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ENDEMIK HELIOTROPIUM SAMOLIFOLIUM BUNGE SUBSP. ERZURUMICUM
(BORAGINACEAE) EKSTRAKTLARININ ANTIOKSIDAN, ANTIMIKROBIYAL VE
PLAZMID DNA AKTIVITELERININ BELIRLENMESI
(Yuksek Lisans Tezi)

Galip SAGLAM

AMASYA UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
Haziran 2019
OZET

Bu ¢alismada, endemik Heliotropium samolifolium subsp. erzurumicum’un toprakiistii ve toprakalti
kisimlarinin antimikrobiyal, antioksidan ve plazmit DNA aktiviteleri belirlendi. Bu alttlr otsu, tek
yillik, 10-50 cm boyunda, yogun villos tiiylii, ¢igek durumu 10-50 sapsiz gigeklidir. Ulkemizde
sadece Olur (Erzurum) cevresinde yayilis gostermektedir ve halk arasinda “Erzurum bambulu”
olarak bilinmektedir. Heliotropium L. tirleri pirolizidin alkoloitleri, terpenoitler, saponinler,
fenoller, flavonoitler, tanenler ve steroitler gibi kimyasal maddeleri icermektedir. Bu tirler
antibakteriyal, anti-enflamatuvar, yara iyilestirici, antiviral, antitimor, sitotoksik ve fitotoksik
ozelliklerinden dolay1, pek¢ok hastaligin tedavisinde ¢ok eskiden beri kullanilmaktadir.

Bitki ekstraktlarin antimikrobiyal aktivite testleri 4 farkli standart sus (Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Micrococus luteus NRLLB 1018, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853) ve bir maya mantar1 (Candida albicans ATCC 10231) ile MIK
(Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) metodu kullanilarak yapilmistir. Antioksidan aktivite
caligmalar1 i¢cin DPPH ve toplam fenolik madde miktar1 hesaplama metotlar1 uygulanmistir.
Ekstraktlarin DNA hasari lizerine etkileri pPBR322 plazmit DNA kullanilarak arastirilmistr.

Calismamizdan elde edilen bulgulara gore, Heliotropium samolifolium subsp. erzurumicum’un
toprakalt1 etanol ekstraklarmin daha giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ve hem Gram
pozitif hem de Gram negatif bakteriler lzerinde aktivite gosterdigi bulunmustur. Ekstraktlarin
antioksidan aktivite sonuglart incelendiginde, serbest radikal (DPPH) giderme aktivitesi
bakimindan en yiiksek aktivitenin toprakiisti etanol+su, kloroform ve toprakalti etanol
ekstraklarinda goriilmiistiir. Toplam fenolik madde igerigi bakimindan en yiiksek aktiviteye
toprakiistii, toprakalt1 kloroform ve toprakalti etanol+su ile hazirlanan ekstraklarda rastlanmustir.
DNA’nin agik halkasal formu {izerinde toprakalti su ve kloroform ekstraklarinin daha giiglii bir
etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Antioksidan, antimikrobiyal ve DNA’nin yapisini tahrip etmesi
bakimindan alttiiriin toprakalti1 ekstraklarinin toprakiistii ekstraklarina oranla daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Bu tez ¢alismasi sonucunda, bu alttiirden elde edilen ekstraklarin ilag sektdriinde
kullanilabilecegi dnerilmistir.

Sayfa Adedi :86

Anahtar Kelimeler : Endemik, Heliotropium samolifolium subsp. erzurumicum
Antimikrobiyal, Antioksidan, Plazmit DNA

Danisman : Prof. Dr. Nezahat KANDEMIR
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DETERMINATION OF ANTIOXIDANT, ANTIMICROBIAL, AND PLASMID DNA
ACITIVITIES OF ENDEMIC HELIOTROPIUM SAMOLIFOLIUM BUNGE SUBSP.
ERZURUMICUM (BORAGINACEAE) EXTRACTS
(M. Sc. Thesis)

Galip SAGLAM

AMASYA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
June 2019
ABSTRACT

In this study, antimicrobial, antioxidant and plasmid DNA properties of above-below ground parts
of Heliotropium samolifolium Bunge subsp. erzurumicum were determined. This subspecies is
herbaceous, annual, 10-50 cm high, dense villous hairy, inflorescence with 10-50 sessile flowered.
It distributes only in the vicinity of Olur (Erzurum) in Turkey and is known as “Erzurum
heliotrope” by the people. Heliotropium L. species include chemical matters such as; pyrrolizidine
alkaloids, terpenoids, saponins, phenols, flavonoids, tannis, and steroids. These species, due to the
antimicrobial, anti-inflammatory, wound healing, antiviral, antitumor, cytotoxicity and
phytotoxicity properties, have been using for the treatment of many diseases for a long time.

The antimicrobial activity tests of plant the extracts were performed using 4 different standard
strains (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Micrococus luteus NRLLB 1018, Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) and a yeast (Candida albicans ATCC
10231) and MIC (Minimum Inhibition Concentration) method. For the antioxidant activity studies,
DPPH ve total phenolic content calculation methods were applied. The effects on DNA damage of
extracts were investigated using pBR322 plasmid DNA.

Related to the findings of our research, below-ground ethanol extracts of Heliotropium
samolifolium subsp. erzurumicum has stronger antimicrobial activity and it was seen that it has an
effect both on the Gram positive and Gram negative bacteria. When antioxidant activity results of
the extracts investigated, the highest activity was seen in above-ground ethanol+ water, chloroform
and below-ground ethanol extracts as free radical scavenging activity. Related to the total phenolic
matter content, the highest activity was observed in the extracts prepared above-ground, below-
ground chloroform and below-ground ethanol+ water. It was seen that below-ground water and
chloroform extracts had a gretaer effect on the open spiral form of DNA. It was seen that below-
ground extracts were more effective than the above-ground extracts of this subspecies as they are
antioxidant and antimicrobial and they destroy the structure of DNA. At the end of this research,
the extracts obtained from this subspecies can be used in medicine industry.

Page Number 86

Key Words : Endemic Heliotropium samolifolium subsp. erzurumicum,
Antimicrobial, Antioxidant, Plasmid DNA

Supervisor : Prof. Dr. Nezahat KANDEMIR



viii

ONSOZ ve TESEKKUR

Bu tez konusunu birlikte belirledigimiz, ¢aligmalarim stiresince destek ve yardimlarim
esirgemeyen, kisisel birikim ve becerileri ile her daim tez ¢alismalarima katki saglayan
Prof. Dr. Nezahat KANDEMIR’e tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Bitkinin toplanmasi
asamasinda goOstermis oldugu katkidan dolayr Prof. Dr. Sevket Kandemir’e tesekkiir
ederim. Laboratuvar ¢alismalarimda desteklerini esirgemeyen Dog¢. Dr. Melek GUL, Dr.
Ogretim Uyesi Onder 1dil, arastirma gérevlileri Umut Celikoglu ve Emine Celikogluna en
icten tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica tez donemi boyunca benden desteklerini higbir zaman
esirgemeyen cok sevdigim esime, aileme destek ve yardimlarindan dolay1r sonsuz
tesekkiirler ederim. FMB-BAP 17-0286 nolu proje ile tez caligmalarimi destekleyen

Amasya Universitesi BAP Birim Koordinatorliigiine tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

Sayfa
(074 = IO OO TP OO RPEORUURRRRRROS Vi
ABSTRACT ..ottt sttt bbb et et et e be et e b e s e Re bt ne et e e ne et vii
ONSOZ ve TESEKKUR.......ooviiicieieieieeceecteie et eetete ettt en st en st enenesaese s viii
ICINDEKILER ...oovvvsiectee ettt s sttt s st s s s et esensean st s s snsnaees iX
CIZELGELER DIZINI .....coiuiuiiitieieccecccceceeieeeessesesese s sssssssssese e sssssssesssssssssssssesesssenns Xi
RESIMLER DIZINIL ..ottt Xii
SEKILLER DIZINT ..ottt ettt Xiii
HARITALAR DIZINT ..ottt XV
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI.....cccooiiieieeeeeeee e, XVi
Lo GERIS oottt ettt ettt et ettt et ettt e ettt e et r et e 1
2. GENEL BILGILER .....ouiiiiiiiiieiiisieisce ettt 6

2.1. Heliotropium samolifolium Bunge subsp. erzurumicum Dénmez’un Sistematik
DUIUIMU .ttt e s e e n e e re e s e e neennneene e 6
2.2. Boraginaceae (Hodangiller) Familyasinin Genel OzelliKleri ............cccocevvvevevivererencnene, 6
2.3. Heliotropium L. Cinsinin Genel OZeIlIKIEri ........ccvvvieeieecccccccccec e 6
2.4. Heliotropium samolifolium subsp. erzurumicum’un Genel Ozelliklefi.......................... 7
2.5. SErbest RAAIKAIIET .........coviiieiee ettt nee s 9
2.6, ANTIOKSTAANIAT .....cuiitiieiiiciee bbb 11
2.6.1. Antioksidan kapasite Olgim mMetotlart ..........cceoeririiiiiiiiceicc e 12

2.7. Antimikrobiyal Maddeler ..o 13



2.7.1. Antimikrobiyal etki tayin yOntemIeri ..........ccooeiveiv e 14
2.8, PIazZMIt DINA .. ..ottt bbbttt e e bbb bbb eene e 17
3. MATERYAL VE METOT ..ttt st 22
B L IMIBEEIYAL ...t b e pe e 22
3.1.1. Kullanilan Bitki ....o.eeeiiiieiiiiiie e 22
3.1.2. Kullanilan bakteriler..........coviiiiiiiiiiiiiiie e 22
3.1.3. Kullanilan kimyasal madde ve ekipmanlar ............ccccocveviiiiniiiinniienniic e 22
BL2. IMBLOT ... 24
3.2.1. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi...........cccccueeiiiiniiiee e 24

3.2.2. DPPH (1,1-difenil 2-pikril hidrazil) radikali yakalama aktivitesinin belirlenmesi

...................................................................................................................................... 26
3.2.3. Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi ............c.ccooovviiriiniiiiciicncnn 27
3.2.4. Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal 6zelliginin belirlenmesi...........cc.cccovvvnnnne. 28
3.2.5. Bitki ekstraktlarinin plazmit DNA {izerine etkisinin belirlenmesi ..................... 29
4. BULGULAR VE TARTISMA ..ottt 30
Nt = TV o U - SRR 30
4.1.1. DPPH radikali yakalama aktivitesi bulgulart ...........ccocoovvriiiiiiienciiicece, 30
4.1.2. Toplam Fenolik Madde Miktart Bulgulart ..........ccccoovviiiiiiiiiiiiiciiciceee 35
4.1.3. Antimikrobiyal BUIQUIAT ..........ccooiiiii 37
4.1.4. Bitki ekstraktlarinin plazmit DNA {izerine etkisi........cc.ccoovvvverireninencnennnnnn. 39
L 3y 1T 1 0 T TP PP TP RPPPR 42
5. SONUC VE ONERILER ......c.cccecstiiititetiiiiisciete ettt 52
KAYNAKLAR L.t 54

(@) €)216).Y | ST TP 68



Xi

CIZELGELER DIiZiNi
Cizelge Sayfa
Cizelge 2.1. Bazi1 antioksidanlarin bulundugu bitkiler...........cccocoeiiiiiniie 12
Cizelge 2.2. Baz1 antioksidan vitaminlerin bulundugu gida kaynaklari............cccooenenne 12
Cizelge 3.1. Bilimsel arastirmamizda kullanilan cihazlar ve markalari ... 24

Cizelge 4.1. Bitki Ekstraktlarinin ICsg (mg/mL) degerleri
Cizelge 4.2. Kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi i¢in elde edilen Gallik Asit Konsantrasyonlari
Ve AbSOrbans DEGerleri ........coivviiiiiiiiiiiiieiec e 36
Cizelge 4.3. Toprakiistii ve toprakalt1 bitki ekstraktlarina ait Gallik asit esdegeri fenolik
madde icerigi (mg/mL)
Cizelge 4.4. H. samolifolium subsp. erzurumicum’un toprakdistii ve toprakalt1 ekstraktlarin

MIK degerleri (LE/M1) .....c.vcveveeereieeeieiceeieeeeesee ettt 38



Resim

Resim

Resim

Resim

Resim

Resim

Resim

Resim

Resim

Resim

2.1.

3.1

3.2.

3.3.
3.4.

3.5.
3.6.

3.7.

4.1.

xii

RESIMLER DIiZiNi

Heliotropium samolifolium subsp. erzurumicum’un herbaryum érnegi........... 8

Amasya Universitesi Egitim Fakiiltesi Hazirlik ve Uygulama Laboratuvari .23
Amasya Universitesi Egitim Fakiiltesi Hazirlik ve Uygulama Laboratuvarimnimn
Tl To (111U 301V SRS 23
Bitki ekstraksiyonu i¢in hazirlnmis Soklet diizenegi...........ccevvvvivvineenieennnnns 25
Bitki ekstraktlarindaki organik ¢oziliciiniin ugurulmasinda kullanilan Rotary
evaporator (DONer BUNAIIASHITICT) ..ovvveeeieiciiesie e 25
Bitki ekstraktlarinin cam siselerde muhafaza edilmesi .............ccccceveevveennnnene, 26
Toplam madde miktar1 deneyinde, Na,COj3 eklendikten sonraki  deney
tplerinde olusan GOTTNT ........eervereriieiesie et 27
Petri kaplarindaki besi yerlerindeki Gram pozitif bakteriler (Toprakiistii ve

toprakalt1 ekstrelerindeki Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus)........ 28

Petri kaplarindaki besi yerlerindeki Gram negatif bakteriler (Toprakiistii ve

toprakalt1 ekstrelerindeki Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) 37



Xiii

SEKILLER DiZiNI

Sekil Sayfa
Sekil 2.1. Elektron kazanmis serbest radikal formu ...........ccoceeeeiiiii i 9
Sekil 2.2. Oksidatif StreSin OIUSUMU ........cciiiiieeiiiiiie e e e s e e e enees 9
Sekil 2.3. Serbest radikallerin hiicre lzerinde zarar verdigi bolgeler ... 10
Sekil 2.4, DisK dIfUZYON TEST.......ciuiiiiieiiiese e 15
Sekil 2.5. E-testine ait SEKIICT. ........cooiiiiiiiie e 16
Sekil 2.6. Plazmit DNA’ya ait elektron mikroskobu gorintileri ...........ccocvveieniininnnnnn 17
Sekil 2.7. Plazmit DNA’ya ait elektron mikroskobunda supersarmal yogunlugun artmasi.18
Sekil 2.8. Agaroz jelde farkli formlardaki plazmit DNA’nin gorintileri .........ccocovevvvrneenee. 19
Sekil 2.9. Agaroz jel hazirlama islemlerinin sira ile gosterimi. 1,2- Jel tankinin hazir hale
getirilmesi, 3-Jelin tanka dokiilme islemi, 4-Taragin yerlestirilme islemi, 5-Jel

tankin1 yiiritme kabina yerlestirerek ve voltajin1 ayarlama isleminden sonra
elektroforez iglemine baglanmasi. .......cccccveveeiiieiesiiiiee e 20

Sekil 2.10. Agaroz jel tankina ait goriintii (yukarida), agaroz jel sistemi (asagida). .......... 21
Sekil 4.1. Hekzan ekstraktinin toprakiistii ve toprakalti kisimlarinin DPPH radikali
yakalama aktivitesi (TU: toprakiistli, TA: toprakalt1).........c.coceeveverereverennnnnn. 30

Sekil 4.2. Kloroform eckstraktinin  toprakistl ve toprakalti kisimlarimin ~ DPPH
radikali yakalama aktiVIteSi ...........cccvveiueiiiiiieie e 31

Sekil 4.3. Etilasetat ekstraktinin toprakistli ve toprakaltt kisimlarimin DPPH radikali
yakalama aKEIVITEST........coviiiiiiiiii e 31

Sekil 4.4. Etanol ekstraktinin toprakisti ve toprakalti kistmlarimin DPPH radikali
yaKalama aKtiVITESI.......cveiiiiicii s 32

Sekil 4.5. Etanol + Su ekstraktinin toprakisti ve toprakalti kisimlarinin DPPH radikali
yakalama GKEIVITESI..........ooueiiiiiiiisieeee e 32

Sekil 4.6. Su ekstraktinin toprakistl ve toprakalti kistmlarinin DPPH radikali yakalama
AKEIVITEST. 1. 33

Sekil 4.7. H. samolifolium subsp. erzurumicum’un toprakiistii ekstraklarmin tiimiiniin
DPPH radikali yakalama aktiVIteSi ...........cccoveiiririiinieieiee e 33

Sekil 4.8. H. samolifolium subsp. erzurumicum’un toprakalti ekstraklarinin tiimiiniin

DPPH radikali yakalama aktiVitesi ..........cccccveveiiieiieniiic e 34



Xiv

Sekil Sayfa

Sekil 4.9. Gallik asit standart Grafifi .........ccceeriviiiiiiiiiii e 36
Sekil 4.10. Bitki ekstraktlarinin DNA {izerine etkisinin agaroz jel elektroforez goriintiileri (
1 ve 2: kontrol grubu, 3: toprakalti1 su, 4: toprakalti etilasetat, 5: toprakalti
etanol; 6: tOPrakUuSTU SU) .....cveverieriiiieiiieiieeeee e s 40
Sekil 4.11. Bitki ekstraktlarinin DNA iizerine etkisinin agaroz jel elektroforez goriintiileri
(1 ve 2: kontrol grubu; 3: toprakusti etanol; 4: toprakistl etilasetat; 5:
toprakiistii etanol+su, 6: toprakalt1 etanol+su; 7: toprakalti hekzan)................ 40
Sekil 4.12. Bitki ekstraktlarinin DNA iizerine etkisinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (1
grubu; 3: toprakalt1 kloroform; 4: toprakalt1 hekzan; 5: toprakiistii kloroform; 6:

toprakstii ve 2: Kontrol heKzan)...........covevviciieie e 41



XV

HARITALAR DiZINi
Harita Sayfa

Harita 2.1. Heliotropium samolifolium subsp. erzurumicum’un Tiirkiye’deki yayilis alant
4 Heliotropium samolifolium subsp. erzurumiCuM...........ccccvevevevererreeeeisnenns 8



XVi

SIMGELER ve KISALTMALAR DIiZiNi

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Agiklama

HO Hidroksil radikali
HO, Hidroperoksi radikali
H,0, Hidrojen peroksit

O Singlet oksijen

Oy Siiperoksit radikali
Na,COs3 Sodyum Karbonat
mg Miligram

ml Mililitre

nm Nanometre

png Mikrogram

pl Mikrolitre

mm Milimetre

cm Santimetre

m Metre

be Baz cifti

kbg Kilo baz ¢ifti
CFU/ml Mililitre Basina Koloni Olusturan Birim

I1Cs Etkin konsantrasyon



Kisaltmalar

DMSO
FCR
NB
°C
CAT
DNA
RNA
DPPH
GPx
GSH
GST
MDA
pH
HAT
ET
ROS
RNS
SOD
uv
WHO
MiK
Abs

Subsp.

Aciklama

Dimetil stlfoksit
Folin-Ciocalteu reaktifi
Nutrient broth

Celcius

Katalaz
Deoksiriboniikleikasit

Ribonukleikasit

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

Glutatyon peroksidaz
Redikte glutatyon
Glutatyon S-transferaz
Malondialdehit
Asitlik derecesi
Hidrojen Atom Transferi
Elektron transferi
Reaktif oksijen turleri
Reaktif nitrojen tirleri
Suiperoksitdismutaz
Ultraviyole

Diinya Saglik Orgiitii

Minimum Inhibitér Konsantrasyonu

Absorbans

Alttar

Xvii



1. GIRIS

Tiirkiye Avrupa kitasinda biyogesitlilik bakimindan dikkate deger zengin bir floraya ev
sahipligi yapmaktadir. Bu zengin flora bunyesinde ¢ok sayida tibbi ve endemik bitkileri
barindirmaktadir. Ulkemizde dogal olarak yayilis gdsteren 12.000°den fazla bitki
taksonunun yaklagik 3750’si endemik taksonlardan olusmaktadir [1]. Tirkiye’deki tibbi
bitki sayisinin 500 civarinda oldugu tahmin edilmekte olup bunlardan 200 bitki tiirliniin
ihrag potansiyeline sahip oldugu bildirilmektedir [2, 3]. Tiirkiye’de tibbi bitkiler yuzlerce
yildir halk tarafindan ¢ay, baharat, boya, siis esyasi, koku, tat endiistrisi, parfiim, temizlik,

gida maddesi ve kozmetik gibi pek ¢ok alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir [4, 5].

Bitkilerin degisik kisimlarinin tedavi amaciyla kullanimi insanlik tarihi kadar eskidir.
Diinya’da pek ¢ok insan tarih boyunca birgok hastaligin (kalp, bobrek, mide, safra kesesi
karaciger rahatsizliklari, soguk algmligi, uyku bozuklugu, seker hastaligi, romatizmal
agrilarda ve stres) tedavi edilmesinde tibbi bitkileri kullanmiglardir. Diinya Saglhik Orgiti
(WHO) verilerine gore, diinyada yaklasik 4 milyardan fazla insan saglikla ilgili
problemlerini daha c¢ok bitkilerden elde edilen droglarla gidermeye calismaktadir [6].
Bitkilerin ucuz ve kolay tedavi olanaklarinin olmasi, etkilerini ¢ok genis alanlarda
gOstermeleri, sentetik ilaglarin insanlarda daha biiyiik tehlikeler olugturmasi, daha kolay
ulagilabilir durumlarda olmalar1 ve bakterilerin sentetik ilaclara karsi daha kolay direng

gOsterebilmeleri gibi sebeplerden dolay: tibbi bitkilerin 6nemi giin gegtikge artmaktadir.

Bitkilerin gelisim ve biiylimeleri siirecinde islevsel 0zelligi bulunmayan ¢ok sayida ve
cesitte organik molekiiller iiretilmektedir. Bitki kaynakli organik maddeler primer ve
sekonder metabolitler olarak iki sekilde gruplandirilmaktadir. Primer metabolitler esas
metabolitler olup, dogada ¢ok olarak bulunan maddelerdir. Ornegin bitkinin rizom, tohum,
sap, kok, yumru ve meyve gibi organlarinda bulunan karbonhidrat, yag, protein, niikleik
asit, vitamin ve mineraller primer metabolitleri olusturmaktadir. Bitkilerde temel yap1 ve
besin depo maddeleri olarak primer metabolitlerin haricinde bir de bitkinin yasami igin
olmazsa olmaz ve miktar olarak dlgiilemeyecek seviyede kii¢ciik molekiil yapili sekonder
(ikincil) metabolitler de bulunmaktadir. Sekonder metabolitler tuzluluk, kuraklik, UV
1sinlart gibi farkli cevresel etkilerin meydana getirdigi stres ortamina karsit koruma,
herbivorlara (bocek, siiriingen vb.), mikroorganizmalara kars1 koruma ve bazi ekolojik
faktorler (polinasyon ve tohum yayilimini gergeklestirmek i¢in hayvan ve diger dagiticilar

kendine ¢ekme) vb. islevleri bulunmaktadir. Sekonder metabolitler genel olarak



antivirutlik, antibakteriyel, antifungal ve antioksidan olarak etki gostermektedirler. Bu
metabolitler bitkilerde ortaya koydugu islevsel etkisinin benzerlerini hayvan ve insanlarin
metabolizmalarinda da olusturmaktadir. Primer metabolitler bitin bitkilerin yapisinda
bulunmakla birlikte, sekonder metabolitlere bazi bitkilerin yapisinda rastlanmaktadir.
Bitkiler ¢ok sayida degisik yapilarda sekonder metabolitleri Uretmektedirler. Bir bitkinin
biyolojik etkisi, iceriginde bulunan sekonder metabolitlerden dolayr meydana gelmektedir
[7, 8]. Sekonder metabolitler, pek ¢ok maddeyi igermesinden dolay1 6nemli bir sinif olup
iceriginde bulunan fenolik bilesikler, yaptiklart fonksiyonlar ve gorevler sebebi ile
degerlidirler. Fenolik bilesikler, antimikrobiyal ve antikanserojen etki olusturmakta buna
bagl olarak insan sagligi agisindan pozitif etkisi oldugu belirlenmistir. Fenolik bilesikler,
serbest radikallerin niikleik asitlere, somatik hiicre ve bagisikliklara karsi farkli zararlara
sebep olan maddeleri kendine baglama ozelliginden dolay1 ¢ok iyi antioksidan aktivite

olusturma 6zelligi bilinmektedir [9, 10].

Kimya endiistrisinin gelisimi ile birlikte ¢esitli alanlarda kullanilmakta olan pestisitler,
herbisit, petrokimya drtnleri, ¢oztculer ve ilaclar gibi kimyasal Grlnlerin Gretilmesi, cevre
kirliligi, sanayi atiklari, UV 1sinlar1, ozon kozmik 1sinlar, viriisler, sigara dumani, modern
gidalar, alkol, stres, yiiksek seker ve yogun ekzersiz viicutta oksijen kullanimini
arttirmaktadir. Bu durumda insan vicudunun hiicresel yapi ve viicut bagisiklik sistemine
saldir1 yapan ve insanlardaki kanser, kalp hastaliklar1 ve insan viicudunun hizli yaslanmasi

vb. zararli etki meydana getiren serbest radikallerin olusumuna neden olmaktadir [11].

Gun boyunca vicudumuzda teneffiis ettigimiz kirli hava, bozulmus gidalar, katki i¢eren
maddeler, suursuz beslenme aligkanliklari ve viicudun hareketsizligi sonucunda “serbest
radikal” olarak isimlendirilen maddeler olusmaktadir. Serbest radikaller bir veya daha fazla
eslesmemis elektron iceren atom, iyon ve molekillerdir. Bunlar oksijen ve nitrojen
kaynakli olabilirler. Oksijen kaynakli olanlara reaktif oksijen tirleri (ROS), nitrojen
kaynakli olanlara da reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ad1 verilir [12]. Biyolojik sistemlerde
onemli olan serbest radikaller oksijen tiirevli olanlardir. Kimyasal reaksiyonlar sonucunda
serbest kalan oksijen atomlari viicutta gezinmekte, hidrojen atomlarin1 kopartarak
dokularin zarar gérmesine neden olmaktadir. Serbest radikallerin ilk hedefi hicre ve
bagisiklik sistemini etkisiz hale getirmektir [13]. Ozellikle DNA’nin tahrip edilmesi,
protein ve karbonidratlarin oksidasyonuna sebep olan hiicresel yaslanma, kanser ve hatta
hiicre oliimlerine neden olmaktadir [14, 15]. Vicudumuzda serbest radikallerin zarar ve

tahribatin1 durduran, bir¢cok hastalik ve erken yashilik gibi olumsuzluklara sebep olan



reaksiyonlar1 engelleyen molekiillere “’antioksidan’’, vicut icerisindeki gorevli savunma
sistemine “antioksidan savunma sistemi’’ ismi verilir [13]. Insan viicudunda bulunan
antioksidan savunma sistemi elemanlarini viicut tarafindan {retilebildigi gibi viicut
digaridan gidalarla hazir olarak da alabilir. Antioksidanlar, hiucresel faaliyetler sonucunda
olusan toksik maddelerden olan serbest radikalleri siipiiriicii etki yaparak bunlarin zararli
etkilerinden hiicreyi korurlar. Dolayisiyla savunma sisteminin etkisini guclendirerek

hastalik olusumunu azaltirlar [16-18].

Antioksidanlar en fazla yesil ve kirmiz1 yapraklara sahip bitkilerde oldugu bilinmektedir.
Ayni sekilde A, C ve E vitaminlerinin dogal antioksidanlar oldugu rapor edilmistir [13].
Lycopercium esculantum (domates), Prunus armeniaca (kayisi), Malus domestica (elma),
Camellia sinensis (¢ay), Vitis vinifera (tzim), Allium sativum (sarimsak), Prunus avium
(kiraz), Allium cepa (sogan), Ficus carica L. (incir) dogal antioksidan igeren bazi
bitkilerdir [19].

Bitkilerin biiyiik bir kisminin viriis, bakteri ve mantarlar Gizerine antimikrobiyal etkilerinin
oldugu yapilan bilimsel ¢aligmalarda belirlenmistir [20-23]. Bu sebepten dolay1 bitkiler
0zellikle tibbi bitkiler, mikroorganizma kaynakli hastaliklarin tedavisinde uzun yillar umut
kaynagi olmuslardir. Bitki igerisinde bulunan bu maddeler, distilasyon ve ekstraksiyon
yapilarak elde edilmektedir. Bugiiniin teknolojisi ile Uretilen farmokolojik ilaclardaki etkili
maddelerin minumum %25°1 bitki kaynakli olarak {retilmektedir. Dogada bulunan
bitkilerdeki tohum, yaprak, govde ve koklerdeki maddelerden, pek ¢cok mikroorganizmada
tiremeyi durdurucu bilesikler izole edilmektedir. Yapay olarak uretilmekte olan pek gok
ilacin maddelerinin bitki kaynakli olarak elde edilen maddelerin yapisal Ozelliklerine

benzedigi goriilmiistiir [24-32].

Bilim adamlar bitkilerin antibakteriyal aktivitelerinin 0zellikle flavonoitler, tanenler ve
alkoloitlerin varhigindan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir [33]. Cowan [1999]
antimikrobiyal 0zellik gosteren sekonder metabolitleri fitokimyasal alkoloitler,
terpenoitler-ugucu yaglar, fenolikler, lektinler-polipeptitler ve poliasetilenler olarak
gruplamistir [34]. Okunade ve Elvin-Levis [2004] bu metabolitlerin alkoloitler, flavonlar,
kumarinler, kalkonlar, terpenoitler, kromonlar, saponinler, fenoller, polifenoller, steroitler
ve peptitlerin  oldugunu  belirtmiglerdir [35]. Antimikrobiyal = mekanizmanin
mikroorganizmalarin dis membranda bulunan proteinleri ve iyon kanallarini etkileyerek

aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Baz1 alkoloitlerin bazi bakteriler (Staphylococcus aureus,



Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Bacillus subtilis) tizerinde genis spekturumlu
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir [36]. Fenoller bitkisel antimikrobiyal
ajanlarin en kalabalik grubunu olusturdugu Karou ve ark. [2007] tarafindan ifade
edilmektedir [37]. Bu maddeler mikroorganizmalarin enzim aktivitelerini inhibe ederek
etkilerini gostermektedirler. Kinonlar etkilerini mikroorganizmalarin hiicre duvarindaki
polipeptitler ve zarlardaki enzimler Gzerinde yaparlar [38]. Polifenollerin antibakteriyel
aktivite Ozelliklerinin oldugu bulunmustur [39]. Taninlerin hicre Uzerindeki sitotoksik
etkisi oldukga guclidur. Bu toksik etkiyi proteinlerle yaptiklar1 kompleks bilesikler
sayesinde yaparlar. Terpenler ve terpenoitler bakteriler, virtsler, funguslar ve protozoalara
kars1 aktivite gostermektedir [40]. Flavonoitler Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler
uzerinde farkli etkilere sahiptirler. Bu durum Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin

hiicre duvart yapilarmin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Pek ¢ok arastirmada, Heliotropium tirlerinin (6zellikle toprakisti kisimlari) saponinler,
tanen, steroitler, terponoitler, flavanoitler, fenoller, pirolizidin alkoloitleri gibi degisik
sekonder metabolitleri igerdikleri belirlenmistir [41-45]. Ozellikle pirolizidin alkoloitleri
bu cinsin baglica sekonder metabolitlerindendir. Bu alkoloitler asir1 toksiktirler ve
diinyanin degisik iilkelerinde bu bitkilerin kaza sonucu tiiketilmesi ile insan 6limleri
meydana gelmektedir. Turlerden elde edilen sekonder metabolitler antimikrobiyal,
antitimor, antiviral, anti-enflamatuvar, yara iyilestirici, sitotoksik ve fitotoksik etkilere
sahip olduklar igin eskiden beri halk hekimliginde enflamasyon, gut, romatizma, cilt
hastaliklar1 (sigil ve dokiintii), menstrual bozukluklari, ulser, atesli hastaliklarda, goz

hastaliklarinda ve zehirli hayvan 1siriklarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmistir [45-

49].

Ozellikle H. indicum L.’un methanol ve etanol ekstreleri S. aureus ve Pseudomonas
aeruginosa’nin sebep oldugu yaralarin iyilestirilmesinde 6nemli bir 6zellige sahiptir [47].

Degisik sekonder metabolitler arasinda Ozellikle pirolizidin alkoloitlerinin, saponinlerin,
taninlerin ve triterpenoitlerin Heliotropium tdrlerinde antimikrobiyal aktivitelerden
sorumlu oldugu bulunmustur [50, 51]. Ozellikle H. filifolium ve H. sclerocarpum giiclii bir
antimikrobiyal aktivite gostermistir. Cilinkii bu iki tiir agir1 ¢gevre kosullarinda yagsamaktadir
ve icerdikleri degisik sekonder metabolitler onlarin savunma mekanizmalarinda 6nemli rol

oynadig bildirilmistir [52].



Pirolizidin alkaloitleri 6nemli farmakolojik, biyolojik ve kemotaksonomik &zelliklere
sahiptir. Bu metabolitler, 6zellikle Boraginaceae familyasina ait cinslerden g¢ok ¢esitli
bitkilerden izole edilmistir. Heliotropium tiirlerinden 200’den fazla gesit pirolizidin
alkoloitleri tespit edilmistir. Bunun i¢in bazi arastiricilar Heliotropium turlerinin pirolizidin
alkoloitlerinden dolay1 dogal ilaglar i¢in iyi bir kaynak olusturacaklarini rapor etmislerdir
[53-55]. Bu alkoloitler insanlarda ve ¢iftlik hayvanlarinda zehirlenmelere sebep
olmaktadirlar [56]. Ayrica DNA’nin yapisini bozarak insanlarda ve herbivorlarda

mutasyonlar hatta kanserler (6zellikle bobrek ve karaciger) olusturmaktadirlar.

Bu tez c¢alismasinda, iilkemizde sinirli yayilisa sahip olan endemik, Heliotropium
samolifolium Bunge subsp. erzurumicum alttrindn toprakiistii ve toprakalt1 ekstraktlarinin
antioksidan, antimikrobiyal ve plazmit DNA aktivitesi belirlenerek karsilastirilmasi
amaglanmistir. Bu alttiir bilim diinyasinda yeni oldugu i¢in halk arasinda ve diger alanlarda
kimyasal yapisi taninmamaktadir. Bu g¢alisma ile bu bitkinin hem alternatif hemde

tamamlayici tip alaninda daha bilingli bir sekilde kullanim1 hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Heliotropium samolifolium Bunge subsp. erzurumicum Doénmez’un Sistematik

Durumu

Alem (Kingdom): Plantae

Bélum (Division): Magnoliophyta

Sinif (Class): Magnoliopsida

Takim (Order): Lamiales

Familya (Family): Boraginaceae

Cins (Genus): Heliotropium

Tur (Species): Heliotropium samolifolium

Alttir (Subspecies): Heliotropium samolifolium subsp. erzurumicum
2.2. Boraginaceae (Hodangiller) Familyasimin Genel Ozellikleri

Boraginaceae familyasi diinyada 154 cins ve 2500 tur, Glkemizde 34 cins, 325 tir, 16
alttr, 16 varyete olmak uzere toplam 357 takson igermektedir. Kuzey ve Giiney
Yarimkiire’nin 1liman ve subtropikal alanlarinda yayilis gostermektedir [57, 58].
Familyanin bazi tirleri sls bitkisi, baharat ve boya maddesi elde edilmesinde
kullanilmaktadir. Bu familya tlkemizdeki 10 blyiik familya igerisinde yer almaktadir.
Boraginaceae familyasi otsu, ¢ali ve aga¢ formunda sert tuyli bitkileri igerir. Yapraklar
alternat dizilisli, nadiren karsilikli, basit ve stipulsuz; cicekler skorpoidal kimoz, 1smnsal
veya nadiren zigomorf simetrili; sepaller 5, serbest nadiren tabanda bitisik; petaller 5 ve
birlesik; stamenler 5 ve petallere bagli; ovaryum (st durumlu, 2 karpelli ve 4 lokuluslu
(nadiren 2); plasentalanman eksensel; stillus ginobazik; meyva sizokarp veya nuks nadiren
drupa [59].

2.3. Heliotropium L. Cinsinin Genel Ozellikleri

Heliotropium L. cinsi Boraginaceae familyasinin biiyiik cinslerinden birisidir ve tlkemizde
17 tir ile temsil edilmektedir [60]. Turkiye’deki tlrlerden sadece H. curassavicum kultlre
alinmistir ve diger 16 tiir iilkemizde dogal yayilisa sahiptir. Ulkemizdeki dogal yayilish
tirlerden 4 tanesi  (H. ferrugineogriseum Nabelek, H. haussknechtii Bunge, H.
samolifolium subsp. erzurumicum ve H. thermophilum Kit Tan, A. Celik ve Gemici)

endemiktir [60]. Heliotropium cinsinin dinyada 250-300 tiirii bulunmaktadir. Bu tiirler



tropikal ve subtropikal bolgelerde, yari-kurak ve ¢ok sicak alanlarda yayilis gostermektedir
[59-61]. Bu cins otsu ve nadiren yar1 ¢alimsi ¢ok veya tek yillik tiirleri igerir. Tek yillik
tiirler daglarda, ¢ok yillik tiirler ise genellikle ¢dllerde ve ¢ok kurak alanlarda yayilig
gOstermektedir. Yapraklar alternat, bariz damarli, tiiylii, kaliks pargali, stamenler korolla
tiipliniin igerisinde ve bogaz pullart genellikle sahip degil. Heliotropium cinsi akrepsi ¢igek
durumlar1 ve yiiksek derecede degisiklige ugramis stigma baslar1 ile familyanin diger

cinslerinden kolaylikla ayirt edilmektedir. Tiirler yilin ¢ok sicak aylarinda ¢igek agarlar.
2.4. Heliotropium samolifolium subsp. erzurumicum’un Genel Ozellikleri

Heliotropium samolifolium subsp. erzurumicum 10-50 cm boyunda, otsu tek yillik bir bitki
olup Temmuz—-Agustos aylarinda ¢igek agar. Govde dalli ve yogun villos tuylu; yapraklar
5-40 x 2-28 mm, tuylu; (Resim 2.1) cicek durumu kimoz yapida olup 10-50 sapsiz ¢igekli;
kaliks 2-3 x 0,3-1 mm; korolla 3-7 mm; anter 1-2 mm; stigma 0,9-1,7 mm; stillus 0,2-0,8
mm; nutletler 0,9-1,5 x 0,7-1 mm [62]. Alttir halk arasinda “Erzurum bambulu” olarak
bilinir. Bitki genellikle metamorfik kayaliklarda 900-930 m yiiksekliklerde yayilis gosterir.
Ulkemizde sadece Yusufeli cevresinde (Artvin) yayilis gdsterdiginden Tiirkiye’nin siirli
yayilis alanina sahip olan endemik bitkileri arasinda yer almaktadir (Harita 2.1) [60, 62].
Arastirma tlirimiiz olan H. samolifolium subsp. erzurumicum Dénmez tarafindan 2008
yilinda bilim diinyasina kazandirilmis yeni bir taksondur. Bu alttiriin kimyasal icerikleri ve
biyolojik aktiviteleri ile ilgili bir ¢aligmaya rastlanmamustir. Sadece Kandemir ve ark
[2019] tarafindan alttiiriin ayrintili olarak anatomik ozellikleri, vejetatif ve generatif

organlardaki tuy tipleri belirlenmistir [63].

H. samolifolium tirinin subsp. erzurumicum ve subsp. samolifolium olmak (zere iki
alttiirii vardir. Alttiirler interkalar loblarinin, nutlet karakterlerinin ve yayilis alanlarinin
farkli olmasi ile birbirinden ayrilmaktadir. Subsp. erzurumicum da interkalar loplar
topuzlu, nutletler tlyli ve sadece Yusufeli gevresinde yayilis gostermektedir. Subsp.
samolifolium' da ise interkalar loplar keskin sivri uclu, nutletler tiysiiz ve iran’da yaygin

bir yayilisa sahiptir [62].



Resim 2.1. Heliotropium samolifolium subsp. erzurumicum’un herbaryum 6rnegi

10

Harita 2.1. Heliotropium samolifolium subsp. erzurumicum’un Tiirkiye’deki yayilis alani

@ Heliotropium samolifolium subsp. erzurumicum



2.5. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, atomik orbitallerde bir ya da daha c¢ok ortaklanmamis elektron
bulunduran atom veya molekiilden olusan kararsiz yapilardir (Sekil 2.1). Kiguk bir
molekiiler yapiya sahip olan serbest radikallerin, aktivasyon enerjileri diisiik ve omiirleri
kisadir. Boyutsal olarak kucuk bir yapiya sahip olmalari, hiicre zarindan kolaylikla

gecmelerini saglamaktadir [64].

Eksik Elektron

° o5 ®° _ °
(&)
" <O . D
o Eksik elektronun o
tamamlanmasi
> > ) -

- P - o
Antioksidan Serbest radikal

Sekil 2.1. Elektron kazanmus serbest radikal formu [65].

Reaktif oksijen tiirleri veya serbest radikaller antioksidan mekanizma arasinda olusan
dengesizlige oksidatif stres denmektedir (Sekil 2.2). Oksidatif stres ile olusan dengesizlik
hlcrede tekrar diizeltilmesi mimkiin olmayan hasara sebep olmaktadir. Oksidatif stresin
insan saghgi agisindan meydana getirdigi olumsuzluk ©nemli bir arastirma alam

olusturmaktadir [66].

Yitamin E.
Enzimler.
Hiicre Savunma
Mekanizmlan

Serbest Oksijen
Radikalleri

Olcsidatf Stres

Sekil 2.2. Oksidatif stresin olusumu [67].
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Dis kaynaklardan veya metabolik yollardan viicutta olusan hidroksil radikali (OH),
hidrojen peroksit (H,0;) ve superoksit anyonu (O,") gibi reaktif oksijen tdrlerinin
enzimatik olmayan ve enzimatik olan antioksidan molekullerin birbirleri ile olan
dengesizligi oksidatif stresi meydana getirmektedir. Aerobik yasam i¢in en 6nemli olan
element oksijen elementidir. Bunun yani sira, bircok toksik kimyasal aktivitede de
bulunmaktadir. Oksijenden tiiremekte olan radikaller canli sisteminde, meydana gelen
radikallerin en 6nemli boliimiinii olusturmakta olup, reaktif oksijen turleri (ROS) olarak
isimlendirilmektedir. Hidroksil (OH"), hidrojen peroksit (H,O,), stiperoksit (O,") yapisinda
olan ROS’lar metabolik aktiviteler veya cksojen ectkenler ve ajanlar ile de olusabilir.
Oksidatif fosforilasyonda olusan radikaller DNA, protein, karbonhidrat ve lipid gibi biiyiik
molekiillere saldirarak hiicrenin yaslanmasina sebep olmakta, kardiyovaskiiler hastaliklara,
mutasyonel degisimlere ve kanserin ilerlemesi buyumesi gibi olumsuzluklara neden
olmaktadir (Sekil 2.3). Reaktif oksijen tlrleri ve serbest radikaller ile etkilesime giren, bu
molekiillerin zararli sonuglarina ve olusturdugu hastaliklara karsi miicadele etmenin en

etkili yontemi antioksidanlardir [66].

Protein
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Sekil 2.3. Serbest radikallerin hiicre lizerinde zarar verdigi bolgeler [68].



11

2.6. Antioksidanlar

Serbest radikallerin olugsmasina engel olan, meydana gelmis olan serbest radikalleri
slplrerek hicrenin zarara ugramasini engelleyen ve yapilarinda genel olarak fenolik
bilesikler bulunduran molekiillere antioksidanlar ad1 verilir [69].

Antioksidanlar insanin vicut hicreleri tarafindan sentezlenebildigi gibi, giin igerisinde
yedigimiz besinlerle de disaridan alinabilmektedir. Gidalarin igeriginde bulunan ve insan
vucudunu serbest radikallerin  olumsuz etkilerinden koruyan en o6nemli dogal
antioksidanlar, vitaminler (A, C ve E), karotenoitler, flavonoitler ve polifenol
molekdllerdir (Cizelge 2.1). Arastirmalarin birgogunda sebze ve meyve tiiketimi ile kalp
hastaliklar1 ve belirli kanser c¢esitlerinin olusumunun ters orantili oldugu belirlenmistir

(Cizelge 2.2) [70].

Oksidan molekiillerin biyolojik hedefler ile etkilesime girmesine engel olan antioksidanlar,
radikallerin zincir olusturmasina ve oksijenin reaktif Urin haline gelmesini de onleyip
radikallerin verebilecegi zarar ve tahribin minumum seviyelerde olmasini saglamaktadirlar
[71]. Reaktif oksijen tlrevlerinin vicuttaki organ sistemlerinin ve hiicresel yapilarin
korunmasi igin, viicut igerisinde ¢ok gelismis ve komplike ’antioksidan koruma sitemleri’’
bulunmaktadir [72].

Normal fizyolojik kosullarda, insan viicudunun reaktif oksijen tiirlerini etkisiz hale getiren
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), superoksit dismutaz (SOD), glutatyon (GSH)
gibi endojen savunma sistemleri bulunmaktadir. Endojen antioksidan savunma sistemleri,
antioksidan sistemlerde ¢ok dnemli goérevlere sahip vitaminler, karotenoitler, mineraller ve
polifenoller gibi eksojen kaynakli indirgen yapilar olmadan fonksiyonlarin
kazanamadiklar1 ve yasin ilerlemesi ile birlikte seviyelerinde azalma gorulmektedir. Bu
sebep ile oksidatif strese karst muhafaza igin, eksojen antioksidanlara daima ihtiyag
bulunmaktadir [73, 74].
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Cizelge 2.1. Baz1 antioksidanlarin bulundugu bitkiler [75].

Uriin Antioksidanlar

Biberiye, Adagay1 Karnosik asit, rosmarik asit
Yesil cay, siyah gay Polifenoller, katesinler
Kahve Fenolik Esterler

Soya fasllyesi izoflavonlar, fenolik asitler
Zeytin Polifenoller

Sogan Kuersetin, kaempferol

Cizelge 2.2. Baz1 antioksidan vitaminlerin bulundugu gida kaynaklari [75].

Bulundugu Gida Kaynaklari Antioksidan Cesitleri
Domates Likopen

Narenciye meyveler B-Kriptoksantin
Havuc a- Karoten

Narenciye, kavun, c¢ilek, domates, yesil C Vitamini
yaprakli sebzeler, karnibahar

Sari-portakal renkteki meyve sebzeler, p-Karoten

koyu yesil renkli sebzelerde

Brokoli ve koyu yesil renkteki yaprakli Lutein ve Zeaksantin
sebzeler

Bitki ve tohum yaglari, bugday tohumunda, E Vitamini
meyveler, et, kiimes hayvanlari, balik.

2.6.1. Antioksidan kapasite 6l¢iim metotlar:

Antioksidanlar ile ilgili bilimsel ¢alisma ve arastirmalar incelendiginde antioksidan
aktivitesini tanimlamak i¢in birbirlerinden bagimsiz olarak ¢alisan arastirmacilar ¢ok farkli
tirde terimler kullandig1 gortlmektedir. Bltun antioksidan aktivitesini icermekte olan bu
terimler, parametre, etkinlik, aktivite gibi terimlerdir. Kimyasal aktivite 6zel reaksiyon
sartlarindaki sicaklik, basing ve reaksiyonun gergeklestigi ortam gibi faktorlere baglidir.
Bu sebeple antioksidan kapasitesi reaksiyon sartlarindaki = Ol¢iim  islemlerini
gOstermektedir. Belirtildigi gibi diger terimlerde spesifik reaksiyonlardan cokca
bagimsizlasmustir [76].

Antioksidan maddelerin ne kadar ¢ok onemli oldugunun goriilmesi ile bu alanda yapilan
bilimsel arastirma ve ¢alismalarda artis goériilmiistiir. Antioksidan aktivite tayinleri iki
temel metodolojiye dayanmaktadir. Bunlardan ilki ‘’Hidrojen Atom Transferi’” (HAT)

cksenli yapilan analizler, ikinci olarak da ‘’Elektron transferi’” (ET) eksenli yapilan
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analizlerdir. HAT metotlart ET metotlarina gore daha hizli ger¢eklesmektedir.
Spektrofotometrik eksenli ET metotlar1 indirgenmesi ile renk de§isimine ugrayan
oksidanin, antioksidanin ¢ok giiclii indirgenme 06zelligi oldugunu O6lgmektedir. Renk
degisikligi calisilmakta olan dalga boyunun absorbans degerlerinin azalma ve artig

gOstermesine bagli olarak tanimlananabilir [77].

Antioksidan kapasiteyi 6lgmek i¢in gelistirilmis baz1 yontemler asagidaki gibidir;
Bakir (II) Indirgenme Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Y 6ntemi
o Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi (ORAC) Ydéntemi

o Trolox Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC) Y ontemi

. Demir (I11) Indirgeme / Antioksidan Kuvvet (FRAP) Yéntemi
o Toplam Antioksidan Cevap (TAR) Tayin Y0ntemi

o MDA Olusumunun inhibisyonu Y&ntemi

o DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi Yontemi

o Tiyosiyanat Yontemi

o Toplam Fenolik Madde Tayini Yontemi

. Floresans Sonme Zamani Y ontemi

Bu tez ¢alismasinda, bitki ekstraktlarinin antioksidan kapasitesi DPPH (1,1-difenil 2-pikril
hidrazil) radikali yakalama aktivitesi ve toplam fenolik madde miktar1 tayini metotlari ile

arastirilmistir. Yontemlerle ilgili ayrintili bilgi materyal ve metot boliimiinde verilmistir.
2.7. Antimikrobiyal Maddeler

Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizmanin ¢gogalmasina engel olan, etkisiz hale
getiren

sentetik veya dogal kimyasal maddelerdir. Antimikrobiyal maddenin etkileri, iiremeyi
durdurdugu gibi tamamen yok ederek etkisiz hale getirebilir. Organizmay1 dldiiriip etkisiz
hale getiren maddeler “sidal” maddeler olarak isimlendirilmektedir. Fungus ve bakterileri
oldirip etkisiz hale getiren maddeye sira ile fungusidal ve bakteriyosidal maddeler, canliy1
oldiirmeden sadece c¢ogalmasina engel olan maddelere de statik maddeler olarak

adlandirilirlar. Bunlar bakteriyostatik ve fungistatik maddelerdir [78].

Hastaliklarin tedavisinde guinimuzde de kullanilan ilaglarin pek ¢ogu dogal kaynaklardan

elde edilmektedir. Tibbi olarak énemli olan bitkiler insanlarin tedavisinde, biyolojik etkisi
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bulunan pek ¢ok maddeyi yapilarinda bulundurmaktadir. Bitkilerin tedavide etkili
olmasmin sebebi, antimikrobiyal etkisinin olusmasi, icerdikleri kimyasal bilesiklerin

sonucudur [79].

Bir antimikrobiyal madde icin cok onemli Ozellik segici toksisitenin bulunmasidir.
Kemoterapik tedavilerde kullanilan antimikrobiyal maddenin konsantrasyon seviyesinin
diisiik miktarda olup toksisitesininde minumum seviyede olmasidir. Bu sekilde bir etkinin
olusabilmesi i¢in antimikrobiyal maddenin hedef olarak tayin ettigi memeli hiicreden daha
¢ok mikroorganizmalarin segilmesi gereklidir. Memeli hiicre yapis1 6karyotik hiicre tipine
sahipken, bakteriler prokaryot hiicre yapisina sahiptir. Okaryot hiicre de bulunmayip
prokaryot hiicre de bulunmakta olan bir molekul, hedef tayin edebilen maddeler (6rnek:

stilfonamidler, sefalosporinler) yiiksek seviyede se¢ici toksisite 6zelligine sahiptirler.

Antimikrobiyal maddelerin etkili olabilmesi mikroorganizmanin cins sayist az veya ¢ok
olma durumuna gore, genis ve dar spektrumlu olarak ifade edilmektedir. Genis spektrumlu
antimikrobiyal ozellige sahip maddeler etki ettigi mikroorganizmanin dogal bagisiklik
sisteminde etkili ve ekolojik olarak dengeyi koruyan normal konagin florasim
bozmaktadir. Cok dar spektruma sahip maddeler ise hastaliga sebep olan konak (izerinde
etkisi olmakta ve hastaligin tedavisinde maksimum seviyede etkili antimikrobiyal
maddeler oldugu sonucuna ulasilmistir. Ancak bir¢ok patojenin beraber etkin oldugu
hastaliklarda veya mikrobiyolojik laboratuvar sonucunun beklenmedigi acil durumlarda
genis  spektrumlu  antimikrobiyal ~maddeler (kinolonlar, karbapenemler gibi)

kullanilmaktadir.

Bazi mantar ve bakteri tiiri tarafindan meydana getirilen mikrobiyostatik ve mikrobisid
maddeler antibiyotik olarak adlandirilmaktadir. Mikrobiyostatik maddeleler konagin
uremesini durdurucu, mikrobisid maddeler ise konagi Oldiirerek etkisiz hale getiren
maddelerdir. Antibiyotikler ile bir kisim 0Ozellikleri benzeyen, tamamen kimyasal

yontemler ile Gretilen maddeler kemoterap6tik madde olarak isimlendirilmektedir [80, 81].
2.7.1. Antimikrobiyal etki tayin yontemleri

Antimikrobiyal duyarliligi belirlemek ic¢in yapilan testler, bir antimikrobiyal ajanin
belirlenen bir bakteri turine olan in-vitro etkisini belirlemek gayesi ile yapilan testler

olarak tanimlanmaktadir.
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Antibiyotik duyarlilik ya da antimikrobiyal etki deneylerinde "diflizyon" ve "dillisyon™
olarak iki farkli test yontemi kullanilmaktadir [82].

A.Diflizyon testleri

1. Disk diflizyon testi: Disk difuzyon testi Kirby-Bauer ikilisinin birlikte gelistirmis
olduklar1 kolay ve maliyeti az olan bir yontemdir. Bu test yontemi bu iki arastiricinin adi
ile de bilinmektedir. Antimikrobiyal etkinin tespitinde en fazla kullanilan metotlardan
birisi de disk difiizyon testidir. Disk diflizyon testi kimyevi maddenin kagit disk tarafindan
absorbe edilerek, etki derecesinin belirlenmesi amaci ile kullanilan mikroorganizmanin
inokiile yapilmis oldugu besiyerine difiize edilmesidir. Ekimi yapilan mikroorganizma
tiremesinin artis gostermesi, kagit diskin belli bir siire gectikten sonra ¢dziinmesinin
baslayip agar dogrultusunda diflize olmasi ile baslamaktadir. Bir siire bekledikten sonra
ilacin inhibitdr yogunlugunun gergeklesmesi ile disk etrafinda meydana gelen inhibisyon
alan1 o kadar ¢ok genis olusacaktir (Sekil 2.4). Organizmanin iizerinde etkisinin tespiti
asamasinda kullanilan antimikrobiyal maddenin etkili olup olmadigmi belirlemek i¢in
inhibisyon zon bolgesinin ¢apt mm olarak 6l¢iimii yapilmaktadir. Bu 6l¢iimden sonra elde
edilen degerler standart zon Slgiimleri ile degerlendirilerek antimikrobiyal maddenin etki

derecesi belirlenmektedir [82].

Sekil 2.4. Disk diflizyon testi [83].

2. E-test: MIK (Minimum Inhibitér Konsantrasyonu) bir konagm ¢ogalmasini engelleyen
en az seviyedeki ilag yogunlugudur. Kati besiyerinde difiize edilerek MIK degerinin
belirlenmesini gerceklestiren metotlar da bulunabilmektedir. Bu esasa dayanan metotlardan
biri de E-test metodudur (Sekil 2.5). Bu metotla teste tabi tutulacak bakteri 0,5 McFarland
yogunluk degerine ulastiktan sonra steril ekiivyon ile Mueller Hinton agar yiizey kismini
kaplayarak yayilmaktadir. Bu islem gergeklestikten sonra agar ylizeyine E-test seritlerinin

konulmasi saglanarak konulan E—test seritlerinin bir miktar antibiyotik gradienti icermesi
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gerekmektedir. MIK degeri 35°C sicaklikta 18-24 saat zaman araliginda, inkiibasyona
birakilan plaklarin MiK degerleri tespit edilmektedir. Serit ¢evresinde meydana gelen
inhibisyon elipsi serit iistiindeki oOlcekle kesisime ugradigi yer bize MIK degerini
vermektedir [82].

Sekil 2.5. E-testine ait sekiller [83].

B. Dillusyon testleri

Bir antimikrobiyal maddenin bir organizmanin ¢gogalmasini engellemek veya oldirilmesini
saglamak amaci ile asgari olmast gereken minumum Kkonsantrasyonunun tespitinde
uygulanan testlerden biri de dilisyon testleridir. Bu test “’tip dilisyon’ ve ** agar

diliisyon’’ olarak ikiye ayrilmaktadir.

1. Tlp dilisyon: Tip dilisyon da “’mikro’’ ve “’makro’’ olarak iki sekilde uygulama
yapilabilmektedir. iki metodunda temel esaslari aynidir. Mikro dilisyon da “’U’’ veya
©V’’ tabanli “’mikroplate’’ kullanilmaktadir. Tiip diliisyon yonteminde besiyeri Mueller-
Hinton buyyon igerisine katyon (magnezyum ve kalsiyum) eklenmis besiyeri
kullanilmaktadir. Antibiyotiklerden teste tabi tutulacak olan oncelikle 6zel hazirlanan
¢oziiclilerde ve bundan sonrada sivi besiyerlerinde iki kat azalan sulandirma islemleri
gerceklestirilir. Standart bir inokilumu (1x 10° CFU/ml) hazirlanan organizmanin,
antimikrobiyal maddenin farkl diliisyonlarini igermekte olan biitlin tliplere ayn1 miktarda
eklenmektedir. Bakteri inokiilasyon yapilmamis olup, igerisine besiyeri eklenmis bir tiip ya
da cukur da besiyeri kontroliinde kullanilmas1 i¢in hazir hale getirilir. Besiyerleri bir gece
35°C sicaklikta inkiibe edilerek bakterinin ¢ogalmasinin belirtisi olan, bulaniklik durumuna
bakilarak incelemesi yapilir. Bunun sonucunda gdzle goriilmekte olan bulaniklik olmamasi
durumunda bakteri ¢gogaliminin engellendigi en az seviyedeki ila¢ yogunlugu belirlenerek

MIK degeri elde edilmis olmaktadir. [82].

2. Agar dilisyon: Agar dilisyon metodunun esaslari tiip diliisyon metodu ile ayni
Ozelliklere sahiptir. Sadece bir fark vardir. O da agar dilisyon metodunda antibiyotik
sulandirma isleminin agar igerisine konmasi ile petri plagi i¢ine dokme islemidir.

Boylelikle biitlin plaklarda antibiyotigin birbirinden farkli yogunluklari bulunmaktadir. Bu
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metotta 6nerilmekte olan besiyeri Mueller-Hinton agar besiyeridir. Testte tabi tutulacak
olan bakteri konsantrasyonu 0,5 McFarland bulanikliga gore olusturularak, bundan sonra
da 1:10 orani ile sulandirma islemi gerceklestirilerek 10" CFU/ml sonucuna ulasiimaktadr.
Bu bakterilerden 0zel inokilatorler kullanilarak 1-2 ml inokiilasyon yapilir. Bunun
sonucunda agar yiizey kisminda bakteri ortalamasi 10* CFU/ml olmaktadir. inokiilasyonu
yapilan plaklarda 18-24 saat zaman ile inkiibasyona birakilir. Cogalmasi engel olunan en

az seviyedeki antibiyotik yogunlugu MIK olarak elde edilir [82].
2.8. Plazmit DNA

Pazmidler, konak¢i genomik DNA’sindan ayri1 olarak replike olan halkasal DNA
molekdlleridir (Sekil 2.6). Bakterilerde genel olarak ¢ift sarmal formda bulunurlar; ayrica
archea ve Okaryotik organizmalarda da gorullrler. Kromozamal DNA plazmit DNA’ya
gore ¢ok daha biiyiik yapida olup tiim yasamsal bilgiyi kodladig1 halde plazmitler onlara
nispeten ¢ok daha kiigiiktiir ve daha ¢ok antibiyotik direnci ve viriilans gibi belli kosullar
altinda ihtiya¢ duyulan 6zellikleri kodlarlar [84, 85]. Plazmitler, genel olarak konjugasyon
yolu ile bir bakteriden diger bakteriye aktarilirlar. Virtislerden farkli olarak herhangi bir
kapsid benzeri zarf ile ¢evrilmemis olup konakei hiicre igerisine aktarim olaylar1 i¢in ekstra
genetik bilgi tasimamaktadir. Plazmitlerin biiylikligi birkag yiiz bg ile 200 kbg arasinda
degismektedir. Aymi bakteri birden fazla gesit plazmit bulundurmakla beraber aym

plazmitin binlerce kopyasini replike etmis olabilir [86].

Sekil 2.6. Plazmit DNA’ya ait elektron mikroskobu goértntuleri [87].

a. Bakteri hucresi igerisinde plazmit DNA’nin konumu

b. Plazmit DNA’nin elektron mikroskobu gorunttsu
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DNA molekiil biiyiikliigiinden bagimsiz olarak siipersarmal yogunluk “ ¢ “ ile gosterilir, o

toplam donme sayisina karsilik gelir ve siipersarilma seviyesini ifade eder (Sekil 2.7) [88].

Molekiiler biyoloji laboratuvarlarinda bakterilerde dogal olarak bulunan plazmitlerden

ziyade Ozel amaglar i¢in rekombinant DNA teknolojisi ile tasarlanmig yapay plazmitler

siklikla kullanilmaktadir [89].

[o]

Sekil 2.7. Plazmit DNA’ya ait elektron mikroskobunda siipersarmal yogunlugun artmasi
[90].

Ayni molekiiler biiyiikliige sahip ¢ift iplikli plazmitler agaroz jel elektroforezinde
yiritiildigiinde jelde ti¢ farkli bant olusumu goézlenir. Bu farklilik plazmit DNA’nin relaks
halkasal form (Form 1), stiper heliks (Form 1) ve lineer (Form Ill) gibi farkli
konformasyonel formlarda bulunmasindan kaynaklamaktadir. Stpersarmal formdaki
plazmit DNA agaroz jel elektroforezinde hizli hareket ettigi i¢in en ilerideki banti
olusturur. Ancak ¢ift zincirli DNA’nin tek zincirinde kesim meydana gelmesiyle olusan
relaks halkasal form (nicked), genis hacim kaplamasi sonucu agaroz jeldeki porlardan
gecisi zor olacagl igin yavas hareket eder. Eger iki zincirde de kesim gergeklesirse lineer
form olusur ve elektroforezde Form I ve Form II arasinda konumlanir (Sekil 2.8). Olusan
bu farkli bantlarin birbirine karsi konumu agaroz konsantrasyonu, tampon ¢ozeltisinin
iyonik kuvvetleri ve farkli formlarmn sahip oldugu farkli konsantrasyonlardan
kaynaklanmaktadir [84].
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Sekil 2.8. Agaroz jelde farkli formlardaki plazmit DNA’nin goriintiileri [91].

Saf haldeki niikleik asitler ve protein molekiillerinin molekiil agirliklari, miktarlar1 ve alt
tiirlerinin  belirlenmesinde kullanilan molekiiler inceleme metotlarindan biridir. Cok
kullanilan jel elektroforezi metotlar1 agaroz jel elektroforezi Sekil 2.9’da asamalari
gosterilmistir. Digeri de poliakrilamid jel elektroforezidir. Genel olarak nikleik asit
molekili icin agaroz jel, protein icin ise poliakrilamid jel elektroforezi kullanilmaktadir
[92].
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Sekil 2.9. Agaroz jel hazirlama islemlerinin sira ile gosterimi. 1,2- Jel tankinin hazir hale
getirilmesi, 3-Jelin tanka dokilme islemi, 4-Taragin yerlestirilme islemi, 5-Jel
tankin yiiriitme kabina yerlestirerek ve voltajin1 ayarlama isleminden sonra

elektroforez islemine baglanmasi [92].

Elektroforetik analiz, elektriksel bir ortamda ¢6zlinmiis molekiilleri elektrik yiik durumuna
gore go¢ etmesi esasina dayanmaktadir. Biiyiik yapidaki molekiiller jel iistiinde yiirtimekte
zorlanirken kiigiik yapili molekiiller hizli ve rahat hareket etmektedirler. Molekilun katoda
mu (- kutup) ve ya anoda mu1 (+ kutup) tarafina yonelip hareket kazanacagi molekiildeki net

yiike gore sekillenmektedir. RNA ve DNA molekulleri serbest fosfat grubundan dolayi
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eksi yike sahip yapilardir. Bu sebep ile jel iistiinde katoddan (- kutup) anod (+ kutup)
tarafina dogru hareket etmektedirler (Sekil 2.10) [92].

Sekil 2.10. Agaroz jel tankina ait goriintii (yukarida), agaroz jel sistemi (asagida) [92].

Molekllin goé¢ hizi molekiil yapisinin biiyiiklik durumu, yapisina, iyonik kuvvete,
ortamdaki yogunluk durumu ve uygulanmakta olan akim miktaria gore degisebilmektedir.
Jel iizerinde molekiiliin yerini tespit etmek i¢in ortam UV 15181 etkisinde floresan etki
olusturan etidyum bromurin (EB) veya benzer bir maddenin olmasi gerekmektedir.
Elektroforez deneyi ¢Ozelti olarak tampon cozeltiler igerisinde gergeklesmektedir.Bunun
iki esas sebebi vardir. Ortam pH’1nin degisime ugramasina engel olmak ve akimin gecisini

gerceklestirmek icin elektrolit miktarinin artirilmasini saglamaktir [92].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan bitki

Bu ¢alismada, H. samolifolium subsp. erzurumicum 6rnekleri alttiirin dogal yayilis alani
olan Olur ve Yusufeli arasindaki Buzluca Koyu cevresindeki metamorfik kayaliklardan
ciceklenme periyotlarinda (Temmuz ve Agustos) toplanmistir. Tiriin taksonomik
tanimlamas1 Donmez (2008)’e [62] gore yapilmistir. Taze bitki 6rneklerinin toprakalti ve
toprakiistii kisimlar1 ayr1 ayr kiigiik pargalara bolinerek laboratuvarda bencler Gzerinde
gblgede kurutulmustur. Kurumus bitki 6rnekleri kimyasal analizlere kadar bez torbalarda
saklanmigtir. Sonra bu kurumus bitki Ornekleri degirmen kullanilarak ogiitilmustiir.
Biyolojik aktivitesini belirlemek igin bitkinin toprakalti ve toprakiistii kisimlari cesitli
organik ¢oziicliler varhifinda Sokhlet ekstretorii ile ekstraksiyon islemi yapilmistir.
Toprakalt1 ve toprakiistii bitki kisimlarinda organik ¢oziicii olarak sirasiyla hekzan,
kloroform, etil asetat, etanol, etanol+su ve su kullanilmistir. Bitki 6rneklerinin bir kismi da

herbaryum 6rnegi haline getirilip saklanmustir.
3.1.2. Kullanilan bakteriler

Antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarinda; standart bakteri tiirleri olarak Gram pozitif
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Micrococus luteus NRLLB 1018), Gram negatif
(Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) ve bir maya
mantar1 (Candida albicans ATCC 10231) kullanilmustir.

3.1.3. Kullanmilan kimyasal madde ve ekipmanlar

Tez calismasi igin yaptigimz deneylerin timii Amasya Universitesi Egitim Fakiiltesi
Hazirhk ve Uygulama Laboratuvarindaki malzemeler ve ekipmanlar kullanilarak
yapilmistir (Resim 3.1) (Resim 3.2). Laboratuvardan temin ettigimiz ara¢ ve malzemelere
ait buttin mevcut bilgiler Cizelge 3.1’ de gosterilmistir. Calismamizda kullandigimiz biitiin
kimyevi malzemeler kalite standartlar1 olarak iyi derece olup Oxoid, Merck, Sigma gibi

alaninda kalite standartlar1 yiliksek ve yetkin kuruluslardan temin edilmistir.

Tablodaki ekipmanlarin haricinde; pensler, ekiivyon ¢ubuklari, membran filtreler, farkl

bliyiikliik ve ¢esitte petriler, farkli 6l¢timler i¢in balon jojeler, enjektorler, filtre kagit, farkl
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biyiklikte deney tlpleri, hekzan, etilasetat, kloroform, etanol, metanol, DMSO, gallik

asit, DPPH gibi bircok kimyasal ve malzemeler yine ayni laboratuvar’dan karsilanmstir.

r

Resim 3.2. Amasya Universitesi Egitim Fakiiltesi Hazirlik ve Uygulama Laboratuvarmin i¢

gorunumu
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No Cihaz Adi Markasi
1 Derin Dondurucu (-80°C) VESTEL
2 | Biytk Otaklav NUVE STEAM ART
3 Vorteks IKA VORTEKS 4 basic
4 Soxhelet Ekstraktori ISOLAB
5 | Santrifij SIGMA
6 Rotary Evaporator IKA RV 10
7 Otoklav SANYO
8 Etlv MEMMERT
9 Rotary Shaker IKA RV 10
10 | Manyetik Karistirici IKA RH basic 2
11 | Inkiibator STUART
12 | Mikropipet BRAND
13 | Spektrofotometre THERMO SCIENTIFIC
14 | Hassas Terazi RADWAG 6
15 | Buz Dolab1 ARCELIK
16 | Saf Su Elde Etme Cihaz1 GFL

3.2. Metot

3.2.1. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

Toz halindeki toprakiistii ve toprakalt1 kisimlarindan 50 gr tartilip sokhlet kartusu igerisine

koyuldu ve sokhlet kartusu sokhlet ekstretoriiniin igerisine yerlestirilerek diizenek kuruldu

(Resim 3.3). 6-8 saat siire ile sirasiyla hekzan, kloroform, etil asetat, etanol, etanol+su ve

su icerisinde ekstraksiyon yapildi. Ekstraksiyon isleminden sonra organik ¢oziiciiler ve su

evaporasyon cihazi ile uguruldu (Resim 3.4). Bu islem sonunda elde edilen bitki ekstreleri

antimikrobiyal ¢alismalara kadar kiigiik siselerde buzdolabinin derin dondurucu kisminda

saklandi (Resim 3.5).



Resim 3.4. Bitki ekstraktlarindaki organik ¢6ziicliniin ugurulmasinda kullanilan Rotary

evaporator (Doner buharlastirici)
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Resim 3.5. Bitki ekstraktlarinin cam siselerde muhafaza edilmesi

Calismamizda H. samolifolium subsp. erzurumicum bitkisinin degisik organik ¢oziiciilerle
hazirlanmis toprakiistii ve toprakalti ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri DPPH ydntemi

ve toplam fenolik madde miktar1 metotlar1 kullanilarak arastirilmistir.
3.2.2. DPPH (1,1-difenil 2-pikril hidrazil) radikali yakalama aktivitesinin belirlenmesi

DPPH radikaline baglanan bitki ekstraktinin mor renk olusumunun azalmasi ve agilmasi,
bitki ekstraktinin antioksidan etkisini 517 nm’de spektrofotometrede Olgiimiine

dayanmaktadir [93].

H. samolifolium subsp. erzurumicum bitkisinden elde ettigimiz ekstrelerden bir deney tupu
hari¢ diger 7 deney tuplne 50ul konuldu. Bundan sonra deney tuplerinin Gzerlerine 2850
ul DPPH c¢ozeltisinden eklendi. Elde ettigimiz karigimi iyice vorteksleyip karistirma
islemini gerceklestirdikten sonra oda sicakliginda 30 dk karanlik bir ortamda durdurduktan
sonra her bir tiipteki karsimin absorbans degeri spektrofotometre cihazinda 517 nm’de
okutarak iglem basamagi tamamlanmustir. Elde ettigimiz degerlerden faydalanarak bitki
ekstrelerinin DPPH serbest radikaline olan etkisi yani serbest radikalin yarisini etkisiz hale
getirdigi noktadaki konsantrasyonda (ICsp) degerleri bulundu. Gallik asit ile karsilagtirma
yapilarak %inhibisyon-konsantrasyon grafikleri ¢izerek gosterilmistir [94].

% DPPH radikali giderme aktivitesi asagidaki formiille hesaplanarak belirlenmistir;

. P .. . Kontrol Grubunun Absorbansi—Ornek Absorbanst
%DPPH Radikali Giderme Aktivitesi = x 100

Kontrol Absorbanst
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3.2.3. Toplam fenolik madde miktarimin belirlenmesi

H. samolifolium subsp. erzurumicum bitkisinin farkli solventler ile hazirlanan toprakiistii
ve toprakalti ekstreleri igerisinde mevcut olan fenolik bilesik miktarlar1 Folin-Ciocalteu
reaktifi (FCR) ile belirlenerek bulunmustur. Bu yontemin 6zelligi fenolik bilesiklerin
Folin-Ciocalteu reaktifi ile bilesik olusturmasi olup bilesigin mavimsi ve yesilimsi renk
almasidir. Bu renkli bilesik fenolik bilesiklerin miktarina gore degismektedir. Fenolik
bilesiklerin miktar1 fazla ise dogru orantili olarak olusan mavi yesil renkli bilesikler dogal
olarak fazla olmaktadir. Fenolik madde miktar1 ile meydana gelen bilesigin maksimum

absorbans degeri 760 nm’dir.

Yaptigimiz bu arastirmada standart fenolik madde olarak kullandigimiz madde gallik
asittir. Bundan dolay1 gallik asit standart grafigi cizildi. Deneyde 1 ml solventte 1 mg
gallik asit ¢ozerek ¢ozeltimizi hazirladik. Solvent olarak metanol ¢oziiciisii kullanildi.
Hazirlanan ¢ozeltiden 10, 25, 50, 75 ve 100 ul alarak deney tiipiilerine ekledik son hacim
degeri metanol soventi ile 2400 pl’ye tamamlandi. Bu asamadan sonra deney tiiplerine 50
ul FCR eklenerek 3dk bekleme siiresinde beklendi. Beklemeden sonra % 2’lik Na,COs3;
¢ozeltisinden 150 pl deney tiiplerine ilave edildi. Na,COj3 ¢ozeltisinin eklenmesi ile olusan
bu karigim 2 saat siire ile oda sicakliginda c¢alkalama islemi yapilarak inkiibasyona

birakildi (Resim 3.6).

Resim 3.6. Toplam fenolik madde miktar1 deneyinde, Na,COj3 eklendikten sonraki deney

tiiplerinde olusan gorintu

Bu islemin ardindan 760 nm’de elde edilen niimuneler absorbans degerleri okunarak bu
islem tamamlandi. H. samolifolium subsp. erzurumicum bitkisinin ekstraksiyonu ile farkli

solventlerdeki ekstrelerin toplam fenolik bilesik miktarlarini belirlemek amaci ile deneysel
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calisma asamalaria ge¢cmeden stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bitki ekstreleri 1 mg ekstre ile 1
ml solvent organik ¢ozicl ile ¢6zilme islemine tabi tutulmustur. Hazirlanan bu stok
cozeltilerden 100 pl mikropipet ile alinararak deney tiiplerine konuldu. Gallik asit
deneyinde yapmis oldugumuz biitiin asamalar aynen tekrarlanarak absorbans degerleri
okundu. Gallik asit standart grafigi ile bitki ekstrelerinin sonuglar1 kiyaslanarak toplam

fenolik madde miktar1 belirlenmistir [95].
3.2.4. Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal 6zelliginin belirlenmesi

Antimikrobiyal ¢alisma Minimal Inhibition Konsantrasyon (MiK) metoduna gore yapildi.
Standart bakteri tlrleri olarak Gram pozitif (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Micrococcus luteus NRLLB 1018) (Resim 3.7), Gram negatif (Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) standart bakteri turleri ve bir maya olan
Candida albicans ATCC 10231 kullanildi. Kullanilan ekstraktlarin stok soliisyonlar1 uygun
konsantrasyonlarda hazirlandi. Sivi besi yerinde (Nutrient broth-NB) sulandirma
yontemiyle yapilan calismada, kiltirler 5 ml NB’da, 37°C’de, 175 rpm sallamali
inklbatorlerde 18 saat surede buydtuldd. Bulydtilen bakteri ve maya hicreleri 1 ml’de
yaklasik 10° hiicre olacak sekilde 50 ml NB igine, 0,5 McFarland turbidity standartlarina
uygun olacak sekilde ilave edildi. Mikroorganizma bulunan NB’dan test tiiplerine 1’er ml
ilave edildi. Uzerine uygun konsantrasyonlarda bilesikler eklenerek yar1 yariya seri
sulandirma yapildi. Seri sulandirma yapilan tiipler 37°C’de 24 saat inkiibatorde
inkiibasyona birakilip, bakteri biiyiimesinin olmadig1 son tiip MiK degeri (ug/ml) olarak

tespit edildi.

Resim 3.7. Petri kaplarindaki besi yerlerindeki Gram pozitif bakteriler (Toprakasti ve

toprakalt1 ekstrelerindeki Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus)
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3.2.5. Bitki ekstraktlarmin plazmit DNA Uzerine etkisinin belirlenmesi

H. samolifolium subsp. erzurumicum’un toprakalti ve toprakiistii ekstraktlarinin plazmit
DNA Uzerine etkisinin tespiti Babu vd., (2007)’nin agaroz jel elektroforezi yontemi ile
gerceklestirilmistir [96]. Bu hedef dogrultusunda Oncelikle hassas bir sekilde tartilma
islemi yapilarak 1 gram agaroz 100 ml TBE (1X) tamponu bulunan bir beher igerisinde
iyice karistirma yapildiktan sonra mikrodalga firinda 5 dk siire 1sitilma iglemi ile agarozun
tamaminin tampon ¢Ozelti igerisinde ¢0ziinme islemi gergeklestirilmistir. Cozelti Sicaklig
55°C’ye kadar diismesi beklendikten sonra icerisinde tarak bulunan tank bolimine
aktarildiktan sonra, tankin igerisinde jel sogumaya birakilmistir. Bundan sonra Jelin
soguma islemi gerceklestikten sonra taraklari ¢ikarip, jelin kullanilabilecek hazir duruma

gelmesi saglanmistir.

DNA uzerindeki etkisi belirlenecek olan bitki ekstreleri gerekli miktarlarda (100-10000
ppm) karistirma islemine tabi tutulduktan sonra 14000 rpm’de 3 dakika slre santrifij
islemi yapilmistir. Bundan sonra yapilan 37°C sicaklikta 2 saat siire inkiibasyon isleminin
ardindan hazir hale gelen 6rnek karisimdan mikropipet ile alindiktan sonra jeldeki jel
cukurlarina (kuyucuk) yiikleme islemi yapilmistir. Yiikleme isleminin ardindan 100V 80
dk yiriitme islemi yapilarak, sonrasinda jel EtBr (Etidyum Bromur) ile boyanarak
gorinttleme sistemi yardimiyla bantlarin goriintiilenmesi saglanmustir. Elde edilen
sonuglart DNA formlarmin pargalanma ylzdesi olarak degerlendirip bu dogrultuda

yorumlama yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Yapilan bu bilimsel arastirma ve ¢aligmada farkli organik solventler ile ekstraksiyonu elde
edilen H. samolifolium subsp. erzurumicum’un toprakiistii ve toprakalti ekstraktlarinin
antioksidan 6zellikleri DPPH (1,1-difenil 2-pikril hidrazil) radikali yakalama aktivitesi ve

toplam fenolik madde miktari tayini yontemleri kullanilarak arastirma yapilmstir.
4.1. Bulgular
4.1.1. DPPH radikali yakalama aktivitesi bulgular:

H. samolifolium subsp. erzurumicum bitkisinin DPPH radikalini slplrme aktivitesinin
toprakistli ve toprakalti ekstraktlarina ait sonuglar1 (Sekil 4.1), (Sekil 4.2), (Sekil 4.3),
(Sekil 4.4), (Sekil 4.5), (Sekil 4.6), (Sekil 4.7) ve (Sekil 4.8) ve (Cizelge 4.1) verilmistir.
Elde edilen verilerden farkli organik ¢oziiciilerle hazirlanan ekstraklarin DPPH radikal

giderme aktivitelerinin ayni1 olmadigi gortilmiistiir.

100,0
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80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

% DPPH

Bitki Ekstraktlar: (mg/ml)
TU Hekzan e TA Hekzan

Sekil 4.1. Hekzan ekstraktinin toprakiistii ve toprakalti kisimlarinin DPPH radikali
yakalama aktivitesi (TU: toprakiistii, TA: toprakaltr)
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Sekil 4.2. Kloroform ekstraktinin toprakiistii ve toprakalti kisimlarinin DPPH
radikali yakalama aktivitesi
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Sekil 4.3. Etilasetat ekstraktinin toprakiistii ve toprakalti kisimlarinin DPPH radikali
yakalama aktivitesi
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1,2
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Sekil 4.4. Etanol ekstraktinin toprakiistii ve toprakalti kisimlarinin DPPH radikali
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Sekil 4.5. Etanol + Su ekstraktinin toprakiistii ve toprakalti kisimlarinin DPPH radikali

yakalama aktivitesi
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Bitki Ekstraktlar: (mg/ml)
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Sekil 4.6. Su ekstraktinin toprakustl ve toprakalti kistmlarinin DPPH radikali yakalama

aktivitesi.
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Sekil 4.7. H. samolifolium subsp. erzurumicum’un toprakiistii ekstraklarinin tiimiiniin

DPPH radikali yakalama aktivitesi

1,2
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Sekil 4.8. H. samolifolium subsp. erzurumicum’un toprakalti ekstraklariin timiniun DPPH

radikali yakalama aktivitesi

H. samolifolium subsp. erzurumicum bitkisine ait toprakiistii ve toprakalti ekstraktlarinin
DPPH radikali yakalama ya da siipiirmeye iliskin bulgular Cizelge 4.1°de gosterilmistir.
Bu cizelgedeki sonuglara gore, toprakiistii hekzan ekstraktinin ICso degeri 0,133 mg/ml
iken, toprakalti hekzan ekstraktinin ICsp degeri 0,289 mg/ml olarak belirlenmistir.
Toprakiistii ve toprakalti hekzan sonuglarina gore, toprakiisti hekzan ekstraktlarinin DPPH
radikali yakalama aktvitesinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Toprakustl kloroform
ekstraktinin I1Csy degeri 0,097 mg/ml olup, toprakalti kloroform ekstraktinin ICso degeri ise
0,407 mg/ml olarak bulunmustur. Toprakiistii kloroformun antioksidan kapasitesinin,
toprakalt1 kloroformun antioksidan kapasitesinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Toprakiistii etilasetat ekstraktinin ICso degeri 0,564 mg/ml olarak hesaplanmistir.
Toprakalt: etilasetat ekstraktinin ICsq degerinin ise 0,406 mg/ml oldugu hesaplanmistir. Bu
sonuclara gore, toprakaltt ve toprakiisti etilasetat ekstraktlarinin DPPH radikalini
yakalama aktivitesinin toprakalti etilasetat ekstraktlarinda daha yiiksek oldugu sonucuna
ulagilmistir. Toprakiistii etanol ekstraktinin ICsg degeri 0,114 mg/ml iken, toprakalti etanol
ekstraktinin 1Csp degeri 0,067 mg/ml oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore,
toprakalti etanol ekstraktinin gii¢lii antioksidan kapasiteye sahip oldugu goriilmektedir.
Toprakalt1 etanol ekstraktinin, toprakiistii ve toprakalti olmak {izere hekzan, kloroform,

etilasetat ekstraktlarina kiyasla ¢ok giliclii bir antioksidan kapasiteye sahip oldugu
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belirlenmistir. Ayni sekilde toprakistl etanol ekstraktini da karsilastiracak olursak,
toprakalt1 hekzan, kloroform, etilasetat olmak tizere, toprakistiinin ise hekzan ve etilasetat
ckstraktlarindan daha fazla antioksidan kapasiteye sahip oldugu bulunmustur. Sadece
toprakalti etanol ekstraktinin, toprakiistii kloroform ekstraktindan daha az antioksidan

kapasiteye sahip oldugu belirlenmistir.

Toprakiistii etanol+su ekstraktinin ICsp degeri 0,011 mg/ml olarak belirlenmistir.
Toprakalti etanol+su ICsp degeri 0,318 mg/ml oldugu sonucuna ulagilmistir. Toprakisti
etanol+su ekstraktinin yapilan bu g¢aligmada butln organik c¢oziculerin toprakistu ve
toprakalt1 ekstraklarindan daha gugli antioksidan kapasiteye sahip oldugu sonucuna
ulagilmigtir. Toprakiistii su ekstraktinin ICsy degeri 0,163 mg/ml oldugu belirlendi.
Toprakalt1 su ekstrakt1 0,121 mg/ml olarak hesaplanmistir. Su ekstraktinin da toprakalti ve

toprakistl I1Csg degerlerinin yiliksek antioksidan kapasite 6zelligi tasidigi bulunmustur.

Cizelge 4.1. Bitki Ekstraktlarmin ICsq (mg/mL) degerleri

Bitki Ekstrakti ICs0 (mg/ml)
Toprakusti hekzan ekstrakti 0,133
Toprakiistii kloroform ekstrakt 0,097
Toprakustu etil asetat ekstrakti 0,564
Toprakiistii etanol ekstrakti 0,114
Toprakiistii etanol+ su ekstrakti 0,011
Toprakuisti su ekstrakti 0,163
Toprakalti hekzan 0,289
Toprakalti kloroform ekstrakti 0,407
Toprakalti etil asetat eskstrakt 0,406
Toprakalti etanol ekstrakti 0,067
Toprakalti etanol+ su ekstrakti 0,318
Toprakalti su ekstrakti 0,121

4.1.2. Toplam Fenolik Madde Miktari Bulgulari

Toplam fenolik madde igerigini hesaplamak amaciyla, kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi igin
farkli gallik asit konsantrasyonlarinda elde edilen absorbans degerleri Cizelge 4.2°de
gosterilmigtir. Gallik asit absorbans degerlerini kullanarak hazirlanan standart grafigi Sekil

4.9’ da gosterilmektedir.
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Cizelge 4.2. Kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi i¢in elde edilen Gallik Asit Konsantrasyonlari

ve Absorbans Degerleri

Konsantrasyon (mg/ml) 1. 6lclim 2. 6lcim 3. 6lcim
0 0,082 0,081 0,094

10 0,113 0,078 0,092
25 0,083 0,094 0,121
50 0,109 0,134 0,082
75 0,124 0,135 0,107
100 0,116 0,151 0,134

Abs (760nm)

01395 y=0,0005x+0,0873 . o

01255 RP=0992 e

veet” o
ouss | e
orss | e [}
e
0,0955 P
0,0855 @
0 20 40 60 80 100 120

Gallik Asit (ug)
Sekil 4.9. Gallik asit standart grafigi

Cigel 4.3’deki sonuglara gore, toprakiistii ve toprakalti kloroform ekstraktlarinin toplam
fenolik madde igeriginin diger ¢ozlculerdeki bitki ekstraklarina oranla daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Fenolik madde igeriginin topraklsti kloroform degeri 241,18 pg/ml ve
toprakalt1 kloroform degeri ise 169,28 pg/ml olarak hesaplanmistir. Kloroformdan sonra
toprakalti etanol+su ekstraktalarinin fenolik madde igeriginin (167,10 pg/ml) yuksek
oldugu goriilmiistiir. Toprakiistii etanol (84,31 pg/ml) ve toprakalti (84,31 pg/ml) etanol
ekstraklarinin  fenolik madde igeriginin ayni oldugu bulunmustur. Toprakaltt su
ekstraktlarinin fenolik madde igeriginin (10,24 ug/ml) diger bitki ekstraktlarina gore ¢ok
diisiik oldugu tespit edilmistir. Toprakiistii ve toprakalt1 hekzan, toprakiistii ve toprakalti
etilasetat, toprakiistii etanol+su ve su ekstraktlarinin fenolik madde igeriginin olmadigi

belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. Toprakiistii ve toprakalt1 bitki ekstraktlarina ait Gallik asit esdegeri fenolik

madde igerigi (mg/mL)
Gallik asit esdegeri fenolik madde
Bitki Ekstrakti icerigi (mg/ml)
Toprakdusti hekzan ekstrakti -
Toprakdistu kloroform ekstrakti 241,18
Toprakdstu etil asetat ekstrakt -
Toprakiistiietanol ekstrakti 84,31

Toprakiistii etanol+ su ekstrakt s
Toprakiistiisu ekstrakti -
Toprakalti hekzan -

Toprakalti kloroform ekstrakt 169,28
Toprakalt: etil asetat eskstrakt s

Toprakalti etanol ekstrakti 84,31
Toprakalti etanol+ su ekstrakti 167,10
Toprakalti su ekstrakt 10,24

4.1.3. Antimikrobiyal bulgular

Bu c¢alismada H. samolifolium subsp. erzurumicum’un antimikrobiyal aktivitesini
belirlemek igin bitkinin toprakiistii ve toprakalti hekzan, kloroform, ectilasetat, etanol,
etanol+su ve su solventleri ile elde edilen ekstreleri belirlemis oldugumuz, gram pozitif
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Micrococcus luteus NRLLB 1018) ve gram negatif
(Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) ve bir maya olan
Candida albicans ATCC 10231 kullanarak belirledik (Resim 4.1). Bitkinin topraksti
hekzan ekstraklarinin sadece E. coli (izerinde orta derecede antibakteriyal aktiviteye sahip
oldugu bulundu. Toprakiistii hekzan ekstraklarinin S. aureus, M. luteus, P. aeruginosa ve
C. albicans tizerinde MiK degerleri 3000 (ug/ml) olarak hesaplandigindan antimikrobiyal

bir aktivite gosterememistir.

Resim 4.1. Petri kaplarindaki besi yerlerindeki Gram negatif bakteriler (Toprakusti ve

toprakalt1 ekstrelerindeki Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa)
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Cizelge 4.4. H. samolifolium subsp. erzurumicum’un toprakiistii ve toprakalt1 ekstraktlarin
MIK degerleri (png/ml)

Staphylococcus | Micrococcu | Escherichia coli | Pseudomonas Candida

Bitki Ekstrakt1 | aureus ATCC | s luteus | ATCC 25922 aeruginosa albicans

25923 NRLLB ATCC 27853 ATCC 10231
1018

Topraksti 3000 3000 1500 3000 3000

hekzan

Topraksti 3000 3000 3000 3000 1500

kloroform

Toprakdsti 3000 3000 3000 3000 1500

etilasetat

Toprakdsti 3000 3000 >5000 3000 1500

etanol

Toprakdsti >5000 3000 3000 1500 >5000

etanol+su

Toprakdsti su >5000 1500 3000 3000 1500

Toprakalti >5000 3000 >5000 >5000 1500

hekzan

Toprakalti 3000 3000 3000 3000 1500

kloroform

Toprakalti 1500 3000 3000 3000 1500

etilasetat

Toprakalti 1500 750 >5000 750 1500

etanol

Toprakalti 3000 3000 >5000 3000 1500

etanol+su

Toprakalti su 3000 3000 3000 3000 1500

DMSO >5000 >5000 >5000 >5000 >5000

Toprakiistii kloroform, etilasetat ve etanol ekstraklarinin ¢alismamizda kullanilan Gram
pozitif ve negatif bakteriler {izerindeki MiK degeri 3000 (pg/ml) olarak bulunmustur. Bu
sonuglara gore, toprakiistii kloroform, etilasetat ve etanol ekstraklari bakteriler tizerinde
herhangi bir antimikrobiyal aktivite gosterememistir. Toprakistli kloroform, etilasetat ve
etanol ekstraklarii maya iizerindeki MiK degeri 1500 (png/ml) olarak hesaplandig1 i¢in C.
albicans tizerinde orta derecede bir antifungal aktivite gostermistir. Toprakiistii etanol+su
ckstraklar1 sadece P. aeruginosa Uzerinde orta derecede antibakteriyal aktiviteye sahip
olurken, diger bakteriler ve C. albicans Uzerinde herhangi bir antimikrobiyal aktiviteye
sahip olmadig1 belirlenmistir. P. aeruginosa iizerindeki MiK degeri 1500, diger bakteriler
ve maya iizerindeki MIK degerleri 3000 (ug/ml) olarak belirlenmistir. Toprakistii su
ekstraklart M. luteus ve C. albicans uzerinde orta derecede bir etkiye sahip oldugu tespit



39

edilmistir (Cigelge 4.4). Toprakiistii su ekstraklarinin MiK degeri M. luteus ve C. albicans
hari¢ 3000 (ug/ml) ve Gzerindedir.

Bitkinin toprakalti hekzan, kloroform, su, etanol+su, etanol ve etilasetat ekstraklarinin C.
albicans iizerindeki MIK degerleri 1500 (ug/ml) oldugundan orta dereceli bir aktivite
gosterdigi goriilmiistiir. Bu ekstraklarin bakteriler iizerindeki MIK degerleri 3000 (ug/ml)
olarak bulundugundan herhangi bir antimikrobiyal aktiviteye sahip degildir. Toprakalti
etilasetat ve etanol ekstraklar1 sadece S. aureus ve C. albicans lzerinde orta dereceli bir
antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Toprakalti etilasetat ve etanol ekstraklarinin S. aureus ve
C. albicans iizerindeki MIK degeri 1500 (ug/ml) olarak belirlenmistir. Toprakalt1 etanol
ekstraklarmm MIK degerleri M. luteus ve P. aeruginosa iizerinde 750 (ng/ml) oldugundan
daha giiclii bir antimikrobiyal etki gostermistir. Bitkinin toprakalti etanol ekstraklari
sadece E. coli uzerinde herhangi bir aktiviteye sahip olamamistir (Cigelge 4.4). Toprakalti
su ekstraklarinmm MIK degerleri 3000 (pg/ml) oldugundan bu tez calismasinda
kullandigimiz Gram pozitif ve negatif bakteriler iizerinde antimikrobiyal bir etki
gOsterememistir. Toprakalti su eksrakti sadece C. albicans (zerinde orta dereceli bir

aktiviteye sahiptir.
4.1.4. Bitki ekstraktlarimin plazmit DNA Uzerine etKisi

Elektroforezde yiiriitiilen DNA ii¢ farkli formda gériilmektedir. Ug farkli DNA formunun
olugmast jeldeki goclerinden kaynaklanmaktadir. Agaroz jel elektroforezinde siiper sarmal
DNA (Form I) agik halkasal ve lineer formdan daha hizli gé¢ etmektedir. Eger bir bag
kirilirsa siiper sarmal form agaroz jelde daha yavas goc eden agik halkasal forma (Form II)
doniismektedir. Cift bag kirilmasi durumunda ise lineer form (Form IIlI) meydana

gelmektedir.

Sekil 4.10 ve Sekil 4.11° deki 1 ve 2 numarali hatta bulunan &rnekler kontrol grubunu
olusturmaktadir. Sekil 4.10°daki toprakalti su (Hat 3), toprakalti etilasetat (Hat 4),
toprakalt1 etanol (Hat 5) ve toprakiistii su (Hat 6) bitki ekstraklarinin acik halkasal formun
konsantrasyonunu artirict yonde etki gostermistir. Acik halkasal formun olusmasinda

toprakalti su (Hat 3) ekstraktinin digerinden daha etkili oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.10. Bitki ekstraktlarinin DNA {izerine etkisinin agaroz jel elektroforez gorintuleri (
1 ve 2: kontrol grubu, 3: toprakalti su, 4: toprakalt: etilasetat, 5: toprakalti etanol;

6: toprakustu su)

Sekil 4.11°deki biitlin bitki ekstraklarinin DNA’nin olusumunda herhangi bir etki
gostermedigi tespit edilmistir. Buradaki 1 ve 2 numarali hattaki 6rnekler kontrol grubudur.
Toprakusti etanol (Hat 3), Toprakistl etilasetat (Hat 4), toprakisti etanol+su (Hat 5),
toprakalti etanol+su (Hat 6) ve toprakalti hekzan (Hat 7) ekstraklar1 bulunmaktadir.

Sekil 4.11. Bitki ekstraktlarinin DNA {izerine etkisinin agaroz jel elektroforez gorintuleri

(1 ve 2: kontrol grubu; 3: toprakusti etanol; 4: toprakdstu etilasetat; 5:

toprakisti etanol+su, 6: toprakalti etanol+su; 7: toprakalti hekzan)

Sekil 4.12°deki 1 ve 2 numarali hatta bulunan 6rnekler kontrol grubuna aittir. Sekil 4.12°de
toprakalti kloroform (Hat 3), toprakiistii kloroform (Hat 5) ve toprakiistii hekzan (Hat 6)
bitki ekstraklarimin agik halkasal formun konsantrasyonunu artirici yonde etki gosterdigi
gorlilmiistiir. Toprakalt1 kloroform (Hat 3) ekstrakti acik halkasal formun olusumunda
toprakiistii kloroform (Hat 5) ve toprakiistii hekzan (Hat 6) ekstraklarindan daha fazla etkili
oldugu bulunmustur. Toprakalti hekzan (Hat 4) ekstraklarinin DNA {izerinde bir etkisi
gozlenememistir. DNA nin siiper sarmal formdan diger formlara doniismesi normal DNA
yapisinin  bozuldugunu gdstermektedir. Dolayist ile yukarida ifade edilen bitki
ekstraklarinin DNA’nin normal yapisini bozup diger yapilara doniismesine neden olmasi,

bu ekstraklarin DNA iizerine 6nemli derecede etkili oldugunu gosterir.
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Sekil 4.12. Bitki ekstraktlarinin DNA {izerine etkisinin agaroz jel elektroforez goriinttsu (1
ve 2 kontrol grubu; 3: toprakalti kloroform; 4: toprakalti hekzan; 5: topraksti

kloroform; 6: toprakistu hekzan)



42

4.2. Tartisma

Bitkiler icerdikleri sekonder metabolitlerden dolay1 virlsler, bakteriler ve funguslar
Uzerinde gucli antimikrobiyal aktivite gostermektedir. Bilim adamlar1 bitkilerin
antibakteriyal aktivitelerinin flavonoitler, tanenler ve alkoloitlerin varligindan dolay:
olabilecegini ileriye siirmiislerdir [33]. Antimikrobiyal mekanizmada mikroorganizmalarin
dis membranda bulunan proteinleri ve iyon kanallarmi etkilemektedir. Sekonder
metabolitlerden olan fenoller bitkisel antimikrobiyal ajanlarin en kalabalik grubunu
olusturmaktadir [37]. Polifenollerin giclu antibakteriyel aktivite Ozelliklerinin oldugu
belirlenmistir [39]. Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin hiicre duvar yapilar1 farkli
oldugundan flavonoitler hem gram pozitif hemde gram negatif bakteriler tizerinde farkli

aktivitelere sahiptirler.

Ozellikle sekonder metabolitlerden pirolizidin alkoloitleri Heliotropium tirlerinde bol
miktarda bulunmaktadir. Bu alkoloitler asir1 derecede toksik oOzellige sahiptir ve bu
alkoloitler antitimor, antimikrobiyal ve antiviral gibi bazi biyolojik aktivitelerden
sorumludurlar [97, 98].

Pirolizidin alkoloitlerinin dagilimi bu cinsin tiirlerinde ve ayni bitkinin organlarinda da
farklilik gostermektedir. Ornegin H. indicum da pirolizidin alkoloitleri %70 cicek
durumunda saptanmis, H. spanthulatum’da geng¢ govde, yaprak ve tohumlarda en yuksek

pirolizidin alkoloitleri rapor edilmistir [98].

H. samolifolium subsp. erzurumicum’un toprakiisti ve toprakalti kisimlarmin
antimikrobiyal sonuglart Cizelge 4.4’de verilmistir. Cizelgedeki sonuglara gore,
toprakistli hekzan ekstresinin sadece E. coli, toprakusti etanol+su ekstresinin sadece P.
aeruginosa, toprakdstu su ekstresinin sadece M. luteus ve toprakistl kloroform, etilasetat,
etanol ve su ekstrelerinin ise C. albicans iizerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistiir. Bu alttliriin cizelge 4.4’deki toprakalti MIK degerleri incelendiginde, biitiin
toprakalt1 ekstrelerinin C. albicans izerinde aktiviteye sahip oldugu, etilasetat ekstrelerinin
sadece S. aureus uzerinde, etanol ekstresinin ise S. aureus, P. aeruginosa ve M. luteus
tizerinde giiclii bir mikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Alttlirlin hem
toprakiisti hemde toprakalti kisimlar1 C. albicans lzerinde 6nemli bir antimikrobiyal
aktivite gostermistir. Ozellikle bitkinin toprakalt: etanol ekstresi arastirmada kullanilan

dort bakteriden sadece E. coli tizerinde mikrobiyal aktivite gdsteremezken, diger bakteriler
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ve maya iizerinde Onemli bir antimikrobiyal aktivite gosterdigi bulunmustur. Benzer
sonuglar diger Heliotropium tiirleri ile yapilan antimikrobiyal g¢alismalarda da tespit

edilmistir.

H. subulatum Hochst. ex DC.’dan izole edilen bazi pirolizidin alkoloitleri (kloroform,
petrol eteri ve etanol ekstreleri) baz1 bakteri (E. coli, Streptococcus pneumoniae, Bacillus
subtilis, B. anthracis, Staphylococcus aureus) ve fungilere (Aspergillus fumigatus, A.
niger, Rhizoctonia phaseoli ve Penicillum chrysogenum) uygulamistir. Kloroform
ekstrelerinin E. coli bakterisine karsi daha biiyiik aktivite gosterdigi, oysa petrol eteri
ekstrelerinin  P.chrysogenum fungusuna karsi daha iyi etkili oldugu bulunmustur.

7-angeloyl heliotrine bilesigi ise E. coli ve P. chrysogenum tzerinde daha etkilidir [99].

H. ellipticum Ledeb.’dan izole edilen 7 sterol ve triterpenoitler bakteri ve fungilere
uygulanmis ve antimiktobiyal aktivitelerinin hem bakteri hemde fungiler {izerinde en

yiiksek derecede oldugu belirlenmistir [99].

H. marifolium Koen. ex Retz.”un hekzan ekstrelerinden izole edilen triterpenoitler patojen
bakteri (E. coli, Staphylococcus aureus) ve fungilere (Aspergillus niger ve Penicillum
chrysogenum) uygulanmis ve bazi triterpenoitlerin S. aureus P. chrysogenum (zerinde,
oysa bazi triterpenoidlerin ise E. coli ve A. niger Uzerinde yuksek bir antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir [100]. Bizim bitkimizin toprakistli hekzan
ckstraklarimin E. coli ve toprakalti hekzan ekstraklarinin ise C. albicans Uzerinde
antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Singh ve Dubey (2001)’in

antimikrobiyal bulgulari bizim antimikrobiyal bulgularimizla 6rtiigmektedir.

H. marifolium’un kloroform, etilasetat, metanol ve su ekstrelerinin antimikrobiyal etkisi
oldugu Radha ve ark. (2003) tarafindan rapor edilmistir [101]. Subsp. erzurumicum’un
toprakalti etilasetat ekstraklar1 Gram pozitif ve maya mantari (C. albicans) tzerinde pozitif
antimikrobiyal aktivite gostermistir. Toprakalt1 etanol ekstraktlar1 ise Gram pozitif ve
negatif bakteriler ve maya mantarinda pozitif aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Radha

ve ark.(2003)’nin sonuglar1 bizim antimikrobiyal sonuglarimizla benzerdir.

H. filifolium (Miers) Reiche’dan izole edilen bazi sekonder metabolitler Gram pozitif ve
Gram negatif bakterilere uygulanmis ve bu metabolitlerin Gram pozitif bakteriler Gizerinde
aktif antimikrobiyal aktiviteye sahip olurken, bu metabolitlerin Gram negatif bakteriler

tizerinde inaktif bir aktivite gosterdigi Urzua ve ark. (2008) tarafindan bildirilmistir [102].
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Tez bitkimizin toprakalt1 etanol ekstraklari hem Gram pozitif hemde Gram negatif
bakterilerde, toprakalti etil asetat ekstraklari sadece Gram pozitif bakterilerde giiclii
antimikrobiyal aktivite gosterirken, toprakiistii hekzan ve etanol+su ekstraklari sadece
Gram negatif bakterilerde antimikrobiyal aktivite gostermistir. Bu durum Gram pozitif ve
negatif bakterilerin hiicre duvar1 yapilarinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica
Urzua ve ark. (2008)’nin antimikrobiyal sonuglar1 bizim antimikrobiyal sonuglarimizla

uyumludur.

H.europaeum L.’dan izole edilen ucgucu yaglar bazi bakterileri ve fungilere
(Staphylococcus aureus PTCC 1112, E. coli PTCC, Bacillus subtilis PTCC 1023,
Salmonella typhi PTCC 1639 ve Aspergillus niger PTCC 5011, C. albicans PTCC 5027)
uygulanmis ve B. subtilis ve S. typhi {izerinde 6nemli antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
Saeedi ve Morteza-Semnani (2009) tarafindan rapor edilmistir [103].

H. indicum’un alkol ekstreleri dort Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere, ti¢ fungus ve
iki maya iizerine uygulanmis ve kullanilan biitiin bakteri, fungi ve mayalar lizerinde umut
verici antimikrobiyal aktivite gosterdigi rapor edilmistir [104]. Ayrica bu c¢alismada
kullanilan bitki ekstrelerinin 6zellikle dozlarinin antimikrobiyal aktivitede ¢ok Onemli
oldugu bildirilmistir. Diger taraftan H. indicum igerdigi bazi ugucu yaglarin antitiiberkiloz,
yaprak ve govdenin metanol ekstrelerinin antitiimdr, yapragin etanol ekstrelerinin
antikatarak, alkol ekstrelerinin de farelerde yara iyilestirme 6zelligi oldugu tespit edilmistir
[105].

H. indicum’un metanol ekstreleri Gram pozitif (B. subtilis, B. megaterium, B. cereus, S.
aureus, S. lutea), Gram negatif (Pseudomonas aeruginosa, Shigella boydii, S. dysenteriae,
E. coli, S. paratyphi, Vibrio mimicus) ve A. niger mantarina uygulanmistir. En gucli
antimikrobiyal aktivitenin P. aeruginosa tizerinde, orta derecede antimikrobiyal aktivitenin
Bacillus subtilis, B. megaterium ve S. lutea bakterileri (zerinde, hafif antibakteriyal
aktivitenin ise geriye kalan diger bakteriler tizerinde oldugu belirtilmistir [47]. Bizim tez
calismamizda Gram pozitif ve negatif bakteriler (zerindeki gucli antimikrobiyal
aktivitenin toprakalti etanol ekstrelerinde oldugu goriilmiistiir. Bu durum farkli organik
¢oziiciilerin kullanilmasindan dolayisiyla farkli sekonder metabolitlerin bitki ekstrelerinde

aci8a cikarilmasindan kaynaklanabilecegi sdylenebilir.
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H. indicum’un pek ¢ok geleneksel tip alanlarinda kullanildigi tibbi 6zellige sahip bir bitki
oldugu rapor edilmistir [105, 106, 107]. Bu bitkinin yapraklar1 g6z ve yilancik
hastaliklarinin ~ tedavisinde, kokleri balgam soktlrlici ve ates dusiiricl olarak
kullanilmaktadir [108, 109]. Ayrica deri hastaliklarinda, zehirli hayvan 1sirmalarinda, mide
ve sinir dizensizliklerinde, kesik ve vyaralarda, romatizmal hastaliklarda, menstrual
diizensizliklerde, ishal, bocek sokmalarinda, ¢ocuklardaki bogmacada, karin agrilarinda
kullanildigi rapor edilmistir [110, 111]. H. indicum’un yapraklari, kokleri, tohumlari, biitiin
bitki kisimlar1 ve ¢igekleri bir¢ok hastaligin tedavisinde diinyanin degisik bolgelerinde

kullanilmaktadir.

H. ellipticum’un toprakiistii kisimlarinin petrol eteri, benzen, kloroform, etanol
ekstrelerinin zayif antimikrobiyal aktivitesi oldugu Jain ve Singh (1998) tarafindan
bildirilmistir [112]. Bizim bulgularimizdan toprakiistii hekzan ekstraklarinin bakterilerden
sadece E. coli, toprakiistii etanoltsu ekstraklarmmin sadece P. aeruginosa Uzerinde
antimikrobiyal aktiviteye sahipken, diger toprakiistii bitki ekstraklarinin bakteriler tizerinde
bir aktivitesi olmadigir bulunmus. Diger taraftan H. ellipticum’dan izole edilen pirolizidin
alkoloitlerinin patojen bakteri ve mantarlar tizerinde pozitif antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir [113]. H. curassavicum L.’un su, etanol, kloroform petrol eteri

ckstrelerinin antimikrobiyal etkileri tespit edilmistir [114].

H. dasycarpum L.’un taze bitki ekstreleri géz hastakliklarinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir ve bu bitki turli Boraginaceae familyasiin 6nemli bir ¢6l bitkisidir [115].
H. dasycarpum L.’un metanol ve diklorometan ekstreleri bazi Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilere uygulandi ve bitki ekstrelerinin her ikisinde Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilerde inaktif bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu
calismada bakteri olarak E. coli, B. subtilis, Shigella flexinari, S. aureus, P. aeruginosa ve
Salmonella typi, fungus olarak C. albicans, Aspergillus flavus, Fusarium solani, C.
glabrata ve Microsporum canis kullanilmistir. Bu bitkinin sadece metanol ekstreleri
mantarlardan sadece Microsporum canis tlzerinde diisiik (%25) bir antifungal aktivite
gOsterirken, diger mantarlar iizerinde bir aktivite gosterememistir [116]. Bu tlrin
antifungal aktivite sonuglart Cordia alliodora, C. morelosana, Arnebia euchroma,
Trichodesma amplexicaule gibi Boraginaceae familyasinin diger bitkilerinden elde edilen
sonuclarla uyum icindedir [117-119]. Onosma griffiithii’nin metanol ekstraklar1 A. flavus
uzerinde %55 ve F. solani % 40 antifungal aktivite gosterirken, n-biitanol ve etil asetat

ekstreleri bir aktivite gosterememistir [120]. Colendia procumbents’in su ve etanol
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ekstraklar1 C. albicans Uzerinde negatif bir aktiviteye sahiptir [121]. Degisik sekonder
metabolitler &zellikle pirolizidin alkoloitleri, saponinler, taninler ve triterponoitlerin
Heliotropium tiirlerinde antimikrobiyal aktiviteden sorumlu oldugu bulundu [122]. H.
dasycarpum da bazi alkoloitler bulunurken, saponinlere ve taninlere rastlanmamistir. Bu
bitkinin Gram pozitif, Gram negatif bakteriler ve mantarlar (Microsporum canis haric)
Uzerinde antimikrobiyal etki gosterememesinin sebebi saponinlerin ve taninlerin
olmamasindan kaynaklanabilir. Tez konusunu olusturan subsp. erzurumicum’un toprakusti
hekzan ve etanol+su ekstraklar1 hari¢ diger toprakiistii ve toprakalti ekstraklar1 C. albicans
tizerinde antifungal aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Toprakiistii hekzan ekstraklar E.
coli, toprakiistii etanol+su ekstraklar1 P. aeruginosa, toprakiistii su ekstraklariin M. luteus,
toprakalti etil asetat ekstraklarmin S. aureus, toprakalti etanol ekstraklarinin E. coli harig
calismamizda kullandigimiz bakteriler {izerinde antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir.  Ozellikle toprakalti etanol ekstraklari bakteriler iizerinde giiclii
antimikrobiyal aktivite gostermistir. Bu durum bizim tez c¢alismamizda kullandigimiz

bitkide alkoloitlerin, saponinlerin, taninlerin ve triterpenlerin varligini ortaya koymaktadir.

H. hirsutissimum Grauer’un petrol eteri, kloroform ve etanol ekstrelerinin alti maya (C.
pseudotropicalis Kuen 1015, C. guilliermondii Kuen 998, C. krusei Kuen 1001, C.
albicans ATCC 10231, C. glabrata CBS 2730 ve C. tropicalis Kuen 1024) ve sekiz bakteri
(Staphylococcus epidermis ATCC 1228, S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 25923,
E. coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Streptococcus pyogenes
NCTC 10870, Listeria monocytogenes Kuen 135, Crynebacterium diphtheriae) tGzerindeki
antimikrobiyal aktiviteleri incelenmis ve mayalardan C. albicans, C. tropicalis, C.
pseudotropicalis ve C. guilliermondii, bakterilerden de sadece S. aureus Uzerinde
antimikrobiyal aktivite gosterdigi bulunmustur [123]. Bizim ¢alisma bitkimizin toprakalti
etilasetat ve etanol ekstraklarida S. aureus iizerinde antimikrobiyal etki gostermistir.
Toprakiistii hekzan ve etanol+su ekstraklari hari¢ diger toprakalti ve toprakisti bitki
ekstraklariin ¢alismamizda kullandigimiz C. albicans mantar1 {izerinde antifungal
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Boylece bizim bulgularimizla Siir-Altiner ve ark.

(1996)’nin bulgulartyla uyum igerisindedir.

H. bacciferum Forssk.’un n-hekzan, n-butanol, etilasetat ve su ekstreleri E. coli,
Salmonella typhi, S. aureus, P. aeroginosa, Erwinia carotovora, Klebsiella pneumoniae,
Bacillus atrophaeus ve B. subtilis, Trichoderma longibrachiantum, Aspergillus flavus, A.

niger, Fusarium solani ve Candida albicans iizerine uygulanmistir. Etilasetat ve n-hekzan
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ekstreleri bitin bakteriler Uzerinde mukemmel bir antibakteriyal aktivite gostermistir. n-
butanol ekstresi S. aureus harig, su ekstresi de B. subtilis hari¢ diger bakteriler {izerinde iyi
bir aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. H. bacciferum’un bitun ekstreleri mantarlar
tizerinde antifungal etki gostermistir [124]. Calismadaki antifungal sonuglar bizim
calismamizda elde ettigimiz antifungal sonuglart desteklemektedir. Ancak n-butonal
ekstresi S. aureus ve su ekstreside B. subtilis {izerinde inaktif 6zellik gostermistir. Bu
bitkinin yukarida belirtilen ekstreleri farkli konsantrasyonlarda C. albicans, Fusarium
solani, Aspergillus niger, A. flavus, Trichoderma longibrachiantum gibi fungilere
uygulanmis ve 6nemli antifungal sonuglar elde edilmistir [124]. Yukaridaki bulgulara gore
Ahmad ve ark. [2015] H. bacciferum’un degisik hastaliklarin tedavisinde 6nemli olacagini

rapor etmislerdir.

H. indicum’un antioksidan 6zelligi DPHH metodu kullanilarak belirlenmistir. Metanol
ekstresinin antioksidan 6zelliginin oldugu tespit edilmistir [47]. Ayrica bagka bilim
adamlar tarafindan H. indicum’un 6nemli antioksidan, antimikrobiyal, sitototik ve zar

stabilasyon 6zelliklerinin oldugu rapor edilmistir [106, 107].

H. indicum’un antioksidan 6zelligini belirlemek igin petrol eteri, kloroform, su ve etanol
ekstraklar1 kullanildi. Bu ekstraklarda fenollere, flavonoitlere, steroitlere, taninlere
alkoloitlere, saponinlere ve proteinlere rastlanmigtir. DPPH ve H,0, metotlarina goére
etanol ekstraklarinin antioksidan 6zelligine sahip oldugu tespit edilmistir [125]. H. indicum
ekstraklarindaki taninler ve flavonoitlerin serbest radikal siipiiriiciiler oldugu Santhosha ve
ark. (2015) tarafindan bulundu [125]. Ayrica flavonoitler ve taninler fenolik bilesiklerdir
ve bitki fenolikleri serbest radikal siipiiriiciiler veya baglica antioksidanlardir. Bu
caligmanin sonuglar1 H. indicum’un etanol ekstraklarinin dogal antioksidan kaynagi ve

gida takviyesinde veya farmasotik endiistrisinde kullanilabilecegini gosterdi.

H. sinuatum’dan Miers. izole edilen flavonoitlerin, H. sclerocarpum’un Phil. fenolik
bilesiklerinin ve reginenin antioksidan o6zellige sahip oldugu goriildi [126-128]. H.
zeylanicum (Burm.) Lam. metanol ve kloroform ekstraklarinin antioksidan 6zellige sahip
oldugu belirlenmistir [129]. H. glutinosum Phil. H. taltalense Phil. diklorometan
ekstraklariin antioksidan aktivitelerinin varligi tespit edilmistir [130, 131].

Bitki sekonder metabolitlerinden olan fenolikler veya polifenoller antioksidan aktivitelere

sahip olduklarindan ¢ok 6nemli bilesiklerdir. C. longiflorus subsp. longiflorus’un 6zellikle
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metanolle hazirlanan toprakiistii ve toprakalt1 ekstraklarinin 6nemli antioksidan aktivite ve
toplam fenolik igeriklere sahip oldugu bulunmustur [132]. Ayar (2019), Hassan ve ark.
(2013), Yen ve ark. (1996) ve Hertog ve ark. (1993) yaptiklari ¢aligmalarda metanolin,

antioksidanlarin ekstraksiyonu igin etkili bir ¢dziicli oldugunu rapor etmislerdir [132-135].

Bazi c¢alismalarda, saponinler, flavonoidler, fenoller ve tanenlerin antikanser ve
antioksidan aktivitelerinde énemli rol oynadiklar1 bulunmustur [136-139]. Yapilan DPPH
sonuglarimaza gore H. samolifolium subsp. erzurumicum bitkisinin bitun organik
coziiciiler ile elde edilen ekstraktlarinin yiiksek bir antioksidan kapasiteye sahip oldugu
belirlenmistir. Kullandigimiz organik ¢oziiciiler igerisinde oOzellikle de toprakist
ctanol+su ekstraktinin ICso degerinin 0,011 mg/ml oldugundan en yuksek antioksidan
kapasiteye sahip oldugu bulunmustur. Diger taraftan toprakalti bitki ekstraktlar1 igerisinde
toprakalti etanol ekstraktinin antioksidan 6zelliginin daha giiglii oldugu belirlenmistir. Elde
ettigimiz DPHH bulgularina gore, inceleme bitkimizin antioksidan 6zelliginin ¢ok yiiksek
seviyelerde oldugu sonucuna ulasilmistir. Ancak toprakiistii kisimlarin antioksidan
Ozelliginin toprakalti kisimlara gore daha yiiksek oldugu hesaplanmistir. Bizim tez
bitkimizde elde ettigimiz antioksidan etkilerin kullandigimiz ekstraklarda tanenler,
flavonoitler, fenoller ve saponinlerin varligindan ileri gelebilecegi sOylenebilir. Bu
calismadan elde edilen bulgular Santhosha ve ark. (2015) tarafindan H. indicum’un etanol
ekstraktlarindan elde ettikleri bulgularla uyum icerisindedir [125]. H. samolifolium subsp.

erzurumicum‘un toprakalt1 etanol ekstraklari gelecekte dogal antioksidan kaynagi olabilir.

Tez c¢alismasindaki fenolik madde igerigi sonuglarina gore, toprakiistii ve toprakalti
kloroform ekstraktlarinin toplam fenolik madde igeriginin diger bitki ekstraklarina oranla
en yiiksek oldugu belirlenmistir. Kloroform ekstraklarindan sonra toprakalti etanol+su
ekstraklarinin, daha sonra da toprakiistii ve toprakalt1 etanol ekstraklarinin fenolik madde
igeriginin yiiksek oldugu bulunmustur. Toprakalti su ekstraktlarinin fenolik madde
igeriginin (10,24 pg/mL) diger bitki ekstraktlarina gore ¢ok diisiik oldugu tespit edilmistir.
Diger taraftan toprakiistii ve toprakalti hekzan, toprakiistii ve toprakalt1 etilasetat,

toprakustl etanol+su ve su ekstraktlarinin fenolik madde igeriginin olmadigi belirlenmistir.

Murugesh ve ark. (2006)’nin H. zeylanicum bitkisinden elde ettikleri fenolik madde igerigi
sonuglart ile bizim tez konusunu olusturan bitkimizden elde ettigimiz fenolik madde

sonuglar1 paralellik gostermektedir [129]. Fenolik madde bulgularina gore, inceleme
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bitkimizin toprakalt1 ve toprakiistii kloroform ekstraklar1 gelecekte gii¢lii dogal antioksidan

kaynaklari olarak kullanilabillecegi diistiniilmektedir.

Zengin ve ark.(2016) C. longiflorus subsp. longiflorus ve Cerinthe minor subsp. auriculata
(Ten.) Domac bitkilerinin metanolle hazirlanan ekstraklarinin giiglii antioksidan aktiviteye

sahip olduklarini tespit etmislerdir [140].

Yapilan baska bir caligmada Liliaceae familyasindan Allium ampeloprasum L. , Muscari
armeniacum L. , Asparagus acutifolius L. , Gagea graeca L. ve Ornithogalum sigmoideum L.
tirlerin etanol ekstreleri ile antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Antioksidan etki
sonuglarina gore en yiikksek IC50 degeri 11.24 mg/ml deger ile O. sigmoideum bitkisinin
toprakalt1 etanol ekstraktinda elde edilmistir. DPPH serbest radikali siipiirme sonucunda G.
graeca haricinde biitlin bitkilerde toprakalti kisimlardan elde edilen ekstraktlar, toprakiistii
ckstraktlara kiyasla daha yiksek seviyede antioksidan etki olusturdugu sonucuna
varilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda bitki ekstraktlar1 iyi bir antioksidan kaynak
olabilecek 6zellik gosterdigi sonucuna ulasilmistir. Bu arastirmalar sonucunda antioksidan
aktivitede kullanilan ekstraktlar, demans, alzheimer, bunama, yaslilik vb. hastaliklari
onlemede antioksidan igerik bulundurmaktadir. Bu ekstraktlar kanser olusturabilen zararli
yapay antioksidanlarin yerine, gida sektoriinde uzun raf omriinii saglayabilecek saglikli

antioksidan kaynak olarak kullanilabilecegi onerilmistir [141].

H. samolifolium subsp. erzurumicum’un toprakalti ve toprakiistii kisimlarinin farkli
organik cozeltilerle hazirlanmig ekstraklarinin plazmit DNA Uzerine etkisi ilk defa
calisilmistir. Toprakalti su ekstrakti DNA’nin agik halkasal formun olusmasinda diger bitki
ekstraklar1 olan toprakalt: etilasetat (Hat 4), toprakalt1 etanol (Hat 5) ve toprakiistii su (Hat
6) ekstraklarindan daha giiclii bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Toprakistl etanol (Hat 3), toprakistl etilasetat (Hat 4), toprakistl etanol+su (Hat 5),
toprakalt1 etanol+su (Hat 5) ve toprakaltt hekzan (Hat 6) ekstraklarinin DNA’nin agik

halkasal formu Gizerinde herhangi bir etki gosterememistir (Sekil 4.11).

Toprakalti kloroform (Hat 3) ekstraktinin DNA’nin agik halkasal formunun olusmasi
tizerinde toprakiistii kloroform (Hat 5) ve toprakiistii hekzan (Hat 6) ekstraklarindan daha
fazla etkili oldugu belirlenmistir (Sekil 4.12).
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Literatiirde cesitli bitkilerin bu sekilde yapilmis bircok biyolojik aktivite c¢aligmasi
bulunmaktadir. Ornegin; Kaba navruz (lIris galatica Siehe.) bitkisinin farkli kisimlarindan
elde edilen hekzan, diklorometan, metanol ve su 6¢zutlerinin antioksidan, antibakteriyel ve
DNA koruyucu aktivitelerin arastirildigi ¢alismada; bitki, kok, ¢icek ve yaprak zutlerinin
konsantrasyona bagli olarak antioksidan aktivite gosterdikleri ayrica Oziitlerin tiimiiniin

DNA’y1 UV ve H,0;, nin zararl etkilerine karsi korudugu saptanmistir [142].

Endemik tdrlerden biri olan Iris kirkwoodiae Chaudhary bitkisinin antioksidan,
antibakteriyal ve DNA koruyucu aktivitelerini iceren biyolojik aktivitesi incelenmistir.
Antioksidan aktivitesini belirlemek icin Rel Assay Diagnostics kitleri (TAS, TOS) ve
DPPH testleri, antibakteriyel aktivite testi icin MIK (Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu) yontemi ve DNA koruyucu aktivite icin pBR322 plazmit DNA’sindan
yararlanilmigtir. Bu ¢alismanin sonucunda; 6zellikle su ve metanol ekstrelerinin oldukca
yuksek antioksidan aktivite, kok hekzan ekstresi disindaki tiim ekstrelerin genis
spektrumlu antibakteriyal aktivite ve kok diklorometan ile su ekstreleri digindaki tiim
ekstrelerin UV ve H,0; ile olusturulan plazmit DNA hasarina karsi koruyucu 6zellik

gosterdigi gozlenmistir [143].

Baska bir endemik bitki tiir(i Linaria corifolia Desf. (Plantaginaceae) ile yapilan benzer bir
calismada bitkinin toprakdsty ve toprakalt1 kisimlarinin etanol, etilasetat ve diklorometan
ekstrelerinin antioksidan, antimikrobiyal ve plazmit DNA (zerine koruyucu etkinlik

gosterdigi belirlenmigtir [144].

Sonug olarak, bu alttiiriin toprakaltt kisimlarinin toprakiistii kisimlarina gore daha fazla
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Ozelliklede toprakalt: etanol
ekstreleri hem maya hemde bakteriler Gizerinde guclu bir aktiviteye sahiptir. Bdylece bu
alttiriin toprakalt1 etanol ekstraklari maya ve bakteri kaynakli hastaliklarin tedavisinde
geleneksel tip alaninda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Fenolik madde igeriginin en
fazla toprakiistii ve toprakalti kloroform ve toprakalti etanol+su ekstraklarinda
hesaplanmistir. 1Cso degerleri biitiin bitki ekstraklarinda yiiksek olmasina ragmen,
toprakiistii kloroform, etanol+su ve toprakalti etanol ekstraklarinda en yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglara gore, H. samolifolium subsp. erzurumicum’un toprakisti ve
toprakalti kloroform ve toprakalti etanol+su ve toprakalt1 etanol ekstraklar1 giiclii dogal
antioksidan kaynaklar1 olarak kullanilabilme kapasitesine sahiptir. Toprakalt1 ve toprakiistii

kloroform, toprakiistii hekzan, toprakalti su, toprakalti etilasetat, toprakalti etanol ve



o1

toprakiistii su ekstraklart DNA’nin normal yapisim1i bozmustur. DNA’nin siiper sarmal
yapisinin diger formlara doniisiimii DNA’nin yapisinin bozuldugunu dolayisiyla sozi

edilen ekstraktlarin DNA {izerine yliksek seviyede aktivite gosterdigi bulunmustur.

Aragtirma bitkimizin bu ekstraklar1 bir¢ok hastaliginin tedavi edilmesinde rol oynayacak
ilagclarin veya preparatlarin yapisina katilabilir. Kisacasi bu alttiiriin toprakalti ve
toprakiistii kisimlar1 antioksidan, antimikrobiyal ve DNA iizerinde onemli aktivitelere
sahiptir. Ilaveten bu alttiir bilim diinyasinda yeni oldugu icin halk arasinda ve diger
alanlarda kimyasal yapisi taninmamaktadir. Bu alttiiriin en kisa zamanda kimyasal
kompozisyonununda arastirtlmasi gerekmektedir. Boylelikle bitkinin halk arasinda fungus
ve bakteri kaynakli hastaliklarin tedavisinde daha bilingli bir sekilde kullanimi

saglanacaktir.
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5. SONUC VE ONERILER

Elde ettigimiz bulgu ve sonuglara gore Ozellikle kloroform ekstraktinin fenolik madde
icerigi cok yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir. Etanol ekstraktida kloroformdan sonra
en yiksek seviyede fenolik madde igerigine sahip oldugu sonucuna ulasildi. Tezde
calisgimiz bitkimizin DPPH radikalini stpurme aktivitesinin bltin c¢ozlcllerde cok
yiiksek oldugu ve bu bitkinin antioksidan o6zelliginin ¢ok iyi derecede oldugu
belirlenmistir. Ylksek orandaki bu antioksidan &zelliginin bitkinin yapisinda sekonder
metabolit olarak adlandirdigimiz bilesiklerin varligindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Toprakdsti etanol + su ekstraktinin diger ekstraklara gore, az seviyedeki oranlarinin DPPH
radikalini ylksek oranda supurme etkisine sahip oldugu ve dolayisiyla antioksidan
kapasitesinin ¢ok iyi oldugu tespit edilmistir. Tez bitkimiz Heliotropium samolifolium
subsp. erzurumicum’un ¢okK iyi bir antioksidan kaynagi olabilecegi dolayisiyla ilag ve gida

sektoriinde ciddi olarak kullanilabilecegi ileriye siiriilmiistiir.

Bitkinin serbest radikalleri stplrme, reaktif oksijen turler gibi hiicresel hasarlara sebep
olan faktorlerin olusmasina engel olmasi antioksidan Ozelliginden kaynaklanmaktadir.
Bitkinin yapisinda, fenolik bilesikler, saponinler, fenoller ve tanen gibi molekullerin
varhgindan dolay1r yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptir. Dogal antioksidanlar
tikettigimiz bircok meyve ve sebzede bulunmaktadir ve pek ¢ok hastaligin olusmasina

engel olmaktadir.

Tez bitkimizin yulksek seviyede antimikrobiyal o6zellige sahip oldugu goriilmektedir.
Alttiiriin - toprakalti1 ve toprakiistii kisimlarmin C. albicans Uzerinde c¢ok ciddi
antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Alttiiriin etanol ekstraktinin kullanilan
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Micrococcus luteus NRLLB 1018, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 bakterilerine cok yiksek seviyede antimikrobiyal aktivite
gosterdigi bulunmustur. Benzer sonuglarin diger Heliotropium tirlerinde de goruldiugi
rapor edilmistir. Alttiriin 6zellikle bakterileri ve fungi kaynakli hastaliklarin tedavi ve

iyilestirilmesinde dnemli bir kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir.

H. samolifolium subsp. erzurumicum‘un toprakalti ve toprakiistii kloroform, toprakiistii
hekzan, toprakalti su, toprakalti etilasetat, toprakalti etanol ve toprakiistii su ekstraklar

DNA’nin normal yapisini tahrip edici yonde bir aktivite gostermistir. Arastirma bitkimizin
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yukarida belirtilen ekstraklarimin gelecekte bir¢ok hastaliginin tedavisinde rol oynayacak

ilaglarin veya preparatlarin yapisina katilabilecegi onerilmistir.

Yapilan bu bilimsel ¢alismanin sonucunda tez bitkimizden elde edilen ekstraktlarinin
hemen hemen hepsinin gug¢li bir antioksidan kapasitesi oldugu belirlenmistir. Kisacas1 bu
alttiirin toprakalt1 ve toprakiistii kisimlar1 antioksidan, antimikrobiyal ve DNA Uzerinde
onemli aktivitelere sahip oldugundan bitkinin farkl ¢éziiciilerle yapilan ekstraktlarinin ilag
endustrisinde ve gida sektoriinde ciddi bir kaynak olarak kullanilabilecegi ortaya
konmustur. Yaptigimiz bu calisma sayesinde Ulkemizin 2023 hedefleri dogrultusunda,
saglik alanindaki yatirrm ve tretime ¢ok blylk destek olacaginda siiphe yoktur. Bu
bitkinin iilke olarak hedefledigimiz 2023 saglik vizyonunun gergeklesmesi amaci ile
Heliotropium samolifolium subsp. erzurumicum bitkisinin énemli bir kaynak olusturacagi
disiiniilmektedir. H. samolifolium subsp. erzurumicum altturd ile ilgili bu alanda bir
calisma yapilmadigi dolayisiyla bu c¢aligmanin literatiire iyi bir kaynak olarak fayda
saglayacagi muhakkaktir. Ayni zamanda elde ettigimiz sonuclarla yapacagimiz makalenin

kaliteli bir dergide yayinlanmasi da Universitemize ve tilkemize biiyiik katki saglayacaktir.
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