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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
Iris unguicularis Poiret’in FARMASOTIK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Resul ATES
GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI
(Dr. Ogr. Uyesi Bedrettin SELVI )

Iridaceae familyasi kozmopolit bir ailedir. Doksan iki cinsi bulunup bu cinslerden altisi
iilkemizde yayilis gostermektedir. Iris cinsinin Tiirkiye’de on altis1 endemik olmak
tizere toplam kirk alt1 tiirii bulunmaktadir. Halk arasinda rizomlar1 tedavi amagh
kullanilmaktadir. Iris unguicularis bitkisi ile ilgili biyoaktif bilesiklerine yonelik
calisma mevcut degildir. Bu nedenle ¢alismamizda Iris unguicularis bitkisinin kok ve
yaprak kisimlarinin hekzan, diklorometan, metanol ve su 6ziitleri elde edilerek biyolojik
aktiviteleri arastirtlmistir. Bu amagla antioksidan, antibakteriyel ve DNA koruyucu
aktiviteleri ¢alisilmistir. Antioksidan aktivitesi i¢in Rel Assay Diagnostics kitleri (TAS,
TOS) ve DPPH yontemi kullanilmistir. Antibakteriyel aktivite testleri 4 farkli standart
bakteri susu kullanilarak CLS’ye gére MIK (minimum inhibisyon konsantrasyonu)
yontemi kullanilmistir. DNA koruyucu aktivite icin pPBR322 plazmid DNA’s1 ve UV-C
kullanilarak yapilmistir. Farkli 6ziitler farkli antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmis
olup ozellikle kok metanol Ozitlerinin aktivite gosterdikleri saptanmistir. Yine
antibakteriyel aktivite acisindan su , metanol , hekzan, diklorometan &ziitlerinin etkili
oldugu gozlenmistir. DNAkoruyucu aktivite agisindan en fazla koruyucu aktivite
gosteren bitki kisimlart yaprak ve kok su ve diklorometan Oziitlerin oldugu
belirlenmistir. Iris unguicularis bitkisinin antioksidan, antibakteriyel ve DNA koruyucu
ozellikte aktif bilesiklere sahip oldugu ortaya konulmustur.
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ABSTRACT
Master Thesis

DETERMINATION OF PHARMASOTICAL PROPERTIES OF lIris
unguicularis Poiret’in

Resul ATES

GAZIOSMANPASA UNIVERSITY GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND
TECHNOLOGY

BIOLOGY DEPARTMENT
(Assistant Prof. Dr. Bedrettin SELVI)

The Iridaceae family is a cosmopolitan family. There are ninety-two genders and six of
these genders are spreading in our country. Turkey sixteen in total fracture of the genus
Iris There are six species being endemic. People's rhizomes are used for treatment.
There is no study of bioactive compounds related to the Iris unguicularis plant. For this
reason, in our study, bioactivity of the root and leaf parts of Iris unguicularis plant was
investigated by obtaining hexane, dichloromethane, methanol and water extracts.
Antioxidant, antibacterial and DNA protective activities have been studied for this
purpose. Rel Assay Diagnostics kits (TAS, TOS) and DPPH method were used for
antioxidant activity. Antibacterial activity tests MIC (minimum inhibition
concentration) method was used according to CLS using 4 different standard bacterial
strains. Plasmid DNA of pBR322 and UV-C were used for DNA-protecting activity.
Different extracts showed different antioxidant activity, especially the radical methanol
extracts showed activity. Again, water, methanol, hexane, dichloromethane extracts
were observed to be effective for antibacterial activity. It was determined that leaf and
root water and dichloromethane extracts were the most conserved plant parts in terms of
DNA protective activity. Iris unguicularis plant has antioxidant, antibacterial and DNA
protective properties of active compounds.

2018, 37 Page
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1. GIRIS

Literatiir taramas1 sonucu Iris unguicularis ile ilgili ¢alismalarin genel olarak
bitkinin florasi ile alakali olup biyoaktivite caligmalarinin kisith oldugu saptanmuistir.

Marner ve arkadaglari (1982) tarafindan yapilan c¢alisma sonucunda |.
germanica’dan iki yeni triterpen, irigermanal ve iridogermanal elde etmislerdir.

Ali ve arkadaslar1 (1983) tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda |. germanica
rizomlarindan izoflavonoit bilesikler (irisolidon, irigenin, iridin) ve asetovanilon,
sitosterol, o-amirin ve B-amirin elde etmiglerdir.

Bonfils ve arkadaslar1 (1998) tarafindan yapilan c¢alisma neticesinde |I.
germanica’dan yeni bir epoksitlenmis iridal bilesik izole ettiklerini bildirmislerdir.

Farag ve arkadaslar1 (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada |. carthaliniae’nin
rizomlarindan iki yeni izoflavonoit biosit, tectorigenin 4'-glikozil (1—6) glikozit ve
iristectorigenin B 7-glikozil-(1—6) glikozit, bir yeni izoflavonoit monosit,4'-
metiltectorigenin 7-glikozit ve bir yeni flavon glikozit, 6,4'-dimetoksi-5-hidroksiflavon
7-glikozit, tectoridin ve tectorigenin 4'-glikozit izole ettiklerini bildirmislerdir.

Choudhary ve arkadaslar1 (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada 1. bungei’den
dort yeni flavon, irisflavon A-D, ve yeni bir izoflavon, irilin D izole edilmistir.

Akyol ve ark. (2012), bu ¢alismada Crocus biflorus Miller subsp. tauri (Maw)
Mathew ‘nin morfolojik ve anatomik Ozellikleri arastirildi. Bitki ornekleri kareleme
sistemine gore A8’de yer alan Erzurum ili, Narman ilgesinden toplandi. Anatomik
calismalarda diger Iridaceae iiyelerine benzer olduklar belirtilmistir.

Atta-ur-Rahman ve arkadaglariin (2003) yaptiklart bir calismada ise |.
germanica’dan izole 5,7- dihidroksi-3-(3'-hidroksi-4',5'-dimetoksi)-8-metoksi-4H-1-
benzopiran-4-on, 5,7-dihidroksi-3-(3'-hidroksi-4',5'-dimetoksi)-6-metoksi-4H-1-
benzopiran-4-on, 5,7-dihidroksi-3-(4'-hidroksi)-6-metoksi-4H-1-benzopiran-4-on, 5-
hidroksi-3-(4'-hidroksi)-6,7-metilendioksi-4H-1-benzopiran-4-on, 5-hidroksi-3-(4'-
metoksi)-6,7-metilendioksi-4H-1-benzopiran-4-on, 5-metoksi-3-(4'-hidroksi)-6,7-
metilendioksi-4H-1-benzopiran-4-on,  5,7-  dihidroksi-3-(3'-hidroksi-4'-metoksi)-6-
metoksi-4H-1-benzopiran-4-on,  5,7-dihidroksi-3-(3'-metoksi-4'-hidroksi)-6-metoksi-
4H-1-benzopiran-4-on ve isopeonol un antienflamatuar aktiviteleri belirlenmistir.

Orhan ve arkadaslar1 (2003) tarafindan yapilan ¢alismada ise |. germanica’nin
rizomlarindan hazirladiklart gesitli ekstrelerin antibakteriyal, antifungal, insektisidal ve

fitotoksik aktivitelerini saptamislardir.



Kandemir (2006) Iris tiirlerinin rizomlarmin antineoplastik, antioksidan,
antitiimor, antiplasmodiyal, antitiiberkiiloz, antispazmodik, emenagog ve diliretik
etkilerinin oldugu belirlenmistir.

Farag ve arkadaslar1 (2009) tarafindan yapilan bir ¢alisma sonucunda Iris
tirlerin flavon, izoflavon, flavanon, ksanton, iridal, stilben, peltoginoit, kinon ve
triterpen tipli bilesikler i¢erdikleri saptanmistir.

Farag ve arkadaslar1 (2009) tarafindan yapilan diger bir calismada ise |I.
spuria’nin rizomlarindan iki yeni izoflavon glikozit elde edildigi bildirilmistir.

Sengiil ve ark. (2009), bu calismada bazi bitkilerin ekstraktlart elde edilmis
(Inula aucherana, Fumaria officinalis, Crocus sativus, Vicum album, Tribulus terestris,
Polygonatum multiflorum, Alkanna tinctoria and Taraxacum officinale) in vitro
ortamda antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri incelenmistir. Bitkilerin potansiyel
kaynaklarinin dogal bir antioksidan ve antimikrobiyal ajanlar oldugu belirtilmistir.

Coskun ve arkadaslar1 (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, 29 morfolojik ve 4
anatomik karakter kullanilmak suretiyle Tiirkiye’de yayilis gosteren 15 Crocus L.

taksonu arasindaki akrabalik iliskileri analiz edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. T1ibbi ve Aromatik Bitkiler

Ulkemizin farkli iklim ve ekolojik kosullara ev sahipligi etmesi, floranin ¢ok
fazla miktarda bitki tiirii ve ¢esitliligi barindirmasi, bu sebeple de iilkemizde tibbi
amacli kullanima sahip olan ¢ok fazla bitki cesitliligi vardir (Bayram vd., 2010). Bu
bitkilerin yarisindan fazlasinin antimikrobiyal etkiye sahip olduklar1 gerek yurt disinda,
gerek iilkemizde yapilan ¢esitli ¢aligmalar sayesinde rapor edilmistir (Panizzi vd.. 1993;
Benli ve Yigit 2005; Ertiirk vd.,2010).

Bitkilerin veya bitkisel iirlinlerin tedavi amacli olarak kullanilmalar1 eski
tarihlere kadar dayandigi bilinmektedir. Diinya’nin c¢esitli yerlerinde oldugu gibi
tilkemizde de tibbi amagh olarak kullanilan 6nemli bitkiler tarihin en eski ¢aglarindan
bu yana halk arasinda kullanilmaktadirlar. Bitkilerin mikroorganizmalar {izerine etkisi
ve insan sagligina katkilar1 1926’dan beri laboratuvar ortaminda arastirilmaktadir
(Vonderbank, 1949; Digrak vd., 1999).

Diinya Saghk Orgiiti (WHO)’niin aralarinda 91 iilkenin bulundugu
farmakopeniler ve tibbi bitkiler iizerine yapilan yayinlara dayanarak hazirladigi bir
rapora gore tedavi amaci ile kullanilan tibbi bitkilerin toplam miktarin yaklasik 20,000
civarinda olup bunlardan sadece 500 kadarmnin iiretimi yapilabilmektedir (Baytop,
1999).

Eski medeniyetlerin hastaliklara tedavi iiretme amaciyla bitkileri kullandiklarina
dair kanitlar ilk yazili eserlerde goriilmektedir. Mezopotamya bdlgesinde bulunan
uygarliklarin hastaliklari bitkisel ilaglarla tedavi etmeye calistiklar1 Ninova tabletlerinde
belirtilmistir.

Tabletlerden anlasildigi kadariyla bu ilag olarak kullanilan bitkiler arasinda
hardal, defne, kekik, hashas, nane ve rezene gibi bitkilere rastlanmaktadir.

Yunan medeniyetleri biinyesinde bitkisel ilaglar ve tedavi lizerine ¢ok Oonemli
eserler yazilmis ve bu kitaplar senelerce Avrupa ve Islam tibbina temel teskil etmistir.
Bu siire icerisinde yasamis olan Hipokrat 400 civarinda bitkisel ilagtan bahsetmektedir
(Baytop, 1999). Botanigin kurucusu olarak kabul edilen ve yaklasik 240 eseri olan
Theophratus’un “Historia Plantarum” adli eserinde ¢esitli bitkilere ait ilaglara yer

verilmistir (Kara, 2002).



Islam medeniyetleri déneminde de bitkisel tedavinin halk saghiginda ki yeri ¢cok
onemliydi. Bu donemde Biruni, ibni Sina, ibni Baytar, El Gafiki, Davut Al - Antaki gibi
bliyiik alimler vardir. Biruni “Kitab al Saydada fi al- Tib” adli kitabinda yaklasik 200
ilag kaydi bulunmaktadir (Baytop 1999). Batililarin Avicenna olarak tanidigi iinlii Tiirk
alimi ibn-i Sina “Kanun-i Fit T1ib” (T1p Kanunu) adli kitabinda 700 den fazla bitkisel ve
hayvansal ilagtan bahsetmistir (Oztiirk, 1990; Baytop, 1999; Kara, 2002).

WHO’nun yaptig1 bir arastirmaya gore, gelismekte olan iilkelerdeki bireylerin
%380’1 tedavi i¢in sadece bitkisel ilaglar1 kullanmaktadir. Giliniimiizde bitkiler ve bitkisel
ilag igerikleri, regete ile satilan ilaglarin %25’ini olusturmaktadir (Farnsworth vd.,1985).
Gliniimiizde antibiyotiklerin bilingsiz bir sekilde kullanilmas1 insan patojeni bakterilerin
diren¢ kazanmasina sebebiyet vermistir. Bu durum infeksiyon hastaliklar1 ile basa
cikmayi zorlastirmistir (Facey vd., 1999; Ahmad ve Beg 2001).

Bitkiler dogal yolla tirettikleri baz1 maddeler sayesinde hayatta kalma oranlarini
arttirmaya caligirlar. Bitkilerin bu savasi esnasinda biyotik ve abiyotik bir¢ok zararli
etmenlere maruz kalirlar. Bitkilerin bu zararli maddelerden dogalar1 geregi uzaklasma
durumlar1 olmadigindan, kendilerini fotosentez sayesinde {irettikleri sekonder
metabolitler adi verilen bazi maddeler ile korurlar. Bu ikincil iirlinler savunma,
korunma, ortama uyum ve nesillerini siirdiirmeleri agisindan bitkiler i¢in oldukca
onemlidir (Taiz ve Zeiger, 2008).Sekonder {iriinler alkoloidler, flavonoidler, ugucu
yaglar, tanenler, glikozitler, fenoller, renk maddeleri ve regineler agisindan zengin olan
bitki cesitleri, tibbi ve aromatik bitkiler grubunda yer almaktadir (Baydar, 2007). Diinya
saglik orgiitiiniin (WHO) calismasina gore diinya genelinde tedavi amacli kullanilan
tibbi bitkilerin sayis1 20.000 civarindadir (Kalaycioglu ve Onder, 1994). Tibbi bitkiler
ve bunlardan elde edilen hammaddeler iizerine yapilan ¢aligmalara son zamanlarda ilgi
artmistir. Bunun asil sebebi, tedavi i¢in kullanilan sentetik ilaglarin bazilarinin yan etki
riski tagimasidir.

Gida sanayisinde emiilgator olarak sentetik antioksidanlar uzun zaman korumasi
gibi 6zelliklerinden dolayi tercih edilmektedir (Lanchman, 2004). En ¢ok tercih edilen
antioksidanlar BHA  (2-3 tert-Butyl-4-hydroxyanisole) BHT (3,5-tert-Butyl-
4hydroxytoluene), DG (Dodecylgallate)), OG (Octyl gallate) THBP (2,4,5-
trihydroxybutyrophenone), PG (propyl gallate) ve TBHQ (tert-Butylhydroquinone)’dur.
Fakat son yillarda sentetik iriinlerin insan sagligi iizerinde negatif etkiler tespit

edildiginden bunlara olan ilgi azalmaya baslamistir. Bunlara ek olarak bu maddelerin



kullanimina sinirlandirilmalar getirilmistir. Bu durum 6zellikle bitkisel kokenli dogal
katki kaynaklarina yonelimi tegvik etmistir.

Viicudumuzda yadimlama esnasinda tiiketilen oksijen, reaktif ara tirtinler (ROS)
olarak adlandirilan zararl radikalleri olusturur. Bu tiir zararli bazi radikallerin varligi
stres durumlarinda artarak viicutta birgok zararli etkinin baslamasina olanak saglar. Bu
radikaller kararsiz ve canli blinyesinde diger molekiillerle ve gruplarla etkin bir sekilde
reaksiyona girebilirler. Meydana gelen bu ara molekiiller, hiicrelerin hasarlanmasina,
hiicre kaybina, yaslanmalarina ve boylece hastaliklara sebep olabilen oksidanlardir.

Oksidanlar; canli yapilarinin hizli yaglanmasini tetikledigi gibi Alzeimier,
Parkinson, romatizmal, kalp-damar sertligi ve kanser gibi hastaliklara olusmasi i¢in
canliyr duyarli hale getirir. Olusan reaktif oksijen ara iiriinleri canlida lipit yapilarinin
peroksidasyonunu, protein molekiillerinin oksidasyonunu ve bozulmasini, DNA {izerine
etki ederek ciddi hasarlarin olusmasini saglayabilir. (Dawn, Allan ve Colleen, 1996;
Akkus, 1995; Burtis ve Ashwood, 1999).

UV 1sinlan cilt kanseri ve cilt yaglanmalarina neden olan ciddi hastaliklara sebep
olmaktadir. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin topikal olarak (cilt
lizerine) uygulanmasi, cildi UV 1sinlarin zararh etiklerine karsi korumada etkili bir
yaklasimdir (Tepe vd., 2011).

Oksidanin DNA {izerine etkisi ornegin; hidrojen peroksitin guanin niikleotidini
8- hidroksiguanine g¢evirmesi seklinde gerceklesir (Gutteridge,1984). Genetik hasarlar
nedeniyle olusan kanseri kontrol eden veya engelleyen yeni molekiiller saptamak i¢in

bitkisel kaynaklar yogun olarak arastirilmaktadir (Feig vd., 1994).

2.2. Botanik Bilgileri
2.2.1. Iridaceae Familyasi

Geofitler Angiosperm grubuna ait olup diinyada g¢icekli bitkiler Ortiisiinde
onemli yer tutmaktadir. 250.000’den fazla olan c¢igekli bitki tiirlerin %6,5-7sini
geofitler olusturmaktadir. Danimarkali botanik¢i Christian Raunkier geofit terimini
kullanan ilk bilim adamidir. Bu bitkilerde topragin altinda tomurcuklanma
gerceklesirken, digerlerinde ise toprak ile ayni seviyede veya iist kisminda gelisir. Tiim
diinyada geofitlere rastlamak miimkiindiir ancak bu bitkilerden kdkeni Akdeniz havzasi
olan ¢ok bitki ¢esidi vardir (Ekim vd.1992).

Iridaceae familyasi kozmopolit bir familyadir. Kuzey Amerika, Avrupa, Kuzey

Asya, Afrika’nin tropikal bolgeleri ve Avustralya’ da yayilis gosterir. Bazi cinsleri
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donmus zonlar ve Kuzey Asya’da da yayilis gostermektedir. 92 tane cinsi vardir.
Ulkemizde 6 cinsle temsil edilmektedir. Bu cinsler; Roumlea, Crocus, Gynandris,
Hermodactylus, Gladiolus ve Iris’tir ( Davis, 1984; Usta, 2002).

& s g
Sekil 2.1. Iridaceae familyasinin yayilig haritas1 (Janssen ve Bremer 2004)

Bu familyada; soganli, rizomlu ya da kormuslu bitkiler bulunur. Bitkiler dik ve biiyiik,
yapraklar orta damar1 boyunca ikiye katli, eksen tizerine sapsiz olarak karsilikl iki sira
lizerine ayni planda ve tabanlariyla biri digerini orter durumda sik dizilisli, bunlarin
birka¢1 dik, digerleri sarkik, geriye kivrilmis haldedir ve ¢ogunlukla orta damarlarinin
uistl tiiyliidiir. Kaliks ve korolla iki sira iizerine dizili ve zigomorftur. Sitamenler 3 tane,
periant disarida ve sitamenlerin karsisindadir. Stilus 3 pargalidir. Cigekler hermafrodit,
aktinomorf veya zigomorftur (Mathew, 1984). Bu familyanin en 6nemli cinslerinden
biri olan Iris L. cinsi 5 altcins ile temsil edilir: Iris, Limniris, Susiana, Scorpiris,

Hermodactyloides (Kandemir, 2006).

Sekil 2.2. Iridaceae’ye ait bazi cinslerin genel goriiniisleri (Segmen vd,1995)

2.2.2. Iris L. Cinsi
Rizomlu veya soganli bir cinstir. Yapraklar ¢ogunlukla diiz-yassi, orta damar

boyunca ikiye katli, oluklu, 4 koseli veya silindiriktir. Cigekler sapsiz veya kisa sapli,



periant segmentleri 6 tanedir. Anterler 3 tane ve dis segmentlerin karsilarinda, disa
yoneliklerdir. Iris L. cinsi basta izoflavon ve iridal tipi triterpenler olmak iizere fenolik
bilesikler, ksantonlar ve stilbenler igerirler (Farag vd. 2009). Iris tiirlerinin halk arasinda

rizomlar1 ve tohumlar1 tedavi amaciyla kullanilmaktadir (Baytop 1984). Iris cinsinin

Tiirkiye’de 16’s1 endemik olmak tizere 46 tiirli bulunmaktadir (Mathew, 1984).

Tablo 2.1. Tirkiye’deki Iris cinsine ait tiirler

Endemik Tiirler

Endemik Olmayan Tiirler

Iris danfrdiae Iris albicans Iris pseudacrus

Iris galatica Iris attica Iris pseudcaucasica
Iris histriides Iris aucheri Iris reticulata

Iris junonia Iris barnumae Iris sibirica

Iris kerneriana Iris caucasica Iris sintenisii

Iris nectarifera var. mardinensis

Iris sfarana

Iris suavelens

Iris nectarifera var. Nectarifera

Iris gatesii

Iris germanica

Iris pamphylica Iris suavelens Iris histri

Iris purpurebractea Iris iberica Iris paradxa
Iris sari Iris kirkwdii Iris persica
Iris sprengeri Iris lazica Iris schachtii
Iris stenphylla subsp. Allisnii Iris masia Iris rientalis

Iris unguicularis subsp. carica
var. Carica

Iris xanthspuria




Sekil 2.3. Iris unguicularis (https://www.gardenia.net/plant/iris-unguicularis-algerian-
iris/ Ziyaret tarihi: 22.03.2018)

2.2.3. Iris unguicularis

I. unguicularis yogun yesil yapraklari ve ¢ok kokulu genis mor ¢igekleri 5-8cm
genisliginde, 30cm yiiksekliginde uzun 6miirlii, her mevsim yesil, killi topraklarda rahat
yetisen, ndtr ve alkali pH’a sahip topraklarda yayilimi kolay olan, genel bitki uzunlugu

0.1-0.5m olabilen, genisligi 0.1-0.5m arasinda olan 2-5 yillik bir bitkidir.

Sekil 2.4. Iris unguicularis genel goriiniim (https://vwvw.qaenia.net/plant/iris

unguicularis-algerian-iris/ Ziyaret tarihi: 22.03.2018)

2.2.4. Iris Tiirlerinin Halk Arasinda Kullanihisi

Iris tiirleri halk arasinda siisen, navruz gibi isimlerle bilinmektedir. Halk
arasinda Iris tiirlerinin rizomlar1 idrar arttiric1 ve kusturucu, tohumlari ise gaz soktiiriicti,
kabiz ve midevi olarak kullanilmaktadir (Baytop, 1984). Ayrica bu tiirler siis bitkisi
olarak yetistirilmekte ve menekseye benzer kokular1 oldugundan kozmetik
endiistrisinde kullanilmaktadir (Orhan vd., 2002). Avrupa piyasasinda ¢ocuklar i¢in 6zel
olarak hazirlanmais bir tiir siisen kok bulunmaktadir. Bu tiir, dis ¢ikaran ¢cocuklara verilir.
Cocuklar bu pargalari ¢igneyerek dis etlerinin kasintisini giderirler (Baytop, 1984). Bazi
Iris tiirleri antienflamatuar, antidot, emetik, laksatif, hemostatik ajan olarak, ayrica

bakteriyel enfeksiyon ve kanser tedavisinde kullanilirlar (Farag vd.,2009).


https://www.gardenia.net/plant/iris-unguicularis-algerian-iris/
https://www.gardenia.net/plant/iris-unguicularis-algerian-iris/
https://www.gardenia.net/plant/iris%20unguicularis-algerian-iris/
https://www.gardenia.net/plant/iris%20unguicularis-algerian-iris/

Sekil 2.5. Iris unguicularis tiirkiye dagilim haritasi

Tablo 2.2. Iris unguicularis’in taksonomik siniflandirilmasi

TUBIVES- Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi
Kingdom Plantae
Subkingdom Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Class Liliopsida
Subclass Liliidae
Order Liliiales
Family Iridaceae
Genus Iris
Species Iris unguicularis

2.3. Bitkisel Sekonder Metabolitler

[nsan yasammin devamu igin ihtiya¢ duydugu organik bilesiklerin kaynagini
bitkiler olusturur. Bu organik bilesikler primer metabolitlerdir. Bunlarin yani sira
medikal, gida, kozmetik, tekstil sanayisi gibi endiistriyel agidan Onemli birgok
maddenin kaynagini da bitkiler olusturmaktadir. (Ramachnadra ve ravishankar, 2002).
Kossel (1891)’de ilk kez sekonder metabolit terimini tanimlamistir. Theis ve Lerdav
(2003)’te sekonder metabolitleri ve fotosentez iirlinii olmayan hiicrenin metobolizmasi
icin zorunlu gerekli olmayan bitkiler tarafindan iretilen birincil metobolizmasindaki
fonksiyonlar1 net olmayip, savunma, hayatta kalma, nesillerini devam ettirme cevre
kosullarina adaptasyon faaliyetleri siirecinde iretilen maddelerdir. Sekonder
metabolitler terpen grubu, fenolik bilesik grubu ve azot / kiikiirt igeren grup olarak 3
temel gruba ayrilirlar. ( Agostini-costa ve dig. 2012). Sekonder metabolitler solunum

fotosentez siirecinde metabolik yan reaksiyonlardan tiretilmektedirler. ( Dewick, 2002).



Bu sentez mekanizmasmin genetik mekanizmast net degildir.

Bu bilesiklerin

bitkilerdekilerdeki fonksiyonlar: farklilik gdstermesine ragmen mikroorganizma iizerine

sitotoksik etkisi gosterenler antimikrobiyal madde olarak bilinmektedir.
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Sekil 2.6. Sekonder metabolitlerin sentez yollar1 (Dewick, 2002)

Bitkisel sekonder metabolitler birka¢ grup altinda toplamak miimkiindiir
(Siddiqui, 2009):

1. Fenolik polifenoller:

Basit Fenoller, Fenolik asitler

Kinonlar

Flavonlar, Flavonoidler, Flavanollar

Tanenler
Kumarinler

Ligninler

Fenilpropanoidler, Fenilpropenler
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2. Terpenoidler ve Esansiyel Yaglar
3. Alkaloidler
4. Lektinler ve Polipeptitler

Fotosentez .
Yaglar - ) v - P Proteinler
PRIMER METABOLIZMA
= = Klorofil Il

s
Karbonhidratiar
SEKONDER METABOLIZMA

l‘/  Aikoloidl
Terpenoidler l \ DIOLCHeK

Siyanogenik
= Glikosidler
Fenolik asit «———FENOLIKLER
! i
KUMARINLER
FLAVONLAR l ANTOSIYANINLER

Flavanonlar
(cicek kirmmizi renk
/ ‘ m.dch”T

l T Flavonois
PTEROKARP ANL AR
FLAVONOIDLER
KOUMESTANLAR (cicek sarnirenk
maddesi)
(Fungisid etkili maddeler) [YOGUNLASMIS TANNINLERI

Sekil 2.7. Bitkilerde primer ve sekonder metabolizma arasindaki iligkiler (Morris ve
Robbins, 1997).

2.4. Serbest Radikaller

Canliin yasamasinda onemli rolii olan hiicre metabolizmasi esnasinda olusan
bazi reaktif tiirevleri oldukga zararli oksidanlardir. (Diplock, 1998). Bu oksijen tiirevleri
normal oksijen molekiiliinden daha reaktiftir (Nawar1996). Bir atomun dis orbitalinde
bir veya daha fazla eslesmemis elektron mevcutsa bunlara “serbest radikal (SR)” adi
verilir. Bunlar eslesmemis elektron sahip olduklarindan yiiksek reaktiftirler (Halliwell
ve Gutteridge, 1990). Reaktif molekiiller hiicrelerin protein, lipid, DNA ve niikleotid
koenzimler gibi yapisal ve fonksiyonel birgok biyolojik yapilar tizerine olumsuz etkiler
yaparak hasara ugratma potansiyelindedir. Oksijen tiirevi serbest radikaller pestisit,
cesitli tedavi yontemleri, ¢evrenin etkisiyle olusurlar. Oksidanlar hiicre ve dokularda

hasarlara neden olarak diger etkenlere kars1 duyarli hale gelmis zayiflamis olurlar. Bu
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zararli etkilere kars1 viicudun dogal savunma sistemleri koruyucu etki gosterir (Diplock,
1998).
Tablo 2.3. Oksidan kaynaklari ve antioksidan savunma sistemleri (Diplock, 1998).

Oksidan Antioksidan savunma
Sigara dumani Stiperoksit dismutaz
Egzersiz Katalaz

Atesli hastaliklar Glutatiyon

Radyasyon Ubikinon

Karsinojenler C vitamini, karotenoidler

Serbest radikallerin sebep oldugu oksidatif stresi dnleyen, serbest radikalleri

stabilize etme yetenegi olan maddelere “antioksidan” adi verilir (Elliot1999).

2.4.1. Oksijen ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijen molekiiliiniin paramanyetik 6zelliginden dolay1 iki kovalent bag olusturmasina
ragmen eslenmemis elektrona sahip olabilir. Molekiilin minumum enerjiye sahip
oldugu durum dis orbitallerinde iki elektron, spinleri ayni1 ve farkli orbitallerde oldugu
durumdur (Lee, 1991). Oksidan adlandirilmasinda oksijen bir “diradikal” ismini alir.

Diradikal oksijen, diger radikallerle kolaylikla reaksiyona girebilirler (Akkus, 1995).

Ortamda oksijenin oldugunda zorunlu metabolik reaksiyonlardan dolay1 oksijen
radikalleri meydana gelebilir. Biyolojik sistemlerde bulunan en Onemli serbest
radikaller oksijen radikalleridir. Siiperoksit radikali (O, e-), hidroksil radikali (¢ OH) ve
radikal olmayan hidrojen peroksitin (H,O;) énemli oksijen radikalleri olup ve “reaktif

oksijen tiirleri (ROT)” olarak adlandirilirlar.

o o3 H:0,
$-0:0- e Sl e e
= Of ‘010- H:O:0:H
Molekiiler oksijen e B el gy . S S X
- Stiperoksit radikali Hidrojen peroksit
f (superoksit anyonu) s 1
L-e. 2H°
s Lo !
o v 2 .
:b-f-o.-—~ H292 N H20+OH
Stiperoksit radikali H:0:0:H O H
(superoksit anyonu) Hidrojen peroksit Hidroksil radikali

Sekil 2.8. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)
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Reaktif  oksijenler, oksidanlarin  olusturdugu serbest radikal zincir

reaksiyonlarinin olugsmasina neden olurlar. Boylece hiicrede karbon merkezli organik
radikaller (Re), peroksi radikalleri (ROOw®), alkoksil (alkoksi) radikalleri (ROe®), tiyil
radikalleri (RSe) gibi oksidanlarin olusumunda 6nemli rolleri vardir. Tiyil radikalleri
oksijenle rereaksiyonu ile siilfenil (RSOe) veya tiyil peroksil (RSO2e) gibi oksidanlarin
meydana gelmesine neden olurlar. (Akkus, 1995).

Tablo 2.4. Baz1 serbest radikal tiirleri

Ad Formuiilii Tanun

Hidrojen atomu H* En basit serbest radikal

Stiperoksit 0.% Oksijen merkezli radikal, secimli reaktif

Hidroksil *oOH En fazla reaktif oksijen radikali. Insan viicudundaki
tiim molekiillere saldurir.

Triklorometil ¢ | C merkezli radikal CCl4 metabolizmas: sonucu
tiretilir ve genellikle O7 ile hizla reaksiyona girer.

Tivil RS* Kiikiirt izerinde eslesmenus elektron bulunduran
tirlerin genel adi

Peroksil, Alkoksil ROy, Organik peroksitlerin yikinu sirasinda olusan oksijen

RO merkezli radikaller.

Nitrik oksit NO* L-arginin amino asidinden m vivo kosullarda tiretilir.

Azotdioksit NOQ' NO* nun O ile reaksiyonunda olusur. Kirli hava,
sigara dumaninda vb. bulunur.

Hidrojen peroksit H,0, Reaktivitesi en diisiik, molekiiler hasar yetenegi
diisiik.

Singlet oksijen L\O2 Oksijenin giiglii oksidatif formu

2.4.1.1. Diger Serbest Radikaller

Serbest oksijen radikallerinin etkisinden dolay1 karbon merkezli radikaller (R.),
peroksil radikalleri (ROOQ.), alkoksil radikalleri (RO.), tiyol radikalleri (RS.) gibi 6nemli
serbest radikallerde olusabilmektedir. Bunlardan polidoymamig yag asitlerinden
meydana gelen peroksil radikali yar1 dmrii uzun olan bir radikaldir. Tiyol radikalleri de
tekrar oksijenle reaksiyona girerek siilfenil (RSO.) veya tiyol peroksil (RSO’ vb. gibi
radikalleri olusturabilirler (Chattopadhyay vd., 2006).
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2.5. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere ve DNA’ya Etkileri

DNA serbest radikallerden kolaylikla etkilenebilen bir kalitim materyalidir.
Iyonize edici radyasyondan kaynaklanan hiicre &liimiiniin baslica nedeni olarak niikleik
asitlerin reaktif oksijen tiirleri ile reaksiyona girmesi ve bu reaksiyon sonucu DNA’da
mutasyona ve hiicre 6liimiine yol ac¢tig1 diisiiniilmektedir.

Ayrica lipid peroksidasyonu sonucu olusan melanoaldehit (MDA)’in nadiren de olsa
DNA’da mutasyona sebep olabildigi, beslenme ve yasam sekli gibi faktorlerle bir araya
gelerek kanser ve genetik bazi hastaliklara neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Auroma,
1999, Halliwell, 1984). Noétrofillerin aktive olmasiyla hiicrelerden salinan H,O, zardan
gecerek niikleusa ulasir ve dort DNA baziyla hizli reaksiyona girip bazlarda
modifikasyona neden olur (Halliwell, 1994). Meydana gelen DNA hasari
giderilmediginde hiicre fonksiyon kaybina hatta hiicrenin Gliimiine sebep olabilirler

(Topgu vd., 2007; Yesilyurt vd., 2008).

NH, NH- O
H CHs
N~ OH N~ oA HN OH
N OH A A ASQH
0" N 0" N H 0" N
H H H
sitozin glikol 5-hidroksi sitozin timin glikol
NH-
= N N
| S—0H S—0oH
N N "N
H H
8-hidroksi adenin 8-hidroksi guanin

Sekil 2.9. Bazlar {izerine radikallerin etkisiyle olusan tiriinler.
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2.6. Antioksidan Savunma Sistemleri

Oksidanlarin zararli etkilerini bertarafinda hiicre i¢i ve hiicre zarinda koruyucu
etkiye sahip mekanizma ve molekiiler mevcuttur. Oksidanlarin zararli etkilerini ya
oksidanlar1 6nleyerek ya da olusan hasar1 diizelterek etki gosterirler. Bu antioksidan etki
mekanizmasinda fonksiyonel bilesikler endojen ve ekzojen orjinli olabilirler. Ayrica bu

etki enzimatik ve nonenzimatik olarak 2 gruba ayrilir.

2.6.1. Antioksidanlar

Antioksidanlar oksidanlarin etkisini iki sekilde bertaraf ederler. Birincisi serbest
radikal olusumunu engelleme veya olusan radikali inhibe etme seklindedir. ikincisi
olusan hasar1 onararak etki gosterirler (Kahkonen vd.,1999). Insan saghg acisindan
Antioksidanlarin  yeri kendilerinin sentezleyebilmeleri ve dogal kaynaklardan
alabilmeleridir (Kaur ve Kapoor, 2001).

Yani Antioksidanlar hiicrelerimiz tarafindan sentezlenebilirler ve besinlerle
almabilirler. Besinlerde bulunan bitkisel kaynakli antioksidanlar, esas olarak vitaminler
(C, E ve Avitaminleri), flavonoidler, karotenoidler ve polifenollerdir. Literatiirde baz1
bitkisel gida tiikketimi ile bazi kanser ve kalp rahatsizliklarinin olusumunun azaldig
bildirilmistir (Giiglii vd. 2009).

Polifenoller ve tiirevleri en 6nemli Antioksidan c¢esitlerinden biridir. Bunlar
singlet oksijeni inhibe ederek oksijen derisimini rediikte ederler. Bunlar hidroksil
radikalleri vb. radikalleri inhibe ederek reaksiyon zincirinin baglamasini onler, metal
iyon katalizorlerini baglama seklinde rol oynarlar (Shahidi, 1996). Antioksidan
molekiiller ylikseltgenme 0Ozelliginde bilesikler olup zincir reaksiyonlarmi (6rnegin
lipitlerin oksidatif par¢alanmasina yol acan radikallik zincir reaksiyonunu) kirmalari
esnasinda yiikseltgenip bozulurlar. Ancak antioksidanlar belli bir zaman etkinligini
koruyabilir ve sonra etkisini kaybeder. Antioksidanlarin hidrojen veya elektron
donorlerini rediikte gilicleri onlarin serbest radikal engelleyici olarak géstermis olduklari
etkinlikleri olarak sdylenebilir (Gii¢lii vd., 2009).

Zincir kopararak etki gosteren antioksidanlarin potansiyellerinin saptanmasi
molekiil basina verebildigi elektron veya rediikte edebildigi oksidan sayisi (yani
reaksiyon stokiyometrisi) ve bununla beraber reaksiyon hizi (kinetik) 6nemlidir (Rice-

Evans vd., 1997).
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Zincir koparici antioksidan aktivite su mekanizma ile gergeklesir:

L'+AH—IH+A
LO+AH—-I10OH+ A"
Lo+ AH—-TO0OH+ A

Radikallik reaksiyonun olusmasi veya reaksiyonun devami antioksidan (AH)
tarafindan engellenmektedir. Burada L’ lipid, LO" alkoksil, LOO" ise peroksil
radikallerini simgeler. Bu sekilde etki eden antioksidanlar ‘primer antioksidanlar’ olarak
isimlendirilirler. ‘Sekonder antioksidanlar’ ise oksidasyon hizini azaltip ve genel olarak
Fenton-tipi reaksiyonlar1 dnleyerek etki gosterirler (Apak vd., 2007). Fenton

reaksiyonlar1 ise hidroksil radikallerinin meydana gelmesine saglarlar.

2.6.2. Antioksidanlarm Siniflandirilmasi

Normal kosullarda hiicreler, olusan serbest radikal {irlinlerinin neden olabilecegi
oksidatif hasara kars1 antioksidan savunma sistemleri tarafindan korunur (Rice-Evans
vd, 1997). Antioksidanlar endojen kaynakli ve eksojen kokenli olarak siniflandirmasi
yapilabildigi (Akkus, 1995) gibi enzim ve enzim olmayan antioksidanlar (Seven ve
Candan, 1996) seklinde siniflandirilabilmesi miimkiindiir. ~ Viicudumuzda bulunan
antioksidan savunma sistemi; enzimler, metal iyonlarin1 baglayan proteinler, suda ve
yagda ¢Oziinen radikal tutucular gibi elemanlar igermektedir (Percival, 1998; Halliwell,
1994).
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Antioksidanlar

d ™~

Dogal antioksidanlar Sentetik antioksidanlar
d T BHT, BHA,
Enzimatik Enzimatik olmavan ;I‘eflzlto;;;:uii::h
SOD / \ sentetik maddeler
Katalaz Endojen Eksojen
Glutatyon peroksidaz ~ Glutatyon E Vitamum
Glutatyon rediiktaz Seriilloplazmin ~ B-Karoten
Glutatyon-S-transferaz ~ Bilirubin Askorbik Asit
Ferritin Flavonoidler
Laktoferrin
Urik asit
Haptoglobinler
Albunmun

Sekil 2.10. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi
Dogal antioksidanlar da kendi aralarinda enzimatik ve non-enzimatik (enzimatik
olmayan) antioksidanlar olarak ayrilirlar.

2.7. DNA Koruyucu Aktivite

Gerek canlisal gerek sanayi faaliyetleri gibi nedenlerle Stratosfer tabakasi
incelerek daha fazla UV 1sinlarinin diinyaya ulagsmasina sebep olmaktadir. Artan UV
maruziyeti viicudumuz igin olduk¢a zararhidir. Oyle ki cilt kanserleri, cildin erken
yaslanmas1 gibi bircok hastaliga karsi duyarli hale gelinmesine sebebiyet verir. UV
1sinlarinin zararh etkilerini korumada antioksidanlar etkilidirler. Cilt lizerine antioksidan
uygulamasi UV 1sinlarina karsi koruyucu etki gosterir. (Tepe vd., 2011).
Normal olarak insan derisinin yapist UV i1sinlarina karst koruyucu yapisal ve
fonksiyonel ozelliktedir. Ancak UV 1sinlarina uzun siire maruz kalindigi takdirde
hiicresel antioksidanlarin miktarinda azalma ve buna bagl olarak oksidan artist UV
kaynakli oksidatif DNA hasarlar1 meydana gelebilir. UV 1sinlar1 ve serbest radikaller de
DNA ‘da kirilmalara veya gesitli hasarlara neden olabilmektedirler. Ozellikle serbest
radikallerden hidrojen peroksit, guanini 8 hidroksi guanine g¢evirerek DNA {iizerinde

degisikler olusturur. (Gutteridge, 1984). DNA dan meydana gelen degisiklikler kansere
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neden olabilmektedir. Oksidatif hasar1 6nlemede etkili yeni molekiillerin arastirmalari

bundan dolay1 hiz kazanmistir (Feig vd., 1994).

2.8. Antibakteriyal Aktivite

Infeksiyonlarma neden olan mikroorganizmalarin gerek iiremesini engelleyen
gerek onlara Oldiiriicii etki gosteren molekiiller i¢in antimikrobiyal etki ifadesi
kullanilir. Bakteriler igin ise bu antibakteriyel olarak ifade edilir. Oldiiriicii etki icin
bakterisidal, iiremeyi durdurucu etki i¢in ise bakteriyostatik terimleri kullanilir
(Madigan ve Martinko, 2010).

Insanhigin tarihinden beri antimikrobiyal olarak bitkiler yaygin kullamlmis ve
kullanilmaya devam etmektedir. Ozellikle sentetik antibiyotiklere karsi gelisen siirekli
diren¢ mekanizmas1 bitkisel kaynakli antibakteriyel molekiillerin saptanmasinin
gerekliligini ortaya koymustur. Bitkilerin antimikrobiyal etki ve insan sagligina faydali
ozelliklerine yonelik arastirmalar 1926 yilindan bu yana rapor edilmektedir. (Abdelaziz
vd., 1990; Asdou vd., 1972; Digrak vd., 1999; Kalaycioglu ve Onder 1994; Khan vd.,
1988; Iwu vd., 1999).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Iris unguicularis Oziitlerinin Elde Edilmesi

3.1.1. Materyal

Iris unguicularis Poiret’in Toplanmasi ve Teshisi

Iris unguicularis Poiret bitki 6rnekleri Mugla’nin Dat¢a kazasmin gevresinden, ¢igek
acma zamani 2016 yilinda Mayis aymda kokleri ile birlikte, ¢igek ve yaprak kisimlari
dahil toparlanarak uygun bir sekilde herbaryum 6rnekleri hazirlanmigtir. (Se¢men ve
ark., 1988). Gaziosmanpasa Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji B&liimii
ogretim iiyelerinden Dr. Ogretim Uyesi Bedrettin SELVI tarafindan teshisi yapilarak
herbaryum numarast alinmistir (GOPU herbaryum numarasi, 7822). Tir ismi
belirlenmistir. Toplanan bitkilerden analizler i¢in kokler ve yapraklar oncelikle distile
su ile temizlenmis ve golgede kurutulmas: saglanmigtir. Coziicii olarak ise
diklorometan, metanol, hekzan, distile su, soxhlet (Gerhardt EV 14), evaporator
(Heildolph HeizbadHB Digit) kullanilmistir.

3.1.2. Bitki Oziitlerinin Hazirlanmasi

Kurumus bitki kisimlari; kok ve yapraklar ezilerek toz halinde elde edilmistir.
Ekstraksiyon Soxhlet cihazinda yapilmistir. Alinan ekstraksiyon numuneleri ¢oziictiniin
uzaklastirilmasi i¢in Rotary Evaporator kullanilmistir. Hazir hale gelen numuneler +4

°C’de buzdolabina uygun kosullarda stoklanmstir. (Giilact1 vd., 2007).

3.2. Iris unguicularis Oziitlerinin Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesinde

Kullanilan Parametreler ve Metod

3.2.1. DPPH Serbest Radikal Giderim Kapasitesi ile Antioksidan Aktivite

Belirlenmesi
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3.2.1.1. Materyal
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), metanol (Sigma Aldrich. Germany), dimetil
stilfoksit (DMSO=CH32S0O), Distile su, Thermo Scientific Multiskan Go (Vantaa,

Finland) Spektrofotometre, Eliza plate.

3.2.1.2. DPPH Cozeltisinin Hazirlanmasi

Toz halindeki DPPH ‘tan 0.002 mg tartilmis ve 50 ml metanol ilave edilerek
¢Oziilmiistiir. DPPH ¢d6zeltisi 0.2 Mm olarak elde edilmistir.

3.2.1.3. Protokol

Iris unguicularis kok ve yapraklarindan elde edilen farkli numuneler oziitlerin serbest
radikal yakalama kapasitelerinin saptanmasi i¢in 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
serbest radikali kullanilarak referans olarak belirlenmistir. (Hatano vd., 1988). Calisma
prosediirii ise numune tiizerine konulan DPPH solusyonu 517 nm’ de absorbans
degerinde azalmaya neden olup olmadigi saptanir. Ayrica DPPH’in mor renginin
actlmasi radikal tutma O6zelligini gosteren gozlemsel bir gosterge olarak kabul edilir
(Baydar vd., 2011). Protokol asagida verilmistir. Icerisinde 0.1 mg/100pul bitkisel
numune ¢ozeltisi lizerine DPPH c¢ozeltisi (final derisimi 0.2 mM) eklenir. Kontrol
amagli ise numune yerine 1.0 ml dH20 konulur ve 30 dakika 1sik gormeyen ortamda
inkiibasyona alinir. Inkiibasyon sonunda 517-520 nm’de absorbanslar1 olgiilerek

kaydedilir. Alinan absorbanslar kullanilarak asagidaki formiille hesaplanir.

Hesaplamalar:
Yiizde inhibisyon= [(kontrol absorbans — numenin absorbansi) /kontrol absorbans] x
100

3.2.2. Total Antioksidan Seviyenin (TAS) Belirlenmesi

Total Antioksidan kapasitesini belirlemek i¢in Rel Assay Diagnostics- TAS Assay Kit
kullanilmistir.  Yontemin ¢alisma prensibi; antioksidanlar, koyu mavi-yesil renkli
ABTS’yi renksiz indirgenmis ABTS formuna doniistiirmesidir. 660 nm absorbanstaki
degisim Ornegin total antioksidan seviyesini belirtir. Radikal olarak ABTS’i, pozitif

kontrol olarak sentetik antioksidan kullanilmistir (Halliwell ve ark. 2000).
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3.2.2.1. Materyal
TAS assay kit (Rel Assay Diagnostics kit, Turkey), Iris unguicularis bitkisinin kok ve
yaprak Oziitleri, Thermo Scientific Multiskan Go(Vantaa, Finland) Spektrofotometre,

Eliza plate.

3.2.2.2. Protokol

Kit igerisinde; Reagent 1: (Buffer), Reagent 2 (Renkli ABTS Radikal Cozeltisi),
Standart 1 (0,0mmol Trolex Equiv./L), Standart 2 (1.00mmol Trolex Equiv./L)
bulunmaktadir. Reagent 1°den 200 ul alinir ve kuyucuga eklenir. Uzerine 12 ul bitki
ornegi konulur. Baslangic absorbans1 660 nm spektrofotometrik olarak dlgiiliir. Uzerine
30 pl Reagent 2 ilave edilir. 5 dakika 370C’ de inkiibasyon yapilir. inkiibasyon sonrasi
660 nm’de ikinci absorbans alinir. TAS degeri asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanacaktir.

Hesaplamalar:
TAS (mmol/L)=[AAbs Std1-AAbs Ornek]/ [AAbs Std1-AAbs Ornek]X20

Hesaplamada kullanilacak veriler:

AAbs Std1:(Std1’in ikinciAbs.- Std1’in birinci Abs.)
AAbs Std2:(Std2’in ikinciAbs.- Std2’in birinci Abs.)
AOrnekAbs.:(Ornegin ikinci Abs.-Ornegin birinci Abs.)

3.2.3. Total Oksidan Seviyenin (TOS) Belirlenmesi

Hidrojen peroksit referansina gore kalibre edilen bir yontemdir. Eger oksidan
bulunuyorsa ferréz iyon selatdor kompleksini ferrik iyona oksitlemektedir. Reaksiyon
ortaminda oksidan miktarina gore oksidasyon reaksiyon yogunlugu artar. Asidik
ortamda Ferrik iyon renkli bir bilesik meydana gelir. Renk konsantrasyonu
spektrofotometrik  olarak  saptanir.  Olgiilen ~ Absorbans  ornekteki  oksidan
konsantrasyonunu gosterir. Elde edilen sonuglar umol H,O; Equiv./L ile kiyaslanarak
TOS degeri belirlenir. (Tarpey vd., 2004). Bu yontem Rel Assay Diagnostics- TOS
Assay Kit’i kullanilarak yapilmistir.
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3.2.3.1. Materyal
TOS assay kit, Iris unguicularis bitkisinin kok ve yaprak oziitleri, Spektrofotometre,
Eliza plate.

3.2.3.2. Protokol

Kit icerisinde; Reagent (1Assay Buffer) : 50 ml X 1, Reagent 2 (Prokromojensolusyon)
: 10 ml X 1, Standard 1 (Blanksolusyon)* (deiyonize su) (0.0umol H202 Equiv./L),
Standard 2 solusyon®* : 10 ml X 1 bulunmaktadir. **[Stok stabilize standart solusyon
(SSSS)] (800 mM H202Equiv./L)

Standart ¢alisma sollisyonu: SSSS deiyonize su 40 diliie edilir. Diliie edilen SSSS’ten 5
pl tizerine 1 pl distile su konarak iyice karistirilir. Karistirilan bu solusyondan 5 pl
almip yine 1 pl distile su konularak karistirilir. Ve sonug olarak Sonugta 20 pmolar
H20, elde edilmis olur. 96 kuyucuklu Eliza plate’ teki ilk kuyucuga200 pl Reagentl
konulur ve 30 pl numune ilave edilir. ilk absorbans1 530 nm’ de okunur. Okumadan
sonra 10 pl Reagent 2 eklenir 10 dk oda 1sisinda bekletilir. Son absorbans 530 nm’ de
Olciiliir. Belirtilen protokol standart 2 i¢in de ayn1 sekilde gerceklestirilir.

TOS degeri agsagidaki formiil kullanilarak hesaplanacaktir.

Hesaplamalar:

Total Oksidan Status(umol/L) = ( Numune Absorbansi / Standart2 absorbansi) X 20
(Standart2 Degeri)

Hesaplamada kullanilacak veriler:

Numune absorbans1t =(Numunenin ikinci absorbansi - numunenin ilk absorbansi)
Standart2 absorbansi:(Std2’in ikinciAbs.- Std2’in birinci Abs.)

Standart 2 Degeri = 20 umol H,O; Equiv./L

3.3. Iris unguicularis Bitki Oziitlerinin DNA Koruyucu Aktivitesinin Belirlenmesi
UV ve Oksidanin birlikte DNA hasarina karst koruyucu etkinligin olup-olmadiginin

saptanabilmesi i¢in yapilan bir analizdir.
3.3.1. Materyal

pBR322 DNA(vivantis), H0,, % 1,25’lik agoroz jel, distile su (dH20), UV
transliiminator (DNR-IS), jel dokiimantasyon sistemi (DNR-IS, MiniBIS Pro), DMSO.
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3.3.2. Protokol

Caligmada DNA 0Ornegi olarak kullanilan Plazmid DNA’s1 H,O; ve UV’ye maruz
birakilarak hasarlanmasi saglanmistir. Russo vd. (2000) makalesinde belirtmis oldugu
sekilde % 1.25’lik agaroz jel’e yliklenerek DNA kirilmalarimin ortaya ¢ikarak
goriilebilir olmasi saglanmistir. DNA protektif 6zelliginin belirlenmesi amaciyla Iris
unguicularis kok ve yapraklarindan elde edilen ekstraksiyon numunelerinden %0.1 lik
stok derisimi elde etmek amaciyla 0.1 mg tartilarak 100 ul DMSO (dimetilsiilfoksit,
%10 luk)’ icerisinde ¢dziilmiistiir. lyice ¢dziiniip homejen hale getirildikten sonra

diliisyon islemi yapilmistir. Diliisyon islemi 1/5 oraninda gerceklestirilmistir.

3.3.3. Kontrol ve Iris unguicularis Oziitlerinin Hazirlanmasi
Kontrol guruplart K1’den K4’e kadar kodlanmistir. Kontrol gruplar1 asagida sirayla
aciklanmistir. Her gruba pBR322 DNA’sindan 3 pl, distile su ise 6 pl konulmustur.
1.kontrol= pBR322 DNA +distile su
2.kontrol= pBR322 DNA + distile su +UV
3.kontrol= pBR322 DNA + distile su +Hidrojen peroksit 1 pl
4.kontrol= pBR322 DNA + distile su + UV+ Hidrojen peroksit 1 pl

Calisma gruplart ise kokten elde edilen ekstraksiyon ornekleri Al’den A4’e
kadar gruplandirilmis, yaprak ornekleri ise B1’den B4’e kadar gruplandirilmistir. Her
grup i¢in pBR322 DNA 3 pl, ekstraksiyon numunesi 5 pl +5 dakika UV uygulamasi+
Hidrojen peroksit 1 pl seklinde uygulanmustir.

Uygulama sonras1 5.0 pl yiikleme tamponu ilave edilerek % 1.25’lik agaroz jeldeki
kuyucuklara yiikleme yapilmistir. Isik kaynagi ise oda 1sisinda 302 nm dalga boyunda
ve 8000 puW/cm yogunlukta 151k iireten UV transliiminatdr (DNR-IS) cihazi kullanilarak
saglanmistir. 60 dakika 100 Voltluk % 1.25’lik agaroz jel eketroforezi yliriitme islemi
gergeklestirilmistir. Sonra jel 6kiimantasyon sisteminde (DNRIS, MiniBIS Pro) olusan

bantlar goriintiilenmis ve resimleri kaydedilmistir.

3.4. Iris unguicularis Bitki Oziitlerinin Antibakteriyal Aktivitesinin Belirlenmesi

3.4.1. Materyal

Iris unguicularis bitkisinden elde edilen kok ve yaprak ekstraksiyonlari
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3.4.2. Test Mikroorganizmalari

Iris unguicularis bitkisinin kok ve yapraklarindan elde edilen ekstraksiyonlarin
antibakteriyal etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla 4 farkli bakteri susu kulanilmistir.
Bu bakteriler E. coli ATCC 25322, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603, Staphylococcus aureus ATCC 29213 “tiir.

3.4.3. Protokol

Iris unguicularis bitki kisimlarmin 6ziitlerinin MIK degerlerinin belirlenebilmesi igin
CLS klavuzuna uygun olarak mikrodiliisyon yontemi ile 3 tekrarli olarak caligilmigtir
(Jorgensen ve Ferraro, 2009). E. coli ve K. pneumoniae EMB (Eozin Metilen Blue)
Agar besi ortamlari, digerleri i¢in ise MHA (Mueller Hinton Agar) besi ortami
kullanilmistir.24 saat 37°C° de inkiibasyona birakilmistir. Konsantrasyon i¢in 0.1 mg
oziit tartilmis ve 1000 ul DMSO’ da ¢oziilerek elde edilmistir. Mikrodiliisyon yontemi

ile caligilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Oziit Verimi:
Iris unguicularis bitkisinin kok, gévde, ¢i¢ek ve yaprak diklorometan, metanol,
su ve hekzan 6ziitleri sokshlet cihazi ile elde edilmis olup 6ziit verimleri kok i¢in % 29,

yaprak i¢in %28 olarak hesaplanmaistir.

Oziit verimi asagidaki esitlik yardimryla ile hesaplanir

% Verim= 2—j x 100

ml: Ozit edilecek kat1 madde miktart

m2: Oziit sonucunda elde edilen 6ziit miktar

Sekil 4.1. Oziit verim hesaplamasi
4.2. Iris unguicularis Bitki Oziitlerinin DPPH, TAS ve TOS Aktivite Bulgulari

Tablo 4.1. Iris unguicularis 'in 6zitlerinin antioksidan, oksidan, IC50 degerleri.

Oziitler TAS (mmol/lt) | TOS (umol/lt) IC50 (mg)
Kok diklorametan 2,63932 1,61626 5,36666
Kok metanol 2,18801 0,02974 4,06052
Kok hekzan 0,29550 0,84283 22,4819
Kok su 1,03445 0,01983 4,73515
Yaprak diklorametan 1,03222 4,43232 11,0969
Yaprak metanol 1,05205 8,94397 57,9093
Yaprak hekzan 0,73970 31,6410 23,0306
Yaprak su 0,11722 3,04412 7,31120
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TAS MMOL/LT

= Diklorometan = Metanol = Hekzan = Su

Sekil 4.2. Iris unguicularis 6ziitlerinin TAS degerleri.

TOS MMOL/LT

= Diklorometan = Metanol = Hekzan & Su

35
30
25
20
15

10

Kok

Sekil 4.3. Iris unguicularis 6ziitlerinin TOS degerleri.
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Tablo 4.2. Rell Assay Diagnostic Kit Referans Degerleri

TAS REFERANS DEGERLER
(mmol Trolox Equiv./L)
>2.0 | Cok lyi
1.45 2 Normal
1.2 1.45 Normal Kabul Edilebilir
1 1.2 Diisiik Antioksidan Seviyesi
<1.20 | Cok Diisiik Antioksidan Seviyesi
TOS REFERANS DEGERLER
(umol H,0, Equiv./L)
<5.00 | Cok lyi
8 5 Normal Deger
12 8 Yiiksek Oksidan Seviyesi
>12.00 ‘ Cok Yiiksek Oksidan Seviyesi
IC50(MG)

= DIKLOROMETAN = METANOL = HEKZAN = SU
70
60
50
40
30
20
10

KOK

<
>
o
X
>
~

Sekil 4.4. Iris unguicularis 6ziitlerinin IC50 (mg) degerleri.
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4.3. Iris unguicularis Kok ve Yaprak Oziitlerinin DNA Koruyucu Aktivite
Bulgular:
Iris unguicularis bitkisinin kok ve yaprak kisimlarindan elde edilen dort gesit

oziitin DNA koruyucu aktivitesi, pBR322 plazmit DNA’s1 kullanilarak test edilmistir.
Bu yonteme gore, DNA {izerinde hasara yol agan UV ismlan ve H,O;, varliginda,
Oziitiin DNA hasarina engel olma yetenegi degerlendirilmistir. I. unguicularis bitkisinin
kok kismindan elde edilen su Oziitiniin, k6k kismindan elde edilen diklorometan
Oziitinin DNA koruyucu aktiviteye sahip oldugu, |. unguicularis bitkisinin yaprak
kisimlarindan elde edilen su ve diklorometan 6ziitlerinin de DNA koruyucu aktiviteye

sahip oldugu sonucuna varilmistir. Bulgular Sekil 4.5’te verilmistir.

KI K2K3 K4 K5 Al A2 A3 A4 Bl B2 B3 B4

ocDNA

linDNA
scDNA .

Sekil 4.5. Iris unguicularis’in kok, yaprak oziitlerinin DNA Koruyucu Aktivitesi

Elektroforez goriintiisii

K1. Kontrol: Plazmit DNA (3 ul) + dH20 (6 pl) K2. Kontrol: Plazmit DNA (3 pl) + dH20 (6 )+ UV
K3. Kontrol: Plazmit DNA (3 pl) + dH20 (6 pl)+ H202 (1 pl) K4. Kontrol: Plazmit DNA (3 ul) + dH20
(6 u)+ UV+ H202 (1 ul) Al. Plazmit DNA (3 pl) + Iris unguicularis kok su oziitii (5 ul)+ UV+ H202 (1
pl) A2. Plazmit DNA (3 pl) + Iris unguicularis kok diklorometan oziitii (5 pl)+ UV+ H202 (1 ul) A3.
Plazmit DNA (3 ul) + Iris unguicularis kok metanol 6zitii (5 ul)+ UV+ H202 (1 ul) A4. Plazmit DNA (3
ul) + Iris junonia kok hekzan &ziitii (5 pl)+ UV+ H202 (1 ul) B1. Plazmit DNA (3 pl) + Iris unguicularis
yaprak su Oziitii (5 ph)+ UV+ H202 (1 pl) B2. Plazmit DNA (3 ul) + Iris unguicularis yaprak
diklorometan 6ziitii (5 pl)+ UV+ H202 (1 pl) B3. Plazmit DNA (3 pl) + Iris unguicularis yaprak
metanol 6ziitii (5 pl)+ UV+ H202 (1 pl) B4. Plazmit DNA (3 pl) + Iris unguicularis yaprak hekzan 6ziitii
(5 uhy+ UV+ H202 (1 i)
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4.4. TIris unguicularis Kok ve Yaprak Oziitlerinin Antimikrobiyal Aktivite
Sonuclarn

Iris unguicularis bitki kisimlarindan ¢ikarilan 6ziitlerin MIiK degerlerinin
belirlenmesi i¢in CLS tarafindan Onerilen sivi mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir
(Jorgensen ve Ferraro, 2009). Iris unguicularis aktivite sonuglar1 Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 4.3. Iris unguicularis 6ziitlerinin antimikrobiyal aktivitesi, Minimum inhibisyon
konsantrasyon (ng/pL) sonuglart.

A (ug/ul) | B (pg/pl) C (ng/pl) D (ng/pL)
Kok Su 1,5 1,2 1,3 1,2
Kok Diklorometan 2,6 2,3 2,2 2,2
K6k Metanol 3,4 3,3 3,4 3,3
Kok Hekzan 45 4.4 4.3 41
Yaprak Su 5,2 53 5,3 5,3
Yaprak Diklorometan | 6,2 6,2 6,1 6,3
Yaprak Metanol 7,5 7,3 7,3 7,3
Yaprak Hekzan 8,2 8,1 8,5 8,1
Amoxicillin 10,6 10,6 10,2 10,6

A: Escherichia coli ATCC 25322

B: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
C: Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
D: Staphylococcus aureus ATCC 25923

Calisma sonuclarinin tamami CLS tarafindan saptanan referans degerlerine gore

degerlendirilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Iris unguicularis biyoaktif bilesikleri ile ilgili olarak bilimsel bir g¢alisma
literatiirler de mevcut degildir. Iridaceae familyasindan o6zellikle I. germenica ile
yapilmis bir¢ok arastirma bulunmaktadir. Bu tiir disinda . nigricans, 1. sibirica, |
carhaliniae, I. bungei, I. pseudopumila, I. spuria tiirleri ile yapilan arastirmalar rapor
edilmistir ( Rigano vd.;2007; Farag vd., 2009; Kandemir, 2006; Orhan vd., 2003; Atta-
ur-Rahman vd., 2003; Choudhary vd.,2001; Farag vd., 1999; Bonfils vd., 1998; Marner
vd., 1995; Ali vd., 1983; Marner vd., 1982). Diger Iris tiirlerinin biyoaktif bilesikler
iceriyor olmasi ve halk arasinda rizomlarmin saglik icin kullaniliyor olmasi |I.
unguicularis 'min biyoaktif bilesiklere sahip olabilecegini diisiinmemize sebep olmustur.

Orhan ve arkadaslar1 (2003) |. germanica rizomlarm c¢alismislar ve
antibakteriyal, antifungal, insektisidal ve fitotoksik etkinliklerini rapor etmislerdir.

Rigano vd. (2007) yilinda yayinlamis oldugu makalesinde I. pseudopumila
rizomlarindan ekstrakte ettikleri izoflavonlarin antioksidan potansiyellerinin yiiksek
oldugunu bildirmislerdir.

Bonfils ve arakdaslar1 (1998) I. Germanica ile yapmis olduklar1 ¢alismada yeni
bir epoksitlenmis iridal bir molekiil elde ettiklerini belirtmislerdir. Arastirmamizda Iris
unguicularis kok ve yaprak ekstraksiyonlart DPPH yontemi ile serbest radiklalerin
yiizde inhibisyon potansiyelleri belirlenmistir. Sonuclar IC50 degerlerine gore
kiyaslandiginda kok kisminin serbest radikalleri inhibe agisindan yaprak kisimlara gore
oldukca daha etkin oldugu goriilmiistiir. Kok kisminda ise hekzan ekstraksiyonunun
digerlerine gore etkinligi daha az olarak saptanmustir.

Sonuglara gore Iris unguicularis bitkisinden elde edilen oziitlerin Kok
diklorametan 6ziitlinden hesaplanan TAS degerlerine bakildiginda sonuglarin diger bitki
oziitlerinin TAS sonuglarina gore yliksek oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda TOS
degerlerine bakildiginda en 1yi TOS degerinin Kok metanol 6ziitiinde oldugu
saptanmistir. TAS ve TOS degerlerine bakildiginda en etkili antioksidan aktivitenin
Kok metanol dziitiinde oldugu sdylenebilir.

Iris unguicularis bitkisinin kok ve yapraklarindan diklorometan, metanol, su ve
hekzan ekstarksiyonlariin antibakteriyal aktivitesi belirlenmistir. Iris unguicularis bitki
Oziitlerinin bakterilere kars1 etkili antibakteriyal aktivitelerinin bulundugu saptanmustir.

Calismada kullanilan Iris unguicularis bitkisinden elde edilen Oziitlerin, kullanilan
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bakterilere kars1 antibakteriyel aktiviteye sahip olduklari saptanmistir. fleride yapilacak
farmakolojik arastirmalarla beraber etken bilesiklerin saptanmasi ile birlikte patojen
mikroorganizmalarin yaptig1 hastaliklara karsi bir ilag olarak kullanilabilirligi
diistiniilmektedir.

DNA koruyucu aktivite sonuglarin degerlendirildiginde metanol ve hekzan
oziitleri haricindeki tiim Ornekler DNA protektif etki gosterdigi goriilmiistiir. Iris
unguicularis birkisinin kok ve yapraklarinda DNA’y1, UV ve H,0O,’nin etkisinden
koruyabilecek potansiyel molekiillere sahip oldugu séylenebilir.

Iris unguicularis bitkisinin yaprak ve koklerinde potansiyel biyoaktif bilesiklerin
saptanmasina yonelik yapilan aragtirma sonuglarimiza gore biyoaktif bilesiklerin
bulundugu ancak bunlarin konsantrasyonlari ve isimlerinin saptanmasi i¢in temel bir
calisma olmustur. Daha sonraki calismalar i¢in Onemli O6n veriler bu arastirma ile

litertiire kazandirtlmistir.
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