi olan etilasetat:metanol:su (76:14:10) sisteminde, diger plak ise % 10’luk
asetik asitle doyurulmus toluen:eter (50:50) ¢oziicli sisteminde, doyurulmus 6zel
ITK tanklarinda (Camag) ayr1 ayr1 develope edilmistir. Coziiciilerin seviyesi 10cm
yiikseklige ulastigi zaman plaklar tanklardan ¢ikarilmigtir. Plaklarin ultraviyole
151g¢1inda 366 nm dalga boyunda resimleri ¢ekilmistir.

Istatistiksel Analiz

Veriler ortalama deger + standart sapma olarak verilmistir. Biitiin
istatiksel analizler SPSS 10.01(SPSS Inc., Chiago, IL) kullanilarak
hesaplanmistir. Varyans analizleri ANOVA prosediirii kullanilarak yapilmistir.
Karsilagtirma degeri p < 0,05 olarak alinmistir.



BULGULAR ve TARTISMA
Toplam Fenol Miktar Tayini

Bitkisel materyalin ekstraksiyonu kati bir ortamdan kati bilesiklerin
ayrilmasi esasmma dayanir. “Kati-sivi ekstraksiyonu” olarak bilinen bu tip
ekstraksiyonda kati bir siv1 ile ekstre edilir. Bu asamada yiliksek ekstre verimini
saglamak icin segilen ¢oziicii ¢cok onemlidir (Lawrence, 1995). Bu nedenle P.
endlicherianum’un toprak alt1 kisimlar1 sirastyla kloroform, %70’lik metanol ve
%]11’lik etanol ile ekstre edilmistir. Ayrica ila¢ olarak kullanilan Umca®
soliisyondan s1vi kisim (%11°lik etanol + gliserol) ayrilarak ekstre hazirlanmistir.
Burada deneysel ¢alismalarimizda %11°lik etanol ekstresinin kullanilmasindaki
sebep ise preparat ile paralellik saglamak icindir. Ekstrelerde kalan sulu kisim
liyofilize edilmistir. Ekstrelerin verimleri belirlenmistir  (Cizelge2). Ekstre
verimleri bakimindan ekstrelerin siralanis;, Umca®™> %70°lik metanol>%11’lik
etanol>kloroform olarak bulunmustur. Sonuca gére en yiiksek verim Umca®
cozeltisinden (%18) ve %70’lik metanolden (%13,8) elde edilmistir.
Kumarinlerce zengin oldugu diisiiniilen kloroform ekstresinin verimi daha diisiik
olarak bulunmustur (Kolodziej, 2007) (Cizelge2).

Ekstrelerin toplam fenol miktar1 deneysel kisimda verilen yontemler
kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Toplam fenol miktarlar1 GAE
olarak hesaplanmistir. Toplam fenol miktar1 bakimindan ekstrelerin siralanisi
%70’lik metanol > %11°lik etanol> kloroform> Umca® olarak bulunmustur.
Ekstrelerin toplam fenol miktarlar1 Cizelge 2’de verilmistir.

Cizelge 2’ye gore en fazla fenolik madde tasiyan %70’lik metanol
ekstresidir. Ekstre verimi oldukca yliksek olmasina karsin Umca® ekstresi icerdigi
fenolik madde orani bakimindan, %11°lik etanol ekstresinden daha fakir olarak
bulunmustur. P. sidoides kokiiniin fenolik maddelerce zengin oldugu
bilinmektedir. Ozellikle kokte bulunan gallik asit ve sikimik asit gibi fenolik
asitlerin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu bilinmesine ragmen P.
sidoides kokii ile yapilmis herhangi bir antioksidan aktivite calismasina
litaretiirlerde rastlanmamistir (Kolodziej, 2007). Bu bilgiler degerlendirildiginde
P. endlicherianum kok ekstrelerinin Umca® ekstresinden daha yiiksek oranda
fenolik madde igerdigi goz Oniine alindiginda P. sidoides gibi zengin bir fenolik
bilesime sahip oldugu sdylenebilir.

Cizelge 2. P. endlicherianum Ekstrelerinin Verimleri ve Toplam Fenolik
Madde Miktarlar: [(4), Kloroform ekstresi; (B), %11°lik etanol

ekstresi; (C), %70°lik metanol ekstresi; Umca Umca® soliisyon ekstresi |

Ekstre Verim Toplam Fenol
[%] [mgGAE/ gekstre]
(A) % 2 26.51 £0.84
(B) % 4 100.82 + 1.37
) % 13,8 242.63 + 0.97

Umca® % 18 9.43+0.28




Antioksidan Aktivite Calismalar
Indirgeme giiciiniin belirlenmesi

Maddelerin indirgeme gii¢leri ile antioksidan aktivite arasinda genellikle
dogrusal bir baglant1 vardir. Bu nedenle indirgeme kapasitesinin belirlenmesi o
maddenin antioksidan aktivitesi hakkinda bilgi verebilir. Ekstrelerin demir (III)’1
demir (II)’ye indirgeme kapasitesi hidrojen verme kapasiteleri olarak
degerlendirilir. Ayrica ekstrelerin demir (III)’0 demir (II)’ye indirgeme
kapasiteleri ile antioksidan aktiviteleri arasinda da yiikksek korelasyon
bulunmasina ragmen, bunun her zaman dogru olmadig1 kayithdir (Yildirrm ve
ark., 2000; Goger, 2004). Bu amacla P. endlicherianum koklerinden elde edilen
ekstrelerin, Umca® ekstresinin ve standartlarin demiri indirgeme kapasiteleri
incelenmis ve sonuclar Sekil 9°da verilmistir. Burada verilen sonuglar AscAE
olarak hesaplanmustir.

Yiiksek AscAE degeri indirgeme giicliniin fazlaligin1 gosterir. P.
endlicherianum kok ekstreleri ve Umca® ekstresi ile yapilan deneyler sonucunda
hicbir ekstre pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asit, etkili bir sentetik
antioksidan olan BHT (butillenmis hidroksi toluen) ve gallik asit kadar aktif
bulunmamustir. Umca® ekstresi ve %11°lik etanol ekstrelerinin demir (III)’ii demir
(IT)’ye indirgeme giicleri yaklasik olarak (p < 0.05) benzer bulunmustur. Fenolik
madde miktar1 bakimindan en zengin olarak bulunan %70°lik metanol ektresinin
demir (III)’4 demir (II)’ye indirgeme giicli de istatistiksel olarak (p < 0.05) en
yiikksek bulunmustur. Fenolik bilesikler kuvvetli antioksidanlardir (Shahidi ve
Wanasundara, 1992; Bozan ve ark., 2007). Ayrica polar madde olduklar1 igin,
polar ¢oziiciilerde coziiniirler ve giiclii aktiviteyi polar sistemlerde gosterirler.
Demir (III)’ii demir (II)’ye indirgeme reaksiyonu testi polar ortamda yapildigi i¢in
fenolik bilesiklerle antioksidan aktivite gilicii arasinda dogru oranti oldugu
sOylenebilir. Buna ragmen P. sidodes kokiiniin %11’lik etanol ekstresi olan
Umca®dan elde edilen ekstre, %70’lik metanol ckstresi kadar etkili
bulunmamistir. Bu nedenle P. endlicherianum koklerinin P. sidoides koklerinden
daha yogun fenolik madde igerdigi soylenebilir.
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Sekil 9. P. endlicherianum Ekstreleri ve Standartlarin indirgeme Giicleri
|[AscAE, askorbik asit; BHT, biitillenmis hidroksi toluen; GA, gallik asit; (A),
kloroform ekstresi; (B), %11 ’lik etanol ekstresi; (C), %70’°lik metanol ekstresi]

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikalini siipiiriicii etki tayini

Bu amagcla hidrojeni indirgeme asamasinda rengi menekse-mor renkten
sartya dogru acilan ve azot merkezli stabil bir radikal olan DPPH® radikali (Sekil
12) kullanilmistir. DPPH® radikali, 517 nm’de maksimum absorbans veren stabil
bir radikaldir. Antioksidan 6zellikli maddeler tarafindan elektron ve hidrojen atom
transferi ile DPPH® radikalinin hidrazin tiirevlerine indirgendiginde absorbans
diiser (Sekil 10) (Bachmayer, 2004; Géger, 2004; Hinneburg ve ark., 2006).

0.0 O

O,N

+ ArOH ——>

NO,

NO,

(DPPH®) (antioksidant, 6rn. fenolik)

NH + Ar0®

O,N NO,

NO,

(DPPH-H) (antioksidant serbest radikali)

Sekil 10. DPPH® Radikali ile Hidrojen Verici Fenolik Bilesiklerin Reaksiyon Mekanizmasi




Biitiin ekstreler DPPH® radikalini fizyolojik pH’da konsantrasyona baglh
olarak siipiirmiislerdir. I1Csy degerleri, radikalin %350’sini siipiirebilecek gerekli
konsantrasyon olarak tanimlanir. ICsy degeri kiiclildiikge aktivite artmaktadir.

Ekstrelerin ICsy degerleri hazirlanan dogrusal olmayan egriler kullanilarak
hesaplanmis (Sigma Plot 2001 version 7.0, SPSS Inc., Chicago, IL) ve sonuglar
Sekil 11°de verilmistir. P. endlicherianum ekstreleri ve Umca® ekstresi ile yapilan
calismalar sonucunda kloroform disindaki tiim ekstrelerin fizyolojik pH’da
stipiirticii etki gosterdikleri belirlenmistir. Kloroform ekstresi ¢oziiniirliikk problemi
nedeniyle bu polar deney sisteminde test edilememistir. Sonuglara gére, Umca®
ekstresinin digerlerine gore daha diisiik aktivite gosterdigi, %70’lik metanol
ekstresinin digerlerine gore daha aktif oldugu bulunmustur. Bu ekstrenin demir
(Il1)’i indirgeme kapasitesi de en yiiksektir (325,95 mg.g"' AscAE). Bunun
yaninda hicbir ekstre pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asit, BHT ve gallik
asit kadar etkili bulunmamustir. Ekstrelerinin DPPH® radikal siipiiriicii aktiviteleri
sOyle siralanabilir: %70’lik metanol> %11’lik etanol > Umca® seklindedir.
Pelargonium cinsine ait tiirlerle yapilmis olan ¢alismalarda antioksidan aktivitenin
olduke¢a yiiksek oldugu goriilmistiir. P. betilinum ve P. crispum tiirlerinin ham
aseton ekstreleriyle yapilmis olan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) deneyinde,
ICso degeri 4.7240.14 pgmL™ olan askorbik asit pozitif kontrol olarak
kullanilmis ve ekstrelerin ICso degerleri sirasiyla 4.13+0.14 pg.mL™ ve 4.49+0.18
ug.mL_1 seklinde bulunmustur. Bu iki tiirde askorbik asit kadar antioksidan
aktivite gostermistir (Viljoen ve ark., 2008). Ayrica P. reniforme tiiriinden izole
edilen tanen ve flavonoitlerin askorbik asitten daha yiiksek etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Latté ve Kolodziej, 2004). P.endlicherianum toprak istii kisimlari
ile yapilan ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilan askorbik asitin ICsy degeri
3.80 + 0.17 pg.mL"' ve P.endlicherianum metanol ekstresinin ICso degeri 7.43 +
0.47 ug.mL_1 olarak bulunmustur (Tepe ve ark., 2006). Bu caligsmalar gbz 6niine
alindiginda P.endlicherianum toprak alti kisimlarinin aktivitesinin askorbik asit
kadar etkili olmadigi ve Umca® ekstresinin ise diger ekstrelere gore daha diisiik
aktiviteye sahip oldugu sdylenebilir.
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Sekil 11. P. endlicherianum Ekstreleri ve Standartlarn DPPH°® Radikalini  Siipiiriicii
Etkileri [AscAs, askorbik asit; BHT, biitillenmis hidroksi toluen; GA, gallik asit; (A), kloroform
ekstresi; (B), %11’°lik etanol ekstresi; (C), %70°lik metanol ekstresi; t.e., test edilemedi]
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Sekil 12. DPPH® Radikalinin Deney Sirasinda Renginin Menekse-Mor
Renkten Sariya Dogru Acilmasi

p-karoten/linoleik asit oksidasyonunu inhibe edici etki tayini

Lipit peroksidasyonu, yaglarin yiikseltgenmesi sonucu bozulmasi olayidir.
Linoleik asidin yiikseltgenmesi sonucu daha kiiciik molekiiller olugsmaktadir ve
bunlar gidalarin bozulmasina ve hiicre yapilarinin degismesine sebep olurlar. Hem
gidalarin hem de hiicrelerin korunmasinda lipitlerin peroksidasyonunun
engellenmesinin 6énemi bu nedenle oldukc¢a 6nemlidir (Niki ve ark., 2005). Yagda
¢Oziinen kuvvetli bir antioksidan olan -lfaroten ise sekiz izopren molekiiliinden



biyokimyasal olarak sentezlenen bir terpendir. Dogal halde serbest radikallerin
fazlasin1 temizleme 6zelligine sahiptir. Sentetik antioksidanlarin ise insan sagligi
tizerine olumsuz etkileri bulunmaktadir (Branen, 1975). Dogal [-karotenin
antioksidan 06zelliginin kuvvetli olmasindan dolay1r da lipit oksidasyonunu
engelleme derecesi oldukga yiiksektir (Omenn ve ark., 1996).

Hiicre membranlarinda bulunan lipitler linoleik asit gibi oksidasyona
oldukca miisait doymamis yag asitleri bakimimdan zengindirler. Bu nedenle, bu
tez kapsaminda doymamis yag asitleri igeren deney ortamina sahip olan B-
karoten-linoleik asit beyazlama testi kullanilmistir. Bu emiilsiyon bazli sistemde,
linoleik asitten hidrojen ¢ikmasi sonucu olusan pentadienil serbest radikalinin
yiikksek konjugasyona sahip olan [B-karotene hiicum etmesi sonucu reaksiyon
emiilsiyonunun renginin a¢ilmasi esastir. Orneklerin, B-karotenin renginin
acilmasini inhibe etmesi ya da geciktirmesi serbest radikal siipiiriicti etkiyi yani
antioksidan etkiyi diisiindiirebilir (Koleva ve ark., 2002; Goger, 2004).

B-karoten-linoleik asit beraber oksidasyon deneyinde amag lipit
peroksidasyonunun derecesinin Olc¢lilmesidir. P. endlicherianum ekstrelerinin ve
Umca® ekstresinin p-karoten/linoleik asit oksidasyonunu engelleme derecelerinin
absorbans ve % inhibisyon degerleri Sekil 13 ve Sekil 14’te verilmistir. Elde
edilen tiim ekstreler belli oranlarda linoleik asit oksidasyonunu engelleyici 6zellik
gostermistir. 60 dakika optimum aktivite sliresi olarak gozlenmistir. Ekstrelerin
aktiviteleri ve 60. dakikada verilen % inhibisyon degerleri ise; kloroform
(%87,01) > %I11°lik etanol (%81,22) > %70’lik metanol (%69,18) > Umca®
(%26,24) sirasinda bulunmustur. Lipit peroksidasyonunu engelleme deneyinde
Umca® ekstresi daha az etkili bulunmustur. Yapilan bagska bir ¢alismada P.
edlicherinum toprak ustii kisimlarinin metanol ekstresinin % inhibisyon degerinin
%72.6 oldugu  gosterilmistir (Tepe ve ark., 2006). Bu calismada fenolik
maddelerce zengin oldugu tespit edilen %70’lik metanol ekstresinin degeri
%69,18 bulunmustur. %11’°lik etanol ekstresi de oldukca polar bir ekstre (11:89,
etanol: su) oldugu i¢in icersinde bulunabilecek olan polar bilesikler sayesinde bu
kadar yiiksek aktivite gosterdigi sdylenebilir.
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Sekil 13. P. endlicherianum EKstrelerinin ve Umca® Ekstresinin Zamana Karsi Linoleik Asit
Peroksidasyonunu Engelleyici Etkileri (Absorbans Degerleri) [(A4), kloroform
ekstresi; (B), %11’°lik etanol ekstresi; (C), %70’°lik metanol ekstresi]
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Sekil 14. P. endlicherianum EKstrelerinin ve Umca® Ekstresinin Zamana Karsi Linoleik Asit
Peroksidasyonunu Engelleyici Etkileri (% Inhibisyon Degerleri) [(4), kloroform
ekstresi; (B), %11’°lik etanol ekstresi; (C), %70’°lik metanol ekstresi]




Antibakteriyal Aktivite
Mikrobroth diliisyon teknigi

Ozellikle ¢ocuklarda antibiyotik kullanimimi azaltmak ve bagigiklik
sistemini kuvvetlendirmek amaciyla ilgili yapilan klinik c¢alismalarla P.
sidoides’in brongiyal inflamasyona yol acan alt solunum yolu enfeksiyonu olan
akut bronsitte etkili oldugu ve bagisiklik sistemini kuvvetlendirdigi, hastaligin
siddetini azalttig1 ortaya konmustur (Kolodziej ve ark., 2003; Matthys ve ark.,
2003; Matthys ve ark., 2007; Matthys ve Heger, 2007; Agbabiaka ve ark., 2008).
Tonsillofarenjit tedavisinde de Umca® ¢zeltisinin uygun bir secenek oldugu
plasebo kontrollii yapilan klinik caligma ile ortaya konmustur (Heger ve
Bereznoy, 2002). Bunun yaninda P. sidoides kok ekstreleri solunum yolu
enfeksiyonlarinin ¢ogunda sorumlu patojenler olarak bilinen Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae, B-hemolitik Streptococcus 1451, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa ve
Haemophilus influenzae’ye kars1 orta derecede etkili bulunmustur (Kayser ve
Kolodziej, 1997). Bu sonucglardan yola c¢ikarak bu tez kapsaminda P.
endlicherianum kok ekstreleri ve Umca®™ ekstresi mikrobroth diliisyon teknigi
kullanilarak antibakteriyal etkileri bakimindan karsilagtirilmistir.

Mikrobroth diliisyon teknigi ile yapilan antibakteriyal etki sonuglarina
gore denenen tiim 6rnekler patojen bakterilere kars1 125 ile 4000 pg.mL™" (MIK)
konsantrasyon arah@mnda etkili olmustur. %70’lik metanol ekstresinin Umca®
ekstresi de dahil olmak {iizere diger ekstrelere gére daha giiclii antibakteriyel
etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Antibakteriyal etki sonuglar1 Cizelge 3’te
verilmigtir.

Kumarinlerin antimikrobiyal aktivitelerinin giiglii oldugu bilinmesine
ragmen, kumarinlerce zengin oldugu bilinen Umca® ekstresi, fenolik maddelerce
zengin oldugu disiintilen %70’lik metanol ekstresine gore, daha diisiik
antibakteriyal etkili bulunmustur (Kolodziej ve ark., 2006; Creaven ve ark., 2006;
Creaven ve ark., 2007; Kavanagh ve ark., 2007; Kolodziej, 2007). Kayser ve
Kolodziej‘in (1997) birlikte yaptiklar1 calismada, P. sidoides kokii su, etilasetat ve
n-butanol ekstrelerinin mikrodiliisyon teknigi kullanilarak antibakteriyal
aktiviteleri incelenmistir. E. coli’e kars1 su ekstresi 600 pg.mL ™", etilasetat ekstresi
1200 pg.mL™, n-butanol ekstresi 1200 pg.mL™' konsantrasyonda, S. aureus’a
kars1 su ekstresi 600 pg.mL™", etilasetat ekstresi 2500 pg.mL "', n-butanol ekstresi
1200 pg.mL™" konsantrasyonda, P. aeruginosa’a karst ise su ekstresi 600 pg.mL™
ctilasetat ekstresi 2500 pg.mL™', n-butanol ekstresi 1200 pg.mL’
konsantrasyonda etki gostermistir. Genel olarak tiim ekstre degerlerinin 0.6-2.5
mg.mL~" konsantrasyon arahiginda degistigi ve antibakteriyal aktivitenin yiiksek
oldugu belirlenmis, standart olarak kullanilan Penisilin G, E.coli igin 25 ug.mL_1
S. aureus i¢in 5 png.mL™', P. aeruginosa icin 5 pg.mL™' MIK degerini vermistir
(Cizelge 4).

Bu tez kapsaminda incelenen P. endlicherianum kok ekstreleri ve Umca®™
ekstresinin  E.coli, S. aureus ve P. aeruginosa’ya Kkarst antimikrobiyal
aktivitelerine bakildiginda (Cizelge 3), E. coli’e kars1 kloroform ekstresi 4000
pg.mL™, %11°lik etanol ekstresi 2000 pg.mL™", %70’lik metanol ekstresi 1000
pgmL™, Umca ekstresi 2000 pg.mL™' konsantrasyonda, S. aureus’a Karsi



kloroform ekstresi 2000 pg.mL ™", %11°lik etanol ekstresi 250 pg.mL™", %70’lik
metanol ekstresi 125 ug.mL_l, Umca® ekstresi 500 pg.mL_1 konsantrasyonda, P.
aeruginosa’a kloroform ekstresi 2000 pg.mL™', %I11°lik etanol ekstresi 4000
ng.mL™, %70’lik metanol ekstresi 2000 pg.mL™", Umca® ekstresi 2000 pg.mL ™
konsantrasyonda etkili bulunmustur. Sonug olarak bu ii¢ bakteriye karsi ekstreler
ve Umca” ekstresi 0.125-4 mg.mL™' aras1 konsantrasyonda etki gosterdigi igin
antibakteriyal aktivitenin oldugu soylenebilir. Standart olarak kullanilan
Kloramfenikol (Sigma) E. coli’e karst 62.5 ug.mL_1 I, S. aureus’a kars1 15.62
ngmL™, P. aeruginosa’a karst 125 pg.mL™' konsantrasyonda etkili olmustur.
Ayrica bu sonuglara gore P. enlicherianum kokiiniin %11°1ik etanol ekstresi S.
aureus’a karst Umca®’dan daha etkili oldugu sdylenebilir. Bu iki bakteriye karsi
%70’lik metanol ekstresi en giiclii antibakteriyal aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. Afolayon ve ark.’nin (2006) yaptig1 diger bir calismada P. sidoides
filizinin metanol ekstresi Gram negatif bakterilerden olan Pseudomonas
aeruginosa ‘a karst 7.5 mg.mL ™' konsantrasyonda etkili bulunmustur. P. sidoides
kok ve filizinin aseton ve metanol ekstreleri Serratia marcescens’e karst ise etkili
bulunamamistir. Her iki ekstre de Bacillus cereus’a karst 2.5-7.5 mg.mL*1
konsantrasyon araliginda etkili bulunurken, Staphylococcus epidermidis’e kars1 1-
10 mg.mL™" konsantrasyon araliginda etkili bulunmustur.

Cizelge 3’e gore %70’lik metanol ekstresi Serratia marcescens’e karst 500
ng.mL™" degeri ile standart olarak kullanilan kloramfenikole yakin antibakteriyal
etki gostermistir ve S. aureus, S. epidermidis ve B. cereus’a karst 125 pg.mL™
konsantrasyonda etkili olmustur. Serratia marcescens’e karsi Umca® ekstresi
1000 pgmL™' konsantrasyonda etkili bulunmustur. Bunun yaninda
P.endlicherianum’un %]11’lik etanol ekstresi S. aureus’a ve B. cereus’a karsi
Umca® ekstresinden daha etkili, E.coli’e ve S. marcescense’e karsi etkisi Umca®
ekstresi ile es degerde bulunmustur.

Tiim yapilan ¢aligmalarin sonuglar karsilastirildiginda P. endlicherianum
kokiiniin de antibakteriyal aktivite bakimindan en az P. sidodes kokii kadar, hatta
bazi bakterilere kars1 daha fazla etkili oldugu sdylenebilir.



Cizelge 3. P. endlicherianum EKkstrelerinin ve Umca® Soliisyonun Mikrodiliisyon Yontemine
Gore Antibakteriyel Etki Sonuclar [(A4), kloroform ekstresi; (B), %11’lik etanol
ekstresi; (C), %70’°lik metanol ekstresi; (S), kloramfenikol -Sigmal

Bakteriler Kaynak A B C Umca® | S

Escherichia coli NRRL B- | 4000 | 2000 | 1000 | 2000 62.5
3008

Staphylococcus ATCC 2000 | 250 | 125 | 500 15.62

aureus 6538

Pseudomonas ATCC 2000 | 4000 | 2000 | 2000 125

aeruginosa 27853

Enterobacter NRRL 2000 | 2000 | 1000 | 1000 62.5

aerogenes 3567

Salmonella ATCC 2000 | 4000 | 500 | 1000 62.5

typhimurium 13311

Staphylococcus ATCC 2000 | 2000 | 125 | 1000 31.25

epidermidis 12228

Bacillus cereus NRRL B- | 1000 | 250 | 125 | 500 31.25
3711

Metisiline Direncli | Klinik 1000 | 2000 | 1000 | 1000 31.25

Staphylococcus izolat

aureus (MRSA)

Serratia NRRL B- | 1000 | 1000 | 500 | 1000 250

marcescens 2544

E.coli H157:07 A.U. Fen | 2000 | 4000 | 500 | 2000 62.5
Fak.
Biyoloji

Cizelge 4. P. sidoides Kok Ekstrelerinin Antibakteriyel Etki Sonuclar [(4), su ekstresi; (B),
etilasetat ekstresi; (C), n-butanol ekstresi; (S),Penisilin G|(Kayser ve Kolodziej,

1997)
Bakteriler A B C S
Escherichia 600 | 1200 1200 25
coli
Staphylococcus | 600 | 2500 | 1200 5
aureus
Pseudomonas | 600 | 2500 1200 5
aeruginosa

Ince Tabaka Kromatografisi

Ekstrelerdeki maddeler polariteleri bakimindan karsilastirmali olarak farkli
¢oziicii sistemlerinde ITK ydntemi kullanilarak incelenmistir. Ekstrelerde bulunan
maddeler 366 nm’de mavi renkte gzlenmistir.

Sekil 15°teki sistemde Umca® ekstresi icerisindeki maddelerle diger
ekstrelerdeki maddelerin ayn1 mesafede yiirtimedigi i¢in farkli polaritede
maddelere ait olduklar1 bellidir. Sekil 16’daki ¢oziicli sisteminde ise kloroform
ekstresinde ayirim gerceklesmistir ama Umca® ekstresindeki maddeler daha polar
olduklari i¢in startta kalmis ve yliriimemistir.



Sekil 15. Etilsetat:Metanol:Su (76:14:19) Coziicii Sisteminde Yiiriitiilen
Ekstrelerin Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)Sonuclar

Sekil 16. %10’luk Asetik Asitle Doyu.rulmus, Toluen:Eter (50:50) Cii;iicii
Sisteminde Yiiriitillen Ekstrelerin Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)
Sonuclari



SONUCLAR ve ONERILER

Pelargonium Geraniaceae familyasinin en yaygin cinslerinden birisidir ve
Tiirkiye’de iki dogal yayilisa sahip tiirii bulunmaktadir. Giiney Afrika tiirii olan P.
sidoides ve P. reniforme son yillarda bilim diinyasinda ilgi goren popiler
bitkilerdir. Bu tiirlerle ilgili litaretiirde oldukc¢a fazla caligma yer almasina ragmen
Tirkiye’de dogal olarak yetisen P. endlicherianum kokleri ile yapilmis herhangi
bir ¢aligma litaretiirde yer almamaktadir.

Bu bilgilerden yola ¢ikilarak bu tez kapsaminda P. endlicherianum ve P.
sidoides  tlirlerinden elde edilen ekstrelerin  aktiviteleri  bakimindan
karsilastirilmast yapilmistir. P. sidoides ekstresi olarak igerigi %11°lik sulu etanol
ekstresi olan Umca®’dan elde edilen ekstre kullanilmustir. P. endlicherianum
tirtiniin ise %]11’lik etanol, %70’lik metanol ve kloroform ekstreleri elde
edilmistir. Hazirlanan ekstreler in vitro antioksidan aktivite ve antimikrobiyal
aktivite deneylerinde kullamilmstir. Ulkemizde yetisen Pelargonium tiirlerinin
aktiviteleri ile ilgili ¢ok fazla calisma bulunmamaktadir. P. endlicherianum
koklerin aktivite ¢aligmalar ise ilk kez kapsamli olarak yapilmistir. Elde edilen
ekstrelerin verimlerine, toplam fenol miktarlarina, indirgeme giiglerine, 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikalini siipiiriicii etkilering, B-karoten/linoleik
asit oksidasyonunu inhibe edici etkilerine ve antimikrobiyal aktivitelerine
bakilmistir.

Ekstrelerin verimleri sirasiyla Umca®> %70 metanol> %]I1 etanol>
kloroform ve toplam fenol miktarlar1 sirasiyla %70 metanol> %11 etanol>
kloroform> Umca® olarak belirlenmistir. Sonuglara gore en yiiksek verimin elde
edildigi Umca® ekstresinin icerdigi fenolik madde miktar1 en az olarak
bulunmustur. %70’lik metanol ekstresinin fenolik maddelerce en zengin oldugu
bulunmus ve ayni ekstre yapilan antioksidan aktivite deneylerinde de en etkili
ekstre olarak gbzlenmistir.

Ekstrelerin antioksidan aktivitelerine bakildiginda indirgeme giicleri
stirastyla %70’lik metanol> 9%11°lik etanol> Umca®> klorofom, 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH®) radikalini siipiiriicii etkileri sirasiyla %70’lik metanol>
%]11’lik etanol> Umca® (kloroform test edilmedi), PB-karoten/linoleik asit
oksidasyonunu inhibe edici etkileri sirastyla kloroform> %11°’lik etanol> %70’lik
metanol> Umca® olarak bulunmustur. Sonuglara gore Umca® ekstresi tiim
deneylerde en az etkiyi gostermistir. P. sidoides ve P. endlicherianum koklerinin
%11’lik etanol ekstreleri karsilastirildiginda P.  endlicherianum kokiiniin
antioksidan aktivitelerinin daha yiliksek oldugu belirlenmistir. B-karoten/linoleik
asit oksidasyonunu inhibe edici etki tayini disindaki tiim deneylerde en fazla
fenolik maddeyi de iceren %70’lik metanol ekstresi en etkili ekstre bulunmustur.
Bu etkinin i¢erdigi fenolik maddelerden kaynaklandig: diistintilmektedir.

Antimikrobiyal aktivite calismasinin sonucuna gore P. endlicherianum
ekstreleri P. sidoides kok ekstresi olan Umca® ekstresine gore Serratia
marcescens’e kars1 daha etkili sonug vermistir. Ozellikle %70°’lik metanol ekstresi
bu bakteriye karsi 500 pg.mL' MIK degeriyle kloramfenikole yakin
antibakteriyel etki gostermistir. Ayrica %11’lik etanol ekstresi Staphylococcus
aureus ve Bacillus cereus’e karst Umca® ekstresinden daha etkili bulunmustur.



Bu sonuglara gore P. endlicherianum koklerinin antibakteriyal
aktivitesinin bu bakterilere karsi en az P. sidoides kokii kadar etkili oldugu
sOylenebilir.

ITK sonuglarina goére Umca® ekstresinde bulunan maddelerle diger
ekstrelerde bulunan maddelerin biiyiik 6l¢iide farkli oldugu gézlenmistir.

P. endlicherianum kokleri ile ilgili bilimsel anlamda ilk ¢alisma olan bu
tez ile koklerin fenolik bilesimi ile antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi
degerlendirilmistir. Bu c¢alismalar bu konudaki projemizin baglangi¢
calismalaridir. Bu konu ile ilgili olarak etkili bilesiklerin aydinlatilmasi ve alt
solunum yollar1 enfeksiyonlarinda etkili olup olmadigi konusundaki
calismalarimiz devam etmektedir. Bu 6n ¢alismalar P. endlicherianum koklerinin
P. sidoides gibi degerlendirilebilecegi konusunda iimit vaat edici sonuglar
gostermistir.
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