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OZET

Son yillarda yapilan ¢alismalarda Helleborus tiirleri 6nemli sekonder metabolitler
tiretme potansiyelleri nedeniyle fitokimyasal arastirmalarin konusu olmustur, ancak
Helleborus orientalis tiirii ile yapilan ¢alismalarin birkag tane ile sinirli oldugu goriilmiistiir.
Bu nedenle Tiirkiye’de Kuzey Anadolu bolgesinde dogal olarak yetisen H. orientalis
bitkisinin metanolik ekstraktlarimin toplam fenolik, toplam flavonoid ve antioksidan
igerikleri, fourier doniisimli kizilotesi spektrometresi, sivi  kromatografi kiitle
spektrometresi, yiiksek performansli sivi kromatografisi analizi ve antimikrobiyal aktivitesi
incelenmistir. Yapraklarinin metanol ekstrakti ile toplam antioksidan, oksidan seviyeleri
comet testi ile DNA hasar1 {izerine aktivitesi incelenmistir. Bitkinin koklerinin sulu ve
etanolik ekstraktlarinin herbisidal etkisini tespit etmek amaciyla ¢imlenme iizerine aktivitesi
belirlenmistir. H. orientalis bitkisinin ¢i¢ek ve yaprak kismi yiiksek fenolik ve flavonoid
maddeler igermektedir ve yiiksek antioksidan 6zelliklere sahiptir. Sivi kromatografi kiitle
spektrumu analizlerinde yaprakta hellebrigen, koklerinde helleborin, ve hellebrigen,
govdelerinde hellebrin ve ¢igeklerinde hellebrin ve helleborin varlig: tespit edilmistir. H.
orientalis’in yaprak ekstraktinin DNA hasarim1 ve toplam oksidan diizeylerini azalttigi,
toplam antioksidan diizeyini arttirdigi goriilmiistiir. Bitkinin kok, gévde, yaprak ve cicek
kismi Candida glabrara’da antifungal aktivite gosterirken, kok kismi da Enterococcus
faecalis ATCC 51289’de antimikrobiyal aktivite gostermistir. Bitki koklerinin sulu

ekstraktlariinin ¢imlenmeyi inhibe ettigi gézlemlenmistir.
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ABSTRACT

In recent years, Helleborus species have been the subject of phytochemical
investigations because of their potential to produce important secondary metabolites, but
studies with Helleborus orientalis have been limited to a few. Therefore, methanolic extracts
of H. orientalis plant naturally growing in the north of Turkey, the total phenolics, total
flavonoid and antioxidant content, fourier transform infrared spectrometry, liquid
chromatography mass spectrometry, high performance liquid chromatography analysis and
antimicrobial activity was examined. The total antioxidant and oxidant levels of the
methanol extracts of leaves were examined and the effects on DNA damage by commet
assay test were examined. The activity on germination was determined to determine the
herbicidal effect of the root extracts of the plant. The flower and leaf part of H. orientalis
plant contains high phenolic and flavonoid substances and has high antioxidant properties.
Hellebrigen in the leaves of plants, helleborin and hellebrigen in their roots, hellebrin in their
bodies and hellebrin and helleborin in their flowers were determined by liquid
chromatography mass spectrum analysis. Leaf extract of H. orientalis has been shown to
increase total antioxidant levels while decreasing DNA damage and total oxidant levels.
While the root, stem, leaf and flower part of the plant showed antifungal activity in Candida
glabrata, the root part of the plant showed antimicrobial activity in Enterococcus faecalis

ATCC 51289. It has been observed that aqueous extracts of plant roots inhibit germination.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis baz1 simgeler ve kisaltmalar, aciklamalari ile birlikte asagida
sunulmustur.
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1.GIRIS

Ranunculaceae familyas1 ( Diigiin ¢igegigiller ) Diinya’da 59 cins ve 1900 kadar tiir
ile temsil edilen biiylik bir familyadir. Familya bitkileri Kuzey ve Giliney yarimkiirenin
tliman ve soguk bdlgelerinde daha fazla olmakla birlikte tim Diinya’da yayilis
gostermektedir [1, 2]. Ranunculaceae familyasina ait Helleborus cinsi, kardiyak glikozit
iceren zehirli ve tibbi agidan da 6nemli bir bitkidir. Helleborus cinsinin Diinya’da yaklasik
olarak 22 tiirii bulunmaktadir [3]. Bu tiirler Avrupa kitasinin dogusu, orta kismi ve giineyinde
Kafkasya simirlarina kadar yayilmaktadir. Helleborus cinsi Tirkiye'nin Kuzey kiyilar ile
Giineydogu kisimlar1 boyuncada kendisini gostermektedir [4]. Temel olarak Avrupa ve
Asya'ya 0zgii olan tiiriin bazilar1 biyolojik ve tibbi potansiyelleri agisindan taranmistir ve
insektisidal, antianjezik, antiromatizma, immiinosupresif, antikanser aktivitesi gibi ilging
ozellikler gostermistir [5-8]. Balkanlarda Helleborus ekstraktlari uzun yillardan beri agri
kesici antiinflamatuar ve veterinerlikte enfeksiyon hastaliklarina karsi ilag olarak

kullanilmaktadir.

Helleborusun bilinen tiirleri arasinda H. orientalis 1789 yilinda Jean-Baptiste
Lamarck tarafindan tanimlanmistir. Halk arasinda dana bagirtan, karacaot, ak¢Opleme,
patlak ¢icegi gibi yoresel isimlerle bilinen bu tiir, Yunanistan ve Tiirkiye'de dogal olarak
yetismektedir [9]. Genellikle orman agikliklarinda yetisen, yesilimsi beyaz renkli gosterisli
ciceklere sahip ve toprak altinda yumrular1 olan ¢ok yillik otsu bir bitkidir.

H. orientalis ile ilgili yapilan ¢aligmalar Helleborus tiirlerinin hastaliklarin yeni
tedavilerinde kullanilabilecek dogal bilesikleri igerdigini gostermistir. H. orientalis
bitkisinden elde edilen furostanol glikozitler [10], furostanol saponin ve steroidler [11],
steroidal saponinler [12], bufadienolid ve spirostanol glikozitlerin varlig1 tesbit edilmistir
[13, 14]. H. orientalis’in kokleri Kuzey Anadolu’da biiyiikbas hayvanlarin bronsit ve benzeri
gogls hastaliklarinin tedavisinde kullanilir. Cok 6nceden dahilen kurt diisiiriicii ve adet
soktiiriicli olarak kullanilmis olsa da zehirli ve tahris edici 6zelliklerinden dolay1 bitkinin bu

tip kullanim1 terkedilmistir [15-17]. Helleborus tiirlerinde bu etkilere sahip olan maddeler



helleborin, hellebrin, hellebrigen ve helleborein’dir [18]. Helleborus tiirlerinde bulunan bu
etken maddelerden olan hellebrin, kardiyotonik glikoziti ve helleborin isimli saponin
glikozitinin yanisira, akonitik asit, eterik yaglar ve kalsiyum fosfor gibi maddelerde
bulundurmaktadir [19-24]. Yapilan ¢aligsmalarda klinik uygulamalarin azlig1 nedeniyle ¢ok
az yan etki ve toksisite c¢aligmalart bulunmaktadir. Bu nedenle yapilacak bilimsel
caligmalarla herhangi bir bolgede bulunan tibbi bitkiler ile bu bitkilerin botaniksel ve

ekolojik 6zelliklerinin belirlenmeside 6nemlidir.

Bu cinsin farmasotik etkisi ve bitkilerin yetistirildigi toprak ve klima ozelliklerine
gore kimyasal igeriklerinin degistigi diistiniildiglinde, bu bolgede yetisen Helleborus spp.
ile 1lgili calismalarin yapilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alisma ile Karadeniz
bolgesinde yetisen H. orientalis’in yaprak, ¢icek, gévde ve kok'tin baz1 kKimyasal ve biyolojik
aktivitelerinin 6l¢iilmesi amaglanmustir. H. orientalis bitkisi dogal ortamindan toplandiktan
sonra kurutulup ekstraksiyon islemini takiben antioksidan, oksidan, toplam fenolik
icerikleri, toplam flavonoid icerikleri, antimikrobiyal aktiviteleri, DNA hasar1 izerine pozitif
ve negatif etkileri, ¢cimlenme tizerine etkisi ve bitki kistmlarindan metal tayini yapilarak

incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Helleborus spp.

Ranunculaceae ( Diigiin cicegigiller ) familyasinin siis bitkilerinden olan Helleborus
cinsi Orta, Gliney ve Dogu Avrupa'dan Kafkasya sinirlarina kadar uzanan genis bir yayilma
alanina sahiptir [25-27]. Avrupa ve Bat1 Asya'nin farkli bolgelerine yayilan Helleborus cinsi
22 tiir igerir [28-30]. Antarktika hari¢ tiim kitalarda bulunan Ranunculaceae familyasi,
1liman ve boreal bolgelerde ¢ogu tiirii mestik veya 1slak ortamlarda yetisen otsu, uzun omiirli
yillik bitkilerden olusan kozmopolit bir ailedir [31, 32]. Ranunculaceae familyasinin
Aconitum (Kurtbogan) ve Delphinium (Saray Cigegi) gibi tiirleri i¢erdikleri alkoloitlerden
dolay1 ¢ok zehirlidirler. Aconitum (Kurtbogan) antik ¢aglarda sakat ve yasl erkeklerin 6liim
cezalarinda kullanilmig ve Delphinium (Saray Cigegi) tohumlart veterinerlikte viicut

parazitlerini 6ldiirmekte kullanilmistir [33].

Dogal kosullarda kiregtas1 topraklarinda, uzun 6miirlii bitkilerin ve yaprak doken
agaclarin yakininda yetisen Hellebor tiirleri, glokom (Ranunculaceae) ailesine ait olduklari
icin anemonlarla yakindan iliskilidir. Sicak ve nemli yaz, ¢icek tomurcuklarinin olusumunu
destekler. Yaz kuraklig1 helleborlarin ¢igeklenmesini olumsuz yonde etkiler. Bu nedenle,
yaz sicaginda, diizenli olarak sulanmalidir. Yavas biiytirler, fakat zamanla biiyiik kiimelere
dontisiirek sayisiz ¢igeklenme siirgiinleri olustururlar. Riizgar, soguk ve kar yagiyor olsa da
hellebor tiirleri ¢igek agar. Kisin soguk hava parlamalarindan bagimsiz olarak narin olmasina
ragmen, giiglii ve dayanikli bitkilerdir. Helleborus tiirlerindeki ¢iceklenme Subat ve Mart
aylarinda goriliir [34].

Helleborusun bilinen tiirleri asagida verilmistir;
e H.viridis (Yesil ¢opleme)
e H. niger (Noel giilii)
e H. orientalis (Copleme)

e H. vesicarius (Patlak otu)



. foetidus (Kokusuk ¢opleme)

. purpurascens (Mor ¢opleme)
. odorus (Kokulu ¢opleme)

. argutifolius (Korsika ¢6plemesi)
. abruzzicus

. atrorubens (Kirmizi ¢opleme)
. bocconei

. hercegovinus

. liguricus

. lividus

. multifidus

. torquatus

°
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. thibetanus

Bu cinse ait bitkiler ishal, hemoroit, kalp yetmezligi, melankoli, sarilik, karaciger
rahatsizliklari, gut hastalig1 ve iilser gibi rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmistir [4].

Helleborus cinsinin Tiirkiye'de dogal olarak yetisen iki tiirii vardir [35-37].
Bunlardan biri H. orientalis olup, ¢ok dnceden H. niger ve H. foetidus [38, 39] diye tanitilan
tirlerin determinasyonu sonucu meydana gelmistir. H. orientalis Kuzey Anadolu'da genis
bir yayilma alanina sahiptir. Genellikle orman agikliklarinda ve orman altlarinda yetisir [40].
Halk arasinda bohga otu, kara ¢opleme, siyah harbak, boynuz otu, danabagirtan, danakiran
gibi bir¢ok isim ile adlandirilan zehirli bir tiir olarak bilinmektedir. Kokleri, Kuzey Anadolu
koylerinde, biiyiikbas hayvanlarin bronsit ve benzeri gogiis hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir [23, 39]. Bitkinin rizom ve koklerinden hazirlanan dekoksiyon halk
hekimliginde, dolasim bozukluklarinda kalp gii¢clendirici olarak, viicut 1s1sim1
yiikselttiginden hipenermi olusturmak i¢in ve kegilerin siit kesen hastaligina ve hayvanlarin
ektoparazitlerine kars1 kullanilmaktadir [41].

Tiirkiye’de yetisen diger tiir H. vesicarius’dur. Daglik alanlarda, ¢aliliklarda ve
yamaglarda yetisen bu bitki Tiirkiye’de Giineydogu Anadolu bolgesinde bulunur. Toroslarda
yetisen bu bitki halk arasinda patlak otu olarak bilinmektedir [40]. Bitkinin agik yesil
yapraklari ii¢ parcaya boliinmiistiir. Ocak ve Mart aylari arasinda bitkide goriinen yesil renkli

cigekler, can seklindedir. Cok yillik otsu bir bitki olup bahar mevsiminde Mayis ayinda



cigeklenir. Ciceklerin kenar1 kirmizi veya kahverengi olabilir. Bitkinin cigekleri her tag
yapraginin yarisi kadar uzunlukta bitkinin ucuna dogru ve renkleri mordur. H. vesicarius’un
govdesinin yaprakli ve meyvelerinin siskin olmasi nedeniyle diger Helleborus tiirlerinden
ayirt edilir. Bitkinin saplari ile birlikte uzunlugu 60 cm yiikseklige ulagsmaktadir [4]. H.
vesicarius icerdigi kardiyak glikozitler nedeniyle zehirli bir bitki tiirdiir. Cok yillik
Helleborus tiirlerinin hepsi diploiddir (2n = 2x = 32) [42-44]. Bitki yapisina, melezlesme
yetenegine, polen morfolojisine ve tohum o6zelliklerine gore Helleborus cinsi alti boliime

(Syncarpus, Griphopus, Chenopus, Helleborus, Helleborastrum, Dicarpon) ayrilmistir [45].

2.2 Helleborus spp’nin Diinya’ da Yayilim

Helleborus tiiriiniin birgogu Balkan bélgesinde yogunlagmustir. Sadece H. thibetanus,
Dogu Asya'ya Ozgiidir [29]. H. thibetanus Cin’de endemiktir. Adrien René Franchet
tarafindan tanimlanan ranunkel bitki tiiriidiir [46]. Bu bitki Cin halk tibbinda sistit, tiretrit,

yaralar ve travmatik yaralanmalarin tedavisinde kullanilmaktadir [47].

H. purpurascens, Bati ve Orta Avrupa, Biiyiik Britanya, Ispanya ve Portekiz'den
doguya, Akdeniz bolgesi ve Orta Avrupa'dan doguya Romanya ve Ukrayna'ya yayilmistir
[48, 49]. Polonya florasinin ender ve nesli tiikenmekte olan bitkisi karacaotu moru (H.
purpurascens), Bati Bieszczady Daglari'nda (Dogu-Karpatlar) dogal olarak yetisir. Bu
bitkinin ¢icekleri asagiya dogru acar. Cigekler ilk olarak yesilimsi kahverengi goriiniir ve
daha sonra mor-kahverenkli halini alir (Sekil 2.1) [50].

H. niger Giiney ve Orta Avrupa'da yaygin olarak dagilmustir [51]. H. niger'in (Noel
giilii) rizomlarindan H. nigri rhizoma alt tiirli olusmustur ve drog olarak kullanilmustir [52].
En ¢ok yetistirilen Polonya bahgelerinde beyaz helleborine (H. niger)’dir. H. niger manolya
gibi ¢ok eski tarihlerden bu yana yetistirilen bir bahge bitkisidir [53]. Noel giilii kisin
basindan baharin sonlarina kadar ¢icek tiretebilir. Hafif kislarda cigekler gercekten Noel
zamaninda ortaya ¢ikabilir ve nisan veya mayis ayma kadar devam edebilir. [54]. Bazal
yapraklar1 ve goreceli olarak biiyiik ¢icekleri (6-13 cm ¢apinda) vardir. Fertilizasyondan
sonra beyazdan yesile doner [55]. Cigekleri mor, yesil ve beyazin ¢esitli tonlarinda biiyiik,
gekicidir (Sekil 2.1). Tohumlar genellikle Mayis ayinda olgunlasir [44, 54, 56]. Fransa,
Almanya, Hollanda, isvigre ve Belgika'daki en popiiler kesme cigeklerden biridir [57].


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com.tr&sl=sv&sp=nmt4&u=https://sv.wikipedia.org/wiki/Adrien_Ren%25C3%25A9_Franchet&xid=17259,15700023,15700124,15700149,15700168,15700173,15700186,15700201&usg=ALkJrhh9vxRT-sML7HKeb4xDu3aW5j4ytw
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com.tr&sl=sv&sp=nmt4&u=https://sv.wikipedia.org/wiki/Ranunkelv%25C3%25A4xter&xid=17259,15700023,15700124,15700149,15700168,15700173,15700186,15700201&usg=ALkJrhgAwOCxgOj-xDrBOb2ivBTgoNG8Wg

Sekil 2.1. H. niger (Noel giilii), H. purpurascens (Mor ¢épleme) [58, 59].

Slovenya'da, H. odorus (kokulu hellebore) ¢ok ¢esitli bir tiir olarak kabul edilir. H.
odorus daha biiyiik ¢igeklere sahiptir. Kisin yapraklarinin sertligi ile ayirt edici bir 6zelliktir.
Slovenya'da H. odorus'un yapraklari kisa dayaniklidir [60].

Orta ve Giiney Avrupa, Yunanistan daglik bolgelerinde yetisen H. foetidus,
kokusmus hellebore, ¢icekli bitki tirtdir. H. foetidus, Linnaeus tarafindan bilinen, Bati
Avrupa’nin yaygin yaprakli koklii bir tiiriidiir [61]. ingiltere'nin birgok bdlgesinde, dzellikle
kiregtast topraklarinda bulunurlar. Kirmizi sagaklari olan ¢an seklindeki yesil giceklere
sahiptir. Subattan Nisan'a kadar ¢i¢ek agar. Tohumlar diisene kadar ¢icek agtig1 zaman bile

dekoratiftir. Bitkiler 50 cm ytikseklige kadar ulasir.

Korsika hellebore (H. argutifolius) 50 cm'ye kadar uzanir. Erken ilkbaharda (Ocak-
Mart arasi) bardak seklinde sarimsi-yesil cicekler ve parlak yapraklart vardir [34]. H.
argutifolius 120 cm yiikseklige kadar uzanan, kaba dikenli, yesil veya daha az ayni renkli
damarlara sahiptir. Cigeklenme yogun bir sekilde olur ve gigekleri soluk yesil renktedir [61].
H. viridis Bat1 ve Orta Avrupa'da, Doguda Kuzey Italya ve Avusturya'da yaygimn olarak
dagilmistir [62]. H. viridis ve H. niger hellebore bitkilerinde géze ¢arpan jiivenil 6zellikler
gostermistir [63, 55].

H. lividus, bahgelerde ve 6zellikle Bati Avrupa'da saksi bitkileri veya kesme ¢igek
icin yetistiriliyorlar. Tencere iginde satilan ¢i¢ekli Noel giilii (H. niger), bu agidan iyi bir
ornektir [64, 65]. Diger hellebore tiirleri de sert yapraklari nedeniyle popiilerlik kazaniyor.
H. lividus’un 45 cm' yi asan yumusak dekoratif yapraklar1 vardir. Ust yapraklarda ara sira

cok iyi aralikli digler bulunur. Rozetlerde diizenlenmis ii¢ yaprakli yapraklari ve giimiis
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lekeleri olan koyu yesil renkleri vardir. Subattan Nisan ayina kadar bitki yesil-kahverengimsi
cicek salkimina doniisiir. Cok belirgin beyazimsi damarlar ile koyu yesil, kahverengimsi-
pembe renkli ¢igekleri bulunur [61]. H. caucasicus, Bati Giircistan topraklarinda yaygin

olarak dagilan Yunanistan ve Kafkasya florasinin endemik bir bitkisidir [66].

2.3 H. orientalis’in Morfolojik Ozellikleri

H. orientalis Avrupa ve Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) siis otu, ¢odmlek
bitkileri ve kesme ¢igekleri olarak bilinir. Daglik kesimlerde yetisen 30-40 cm
yiiksekliginde, ¢ok yillik otsu ve rizomlu bir bitkidir [20,21].

Sekil 2.2. H. orientalis bitkisinin dogal ortamindaki goriiniisii [67]

Cigekleri 5 yaprakli ve kiigiik fincanims1 gobegin etrafin1 ¢evrelerler. (Sekil 2.3).
Cigekler 7,5 cm'ye kadar uzanir ve gigeklerin yukar1 bakan formlar1 bulunur [68]. Helleborus
tiriinde periantin dig halkasi (kaliks) renk, sekil ve biiyiiklik bakimindan, 20-35 mm
uzunlukta, hafif tirnakli farkli sepallerden meydana gelmistir. Periantin i¢ halkasini
olusturan ¢ok sayida (16-20) nektaryum kiigiik, tubular (huni seklinde), iki dudakli ve
parcalardan olusur. Stamenler spiral dizilisli ve ¢ok sayidadir. Cigek eksenine gore disa
dogru yonelmistir. Meyva bir kag tohumlu folikiil toplulugudur. Tek karpelli (apokarp) olup
karpelin dikisi boyunca agilir. Plasentalanma oviiller karpellerin kenarina baghdir. Cigek
yapraklar1 dokiilmeden aylarca kalabilir. H. orientalis’ de baskaca gévde yapragi bulunmaz.
Govdesinde, biiyiikliikleri az ¢ok farkli olan brakteler bulunmaktadir. Bu tiire ait bikilerin,

giizel cigeklere ek olarak, cok dekoratif parlak yapraklari vardir. Tirlerin bir kismi,



cigeklerle biten yaprakli saplardan olusup dogrudan kokten yetisir. Yapraklar anatomik
olarak incelendiginde alt epidermada Helleborus (Ranunculaceae) tipi stomalar goriiliir.
Rozet yapraklar: tek, uzun sapl, pedal, 7-10 dar eliptik loblu ve parcalar1 genis dislidir. H.
orientalis yapraklarinin alt yiiziinde bacilliform tiiyler bulunur. Tohum 2-3 mm, kahverengi,
6 taneden fazladir (Sekil 2.3) [69].

Sekil 2.3. Helleborus bitkisinin kisimlar1 [69]

Rizomlar1 yatik vaziyette, siyah renkte 5-10 mm ¢apindadir. Kokler silindir bigimde
gri-siyah renkli boyuna ¢izgili, 1-3 mm ¢apindadir. Yer alt1 kisimlar1, nisasta graniilleri ve
oliozomlar1 biiylik miktarda metabolik olarak biriktirir. Rizom ekstraktlarinin
kardiyotoniksedatif, abartus ve ayn1 zamanda antioksidatif, antiinflumatuar, antimikrobiyal

aktiviteye sahip teropatik ve farmokolojik 6zellige sahip oldugu bildirilmistir [70].

2.4 Helleborus spp.’in Kimyasal Analizi

Son birkag yilda farkli Helleborus tiirleri fitokimyasal ¢alismalarin konusu haline
gelmistir. Bitki 0Oziitlerinin  biyokimyasal karakterizasyonu degerli ikincil iiretim
potansiyelleri metabolitler ve analitik gelisim nedeniyle daha hizli gergeklestirme firsati
sunmustur. Sirayla biyokimyasal icerigini desifre etmek i¢in, farkli kimyasal analiz
teknikleri kullamlmustir. Bu analitik yéntemler TLC (ince Tabaka Kromatografi), HPLC-
MS (Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi- Kiitle Spektrometresi), RPHPLC (Ters Faz-
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi), GC (Gaz Kromatografisi) ve 1D ve 2D NMR



teknikleri ile cesitli spektroskopik yontemlerden COZY (iliskili Spektroskopi), TOCSY
(Toplam Korelasyon Spektroskopisi), ROESY (Doéner Cergeve Niikleer Overhauser Etkisi
Spektroskopisi), HMQC (Heteroniikleer Coklu Kuantum Korelasyonu), HMBC
(Heteroniikleer Coklu Bag iliskisi) kullanilmustir.

Helleborus cinsinin kimyasal bilesenleri ile ilgili olarak, lipitler ve yag asitleri dahil
olmak {iizere birgok bilesik izole edilmistir [71]. 1943 yilinda Karrer ilk defa H. niger’ den
hellebrin olarak adlandirildig1 bir kardiyak glikozit izole etmistir. 1970’lerde Helleborus
tirlerinden kardiyoaktif glikozitler (hellebirin, D-glukohellebrin, steroidal saponinler,
ekdisteroidler ve a-laktomlar (proteomani)) tanimlanmustir [72]. Helleborus tiirlerininin
kokiinde (helleborin, helleborein, hellebrin (Sekil 2.4)), alkoloitler (celliamin, sprintillamin,
sprintillin), ac1t maddeler, yag, re¢ine, akotinik asit, kalsiyum fosfat, bufadienolid glikozitleri
ve steroidal saponinleri tesbit edilmistir [23, 73, 74]. Ayn1 zamanda bu tiire ait bitkilerin
yaprak ¢i¢ek ve govdesinde de helleborin, hellebrin, hellebrigenin ve helleborein maddeleri

tespit edilmistir [18].

Hellebirin yapist 1995 yilinda Muhr ve arkadaslar1 [75], 2D NMR teknigi
kullanilarak yapilmistir. En fazla H. purpurascens tiirlerinin kokleri ve rizomlarinda izole
edilen ve incelenen Helleborusun en bilinen kardiyoaktif glikozitidir [76]. 1976 yilinda
Helleborus tiirlerinden elde edilen sapogeninler iilserleri tedavi etmek i¢in ABD’den
patentlenerek tescillenmistir. Bu dogal bilesik simdiye kadar bildirilen ¢oklu bioaktiflik
araliklarini agiklayabilecek genis yapisal gesitlilige sahiptir [77].
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helleborin

Sekil 2.4. Helleborin, hellebrin, hellebrigenin kimyasal yapis1 [72, 78]

Hellebrin, desglukohellebrin, hellebrigenin, bufatetraenolid ve spirostan-tip
steroidlerin izleri H. odorus’ un kokleri ve rizomlarindan izole edilmistir. Ayrica, bu
tirlerden ilk kez B-ekdisteron ve 5B-hidroksisisteron izole edilmistir [78,79]. Buzas ve
digerlerinin (1948) bulgularina gére [80], hellebrin bir bioside’dir ki, aglikon’un iki mol
sekerle konjugasyonu teskil edilmis olup altili lakton halkasi1 bulundurur. Diglukozid
hellebrin (CssH42012)’e ayrilir. Bununda hidroklorik asit ile parcalanmasiyla 1-Rhamnose

ve hellebrigenin (C24H3206 ) meydana gelir [79].

Karrer’e gore hellebrin helleborine gore daha fazla tesirlidir. Daha 6nce helleboreinin
saf bir madde olmadigi anlasilmistir ve farmokolojik tesirlerini bildirmislerdir [81].
Hellebrigenin ve halleboretin’in ayni olup helleborein'in fermantatif ayngmasi sonucu
meydana gelmistir. Saponinglikozit helleborin (Czs Hss Os) suda erimez, kalbe tesir etmez,
drasticum ve narcoticum'dur. Helleborus glikozitleri bitkinin kurumasi ile kaybolmazlar,

ancak devamli kaynatmakla harap olurlar. Helleborus saponinleri hafif hemoliz yaparlar.

Keller ve Schobel’e gore (1928), H. viridis koklerinde bundan baska % 0,1 - 0,2
celliamin (C21HsO2N, erime noktas1 127-131 °C), sprintillamin (Czs H4s04 N, erime noktasi
228-229 °C), sprintillin (C2 Ha1 O3 N, erime noktas1 141-142 °C) ve alkaloidler (C2s Ha30s
N, erime noktas1 267-268 °C)’de bulunur) [82]. Bu bakimdan H. viridis, H. niger’den daha

zehirlidir.

H. purpurascens'den kardiyak glikozitler, polifenolik bilesikler, flavonoidler,
steroidal saponinler, alkaloidler ve helletiyoninler [83, 84], H. caucasicus’den steroidal

bilesikler, steroidal glikozitler ve steroidal sapogenler [85, 86], H. niger’den indol-asetik asit
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tirevi [87], sitokininler [88], flavonoid glikozitler ve fenolik gilikozit tiirevleri [89], H.
thibetanus’tan spirostanol siilfonat [90, 91], bufadienolidler ve hellebrigenin [92], H.
viridis’ten saponinler [93], furostanol saponinler ve kuersetin glikozitler [94], H.
foetidus’dan agil kuersetin glikozit [95], H. torquatus’ dan steroid ve bufadienolidler [96],

gibi dogal bilesiklerin izole edildigi rapor edilmistir.
¢ Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitkilerde fazlaca bulunup zararli boceklere ve hayvanlara karsi
bitkiyi korurlar. Bitkilerde bulunan fenolik asitler flovonoidler, isoflovonoidler,

tokofereoller ve tanen fenolik bilesiklerdendir [97].

% Glikozitler

Glikozitler bitkilerin gelisme donemine, iklim ve gilibreleme kosullarina gore
degisebilmektedir. Glikozitler seker ile karbonhidrat olmayan bir grubun ester baglari ile
baglanmasindan olusmus, enzim veya seyreltik asitlerin etkisiyle seker olmayan bir kisim
ile bir veya daha fazla seker molekiiliine ayrilan bilesiklerdir [98]. Baz1 glikozitlerin etkisi,
hayvanlarin sindirim sistemindeki enzimlerin bu maddeleri hidrolize etmesi sonucu ortaya

¢ikmaktadir.

2.4.1 Kardiyoaktif Glikozitler

Bitkilerde, hem monokotiledonlarda hem de angiyospermlerde Kkardiyoaktif
glikozitler kesfedilmistir. Kardiyoaktif glikozitlerin terapotik etkisi aglikonun yapisina ve
eklenen seker birimlerinin tipine ve sayisina baghdir. Iki tiir aglikon bilinmektedir bunlar;
kardenolidler (Digitalis purpurea'dan digitoksigenin - C23 bilesikleri) ve bufadienolidler (H.
niger'den hellebrigenin- C24 yapilar1)’dir (Sekil 2.5). Lakton halkasi, kardenolidlerde bes
tiyeli ve bufadienolidlerde alti tiyelidir. Kardenolidler yaygin maddeler olup, bu bilesikleri

veren birkag cinsi vardir. Bunlar Strophanthus, Convallaria ve Digitalis’dir [99].
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Sekil 2.5. Kardenolid ve bufadienolidler [100]

Bufadienolidler, Na*, K* ATPaz enzimini inhibe ederek kalbin kasilma giiciinii
arttiran 6nemli kardiyak glikozitlerdir [101]. Ayrica hayvanlara karst zehirli aktiviteler de
gosterirler [102]. Bazi bufadienolidler antineoplastik ve hiicre biiyiimesi inhibe edici

ozelliklere sahiptir [103].

2.4.2 Steroidal Saponinler

Sekonder metabolitlerden olan saponinler yiiksek molekiil agirliga sahip bir
triterpenik (30 karbonlu) veya steroidal (27 karbonlu) ¢ekirdek iizerinde seker {initeleri

tastyan, bitkisel veya marin organizmalarda bulunan aktif bilesiklerdir [104].

1976'da tlserleri tedavi etmek ve ana sapogeninleri Helleborus spp. ABD Patenti
(O.1. Bruchkdbel, 1976, Helleborus'tan ana sapogenin igeren ilag, 3,956,491 sayili ABD
Patenti) altinda kaydedilmistir. Bu dogal bilesikler sinifi, simdiye kadar bildirilen ¢oklu
biyoaktivite araliklarini agiklayabilecek genis bir yapisal gesitlilige sahiptir [77].

Steroidal saponinlerin bazilari, bagisiklik diizenleyici, antihepatotoksik, antiviral ve
antifungal aktivitelerin yanm1 sira kansere bagli aktiviteye sahiptir. Saponinler
kardiyovaskiiler, merkezi sinir ve endokrin iizerinde 6nemli etkiye sahiptir. Antimutajenik,
molusisidal, antihelmintik, kardiyovaskiiler, analjezik, antipiretik, adaptojenik, ekspektoran
ve antitussif, hipoglisemik, hipokolesterolemik, antiviral, antibakteriyel, immunostimulan,
anti-HIV, sitotoksik ve antitiimor gibi aktivitelere sahip fungisidal ve pisisidal etkinlikleri

cok iyi bilinen saponinlerin her gegen giin artan bilimsel ¢aligmalara konu olmustur [105].
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Ayni1 zamanda ilag endiistrisinde kendine etken veya yardimci madde olarak c¢ok
farkli kullanim alanlar1 bulmustur. Bitkiler aleminde saponinlerin genelde % 90’1 glikozit
formunda (saponozit) bulunmaktadir. Ornegin, tiimér inhibitérii olmalarindan dolay1 bazi
saponinler, son zamanlarda farmakolojik olarak aktif anti-tiimér molekiiller olarak hedef
durumuna gelmislerdir. Helleborus tiirlerindeki saponoidlerin furostan ve sprostan iskelet

yapida oldugu gosterilmistir (Sekil 2.6).

Cpﬁ

Furostan

S
Yy

Spirostan

A

Sekil 2.6. Helleborus spp. i¢inde bulunan saponin iskeleti [100]

2.4.3 Ekdozonlar

Polar yapiya sahip olan ekdozonlar (Sekil 2.7) terponoidler olarak siniflandirilan bitki
kokenli sterollerdir [99].

OH

Sekil 2.7. Ekdozon [100]
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Ekdisteroidlerin en biiylik konsantrasyonu bitkilerin savunma mekanizmasinda yer
alan dokularda etki gosterdigi rapor edilmistir. Boceklere karsi koruyucu etki gdsteren ve
boceklerde tiiy salgilayan hormonlarin aktivitesini bu yapilar gosterebilir. Bu nedenle
boceklerde tity dokiilmesi bozulur, gelisim durur ve bunun sonucunda mortaliteye sebep olur
[106, 107]. Fitoektisteroidlerin baslica farmokolojik 6zellikleri, adopt genetik ve
antidepressif, hepatoprotektif bagli olarak, kimyasal 6nleyici (kanserli tedavi), diyabet
kontroli, mantarlara ve bakterilere karst antimikrobiyal etki gostermesidir.
Fitodesteroidlerin, ferns, gymnosperm ve angiyospermleri temsil eden 100'den fazla karasal
bitki ailesinde meydana geldigi bildirilmistir [108]. Ekdisteroidler ayrica bocek ve kabuklu
ailelerde de bulunabilir [109]. Helleborus tiirlerinden en sik bulunan ve en iyi tiirleri 20
hidroksi ekdisondur (Sekil 2.8).

Sekil 2.8. 20 hidroksi ekdison [100]

2.4.4 Protoanemonin

Protoanemonin hidroksipenta 2,4-dienik asitin zehirli bir a-laktomudur [110].
Frohne ve ifander protoanemonini SH gruplari i¢in yiiksek dereceli ugucu ve yagli bir madde
olarak tanimlamiglardir [111]. Protoanemoninler antimikrobiyal, antibakteriyel, antifungal

ve antimutajenik etkiye sahip biyolojik aktif bilesikler olarak diisiiniilmektedir [112-116].

Bitki kurudugunda protoanemonin hava ile temasa girer ve toksik olmayan
karboksilik asite hidrolize olmayan anomonine dimerlesir (Sekil 2.9) [117]. Hem anomonin
hemde protoanemonin sakinlestirici etkisi vardir [118]. Anomonin ayrica antispazmatik

Ozellige sahiptir [119]. Anomoninler, selliilertrozinos aktivitesini inhibe eder ve insan
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melanositlerinin mMRNA ve protein seviyesini etkileyerek melanin sentezini inhibe ederler.
Bu nedenle anomoninler hipopikmentasyonu saglamak amaciyla kozmetik ajan olarakta
kullanilabilir [120]. Anomoninler indiiklenebilir nitrikoksitsentaz ifadesini diizenleyerek
nitrikoksit iiretimini inhibe edebilir [121, 122]. Bu durum antiinflamatuar etkinin nedenini

aciklar [122, 123].

H2Caq OO
[—
Protoanemonin

l DHimerizasyorn

HzoG——CH;
C-.—_-;?/C'\T_PD —0

H £ 4

H

Anemonin

Hidroliz
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J\_y\ AH
HO ﬂ/\/ /\ﬂ/
0
Sekil 2.9. Protoanemonin yikim yolu [124]

Yeni kimyasal bilesikler Helleborus spp. ve pek ¢ogunun tibbi arastirmalar igin

farmakolojik etkinliginin oldugunu ve umut verici potansiyeli oldugunu géstermistir.

2.5 Farmakolojik ve Terapotik Etki

Cesitli hayvan modellerinde ve in vitro sistemlerde Helleborus spp. ekstraktlari
kullanilarak tam veya kismi olarak farmakolojik ve terapétik etki ¢alismalar: yapilmistir. Bu
calismalarda antimutajenik, kardiyovaskiiler, analjezik, antipiretik, antiviral, antibakteriyel,

sitotoksik ve antitimor gibi etkiler gostermektedir.
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2.5.1 Antiromatizmal ve Antiinflamatuar Aktivite

Yapilan son ¢alismalar Helleborus tiirlerinin hastaliklarin yeni tedavilerinde
kullanilabilecek dogal bilesikleri igerdigini gostermistir. Bu bitkiler uzun yillardan beri
O0dem, arthritis ve Tlser gibi degisik hastaliklarin tedavisinde geleneksel tipta
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda Balkanlarda uzun yillardan beri agri kesici antiinflamatuar

ve veterinerlikte enfeksiyon hastaliklarina karsi ilag olarak kullanilmaktadir.

Tipta en fazla kullanilan H. niger Avrupadaki halk ilaci olarak geleneksel tipa gore
daha farkli alanlarda kullanilmistir. Almanya'da H. niger, menenjit, konviilziyonlar,
hidrosefali, dropsy ve kaseksi nedeniyle tiimorlerde homeopati kullanilmis ve
antroposervikal tibbinda tiimor tedavisi i¢in bir adjuvan olarak kullanilmistir [125]. Ayrica
eklem agrilarinin giderilmesinde hapsurma tozu ve emetik olarak kullanilmistir [110].
Paracelcus nigerin kurutulmus yapraklar1 ile yapilan iksiri hastalarina uzun Omiirli
yasamalar1 i¢in verdigi bilinmektedir [44]. Antibizans déneminde H. niger’in kalbi
giiclendirmek i¢in kullanildigi, bunun yanisira arterler ve sinirler iizerinde olumlu etkisi

oldugu bilinmektedir [53].

Kerek, ilk kez H. purpurascens kok ekstraktindan yapilmis olan Boicil [6] adl1 ilacin
yararlt etkisini sunmustur (V. Boici, 1977,Helleborus bitkisinden tiiretilen analjezik madde
ve bunu yapma yontemi, 4,012,505 sayili ABD Patenti). Uzun romatizmal agrilar1 tedavi
etmek i¢cin Romanya'da basariyla kullanilmistir. H. purpurascens 6zleri, myorelaksan ve kan
damarlarim diizenleyen kalic1 analjezik ve yiiksek biyolojik aktivite sergilemistir. italyan
halk hekimligi, Helleborus hipogdz organlarinin bir tozunun, sindirim, mide ve aci-tonik

yardimu olarak i¢sel kullanimini bildirmistir [126].

H. orientalis’de antiinflamatuar aktivite ve antinosiseptif aktiviteyi belirlemek i¢in
bir p-benzokinonun neden oldugu abdominal daralma testini belirlemek igin bir karragenan
ile indiiklenen arka paw 6dem modeli kullanilarak farelerde test edilmistir. H. orientalis
koklerinin etanolik ekstraktlarinin herhangi bir mide hasar1 olusturmadan antiinflamatuar
aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Hem alkol hem de sulu kok ve bitki 6zlerinin

antinosiseptif aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir [127].

H. foetidus, H. niger ve H. viridis sitmanin tedavisinde kullamilmustir [128].

Yunanistan’da dis agris1 i¢in H. cyclophyllus’u kullanilmistir. H. cyclophyllus’un
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yapraklarindan ¢ay yapilarak ses giiclenmesi i¢in kullanilmistir. italyanlarda yunanlilar gibi
H. foetidus ve H. bocconei’yi dis agrisi i¢in kullanmislardir. Tiirkiye’de H. orientalis kokleri
de ayni amag i¢in kullanilmigtir [129-131]. Karadag bolgesinde egzama, cilt kizarikigi ve
kasinti tedavisinde H. odorus kokleri kullanilmistir. Helleborus tiirlerinde kullanilan
glikozitler, alkoloidler ve speroidermlerin aktivitesinden sorumlu unsurlar olarak kabul
edilmektedir [132]. Danimarkalilar halk tibbinda epilepsi ve kanviilsiiyon tedavisinde
sakinlestirici etkisi olan Hellebor yapraklarindan ¢ay yapip kullanmislardir [133]. Italya’da
H. foetidus ve H. viridis domuz, koyun, inek katir ve esek enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilmistir. Pneumaniae’nun teshisinde bitkinin kok pargalarini kullanmiglardir. Bunun
i¢cin supkutan kesige kok pargasi ekleyip, ertesi giin kesikler siserse hayvanin hastalandigi
goriilmustiir [130, 134].

Pakistanda veteriner hekimler H. niger’in ezilmis yapraklarini antihelnitik olarak
kullanmuglardir [135]. H. foetidus ve H. viridis, Monophadnus spp. larvalarinin hemolifinde,
bitki hiicrelerine kiyasla 200 kat daha yiiksek konsantrasyonda oldugu bulunmustur. Bu
durum bu bilesigin olast bocek yirticilarina karst Monophatus larvalarii korudugu
diisiiniilmektedir. Dolayisiyla baz1 bocekler i¢in bu bitkide bulunan 6zel kimyasallarin bocek

avcilarma kars1 kullanildigida gortilmiistiir [136].

2.5.2 immiinomodiilator Aktivite

Bagisiklik sistemini etkileyen immunomodiilator maddeler bu sistem {izerinde
uyarict ve baskilayict etkiler gostermektedir [137]. Son zamanlarda non spesifik
immunomodulatorler basta kanser olmak {izere cesitli hastaliklara karsi koruyucu etkiler

gostererek mikrobiyal, sentetik ve endojen kaynakli olabilir [137, 138].

Helleborus spp.nin daha once hayvanlar {izerinde yapilan birgok calismasinda,
immiinostimiilator etki gosterdigi gozlemlenmistir. H. purpurascens'in koklerinden elde
edilen ekstraktla koyunlarda gelismis bir bagisiklik yaniti oldugu bildirilmistir [139]. Zayif
hemoliz ve spesifik olmayan savunma mekanizmalarinin hizli aktivasyonu, H. odorus kok
ve rizom ekstraktlarini farkli konsantrasyonlari, deri altina intraperitoneal ve intramiiskiiler
uygulamasinin yapildigi rapor edilmistir [140]. Helleborus ekstraktlariin bu sonuglari,
hayvanlarda non spesifik immiin yanitin1 tetikleyebilir [141].
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Helleborus spp.’nin yeni kimyasal varlik olarak siniflandirilan H. purpurascens
koklerinden ekstrakte edilen ve saflastirilan ¢oklu anyonik bilesik olan MCS-18
(makrosiklik karbon suboksit) (NCE) ve bitki kaynakli [142], Na, K-ATPaz ve SR Ca-
ATPaz'in oldukga giiglii bir inhibitorii olarak karakterize edilmistir [143, 144]. MCS-18
karmasik bir yapiya sahiptir ve son yillarda yogun bir sekilde calisilmistir. Bagisiklik
diizenleyici sitokin Interlokin-10 ve biiyiime faktdriiniin regiilasyonunu indiikleyici 6zellige

sahiptir [145].

2.5.3 Antioksidan Aktivite

Antioksidan, hedef molekiiliin oksidasyona ugramasini geciktiren veya Onleyen
giiclii bir substrattir. Antioksidanlarin fizyolojik rolii, serbest radikallerin kimyasal
reaksiyonlarinin bir sonucu olan hiicresel bilesenlerin hasarini1 engellemektir. Antioksidanlar
serbest radikal olusumunu engelleme ve serbest radikalleri siipiirme yoluyla sebep olduklari

doku hasarin1 engellerler.

Hiicresel metabolizmanin {iiriinlerinden olan ROS (reaktif oksijen tiirleri), hiicre
sinyallemesi, homeostaz ve apoptosis, konak savunma genlerinin aktivasyonu ve iyon
transport sistemlerinin mobilizasyonu gibi dnemli fonksiyonlara sahiptir. Yiiksek derecede
reaktif oksijen tiirleri, radikal ve nonradikal yapiy1 sunan molekiiller (siiperoksit anyonu
(02), hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (OH-), tekli oksijen (Oz) ) veya iyonlardir.
Bu ara maddeler, oksidatif biyokimyasal reaksiyonlar ve dis faktdrlerin bir sonucu olarak
hiicrelerde siirekli olarak olusur [146, 147]. Hiicreler normal olarak ROS hasarina karsi
kendilerini savunabilir ve bu karmasik siire¢ farkli molekiil tiplerini (enzimler, siiperoksit
dismutazlar, katalazlar, laktoperoksidazlar, glutatyon peroksidazlar ve peroksiredoksinler),
kiigiik hiicresel antioksidanlar1 (askorbik asit, tokoferol, iirik asit ve glutatyon) ve 1s1 sok
proteinlerini igerir [148]. Ornegin; katalaz ve siiperoksit dismutaz, hidrojen peroksit ve
stiperoksitin bu bilesikleri oksijen ve suya doniistiirerek zararl etkilerini iyilestirir [149].
ROS bagisiklik sistemi isleyisinde 6nemli bir role sahiptir. UV, 1s1ya maruz kalma, ilaglar,
gida {irtinleri vb. gibi stres uyaricilari, ROS seviyelerini 6nemli dlglide artirir. Bu, hiicre
yapilarinda &nemli hasar degisikliklerine yol acabilir. Ornegin; DNA lipitlerde poli-

doymamus yag asitlerinin zararlari, oksidasyonu, proteinlerdeki amino asitlerin oksidasyonu,
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ko-faktorlerin oksidasyonu ile oksidatif olarak inaktive edilmis spesifik enzimlerdir [150,
151]. Bu durum “oksidatif stres” olarak bilinir [152]. Reaktif oksijen tiirlerini regiile etme
yetenegine sahip bilesikler onemlidir. ROS'un {iretimini veya etkilerini azaltmak ig¢in
terapotik miidahale, tedavi edici miidahale, dogal veya sentetik antioksidanlarla tedaviyi
igerir. Serbest radikal aracili hastaliklarin  Onleyici miidahalesi, ROS'un gii¢li
temizleyicilerine ihtiyag duyar [153, 154]. Pek ¢ok bitki, insan viicudundaki fazla serbest
radikalleri temizlemek igin kullanilabilecek vitaminler, karotenoidler, flavonoidler gibi
onemli miktarda antioksidan igerir [155]. Dogal antioksidanlarin potansiyelini ortadan
kaldiran serbest radikaller, hastaliklar ve antioksidan tiirleri arasinda degismektedir [156].
Bitki kaynakli dogal antioksidanlar, oksidatif hasar siirecini yavaslatan bir koruma onlemi

saglarlar [157].

H. purpurascens'den bes asamali olarak saflastirilmis MCS {iriinleri, ROS iiretiminin
olasi antioksidanlar1 ve modiilatorleri olarak test edilmis ve insan polimorfoniikleer
graniilosit hiicrelerinde serbest birakilmistir. MCS-Dx fraksiyonlarindan birinin, giiglii bir
ROS temizleyicisi oldugu kanitlanmis ve antioksidan tedavide adjuvan olarak kullanilabilir
hale gelmistir [158]. Ultrafiltrasyon ile konsantre edilen basit bir sulu veya hidroalkolik
Oziitlin bile yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu kanitlanmistir. Hidrofokolik
ekstraktinin DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) inhibisyon degeri, en yiiksek antioksidan
aktivitesini % 79’nu gosterirken, konsantre sulu ekstrakt, % 73 DPPH inhibisyonu

gostermistir [159].

Arakar ve arkadaslar1 (2011), H. odorus’un kok ekstraktlarimin yiiksek bir
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir [160]. Bu arastirmacilar ayn1 zamanda
H. multifidus ve H. hercegovinus yaprak ekstraktlarinda yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigini bulmuslardir. Helleborus spp.'de bulunan ve antioksidan oldugu kanitlanan
diger bir bilesik, suda ¢oziinebilir antioksidanlar, klorpromazin ve emoksipin ile ayn1 sekilde
florid ile uyarilmig bir solunum patlamasi modiilatdrii olarak gdorev yapan bir ekdisteroid
olan 20 hidroksindir [161]. Tek basina veya sinerji iginde hareket eden 20 hidroksin

antioksidan aktiviteden sorumlu olabilir.
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2.5.4 Antimikrobiyal Aktivite

Helleborus spp.’nin hayvanlarda bulasici hastaliklari tedavi etmek igin birgok alanda
kullanilmasina ragmen, bu tiirlerin bazilarinin antimikrobiyal aktiviteleri taranmamistir. Bu
yoniiyle ilgili sadece birkag ¢alisma bulunmustur [162, 163]. H. bocconei kok ekstraktlarinin
solunum yolu enfeksiyonlarina neden olan mikroorgnizma suslarina (Haemophilus
influenzae ATCC 49247, Moraxella catarrhalis ATCC 25238, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Streptococcus pneumoniae ATCC
49619, Escherichia coli ATCC 25922, ve Stenotrophomonas maltophilia ATCC 13637),
kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi tesbit edilmistir. Bunlar kok metanolik ekstrakti ve
bufadienolid fraksiyonu, Moraxella catarrhalis'e (0.2, 0.1) ve Streptococcus pneumonia'ya
(0.4, 0.1) kars1 en diisiik MIK degerlerini (100 pg/ ml) gdstermistir [162]. Ayrica bilimsel
olarak H. orien:alis ekstraktlarinin Staphylococcus aurens’a karsi polimiksin B kadar
antibakteriyel etkiye sahip oldugu belirlenmistir [20, 21]. Iran bitkisel bitki ilacin1 kullanan
H. niger’in metanolik ekstraktinin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri incelenmis ve
Candida albicans ve Candida utilis’e kars1 antifungal etki gosterdigi bildirilmistir [164].
[ran halk tibbinda kullanilan H. niger’in kok metanolik ekstrakti, klotrimazol direngli
Candida albicans’a kars1 antikandidal aktivite gostermistir [ 165]. H. purparances koklerinin
domuzlarda ve koyunlardaki enfeksiyon hastaliklarinda kronik agiz hastaliklarinda
transkutan6z implantasyon olarak kullanilan antiinsiilinasyon ve antibakteriyel etkilerine
dayanarak tedaviler yapilmistir [141, 166 ]. Sicilya’da H. bacconei kokleri pneumaniae
teshisi iginde kullanilmustir [167, 168].

2.5.5 Sitotoksisite ve Antikanser Ozellikler

Helleborus tiirlerinin toksisitesi oldugu diistiniilsede yanlis doz kullanilmasindan
kaynaklanmistir. Helleborusun birgok tiirii igerdigi kimyasal bilesikler ile kanser
inhibisyonu ve sitotoksisitede basarili sonuglar vermistir. Ayni zamanda bu tiirler antikanser

ilaglar1 igin potansiyel kaynaklar olarak goriilmektedir [169].

Helleborustaki toksisite kardiyaksteroidlerin aklikonlar1 tarafindan belirlenir. Fakat

a-laktom olan protoanemoni ve kardiyoaktif steroidlerde toksik bir birlesiktir. Kardiyoaktif
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steroidlerin yol actig1 zehirlenmede Oncelikle ciddi gastrointestinal lokalizasyon, kusma,
diare ve tahris goriiliir [170, 171]. Proteanomin ile zehirlenme ¢ogunlukta hayvanlarda
ortaya ¢ikar ve kusma ile baslar. Bunu siddetli karin agris1 takip eder. Bu durum sindirim
sistemi ve idrara etki eder. Agir zehirlenmelerde renkli ishal, idrarda koyulagma, yliriiyiis
bozukluklar1 ve bas donmesi goriiliir [172, 173]. Pretoanomin SH gruplar igerir ve
enzimlerin inaktivasyonuna sebep oldugu igin toksik etkiye sahiptir. Merkezi sinir sistemi
tizerine akut toksisite etkileri hemodinamik degisikliklerden kaynaklanmayan laterji,
konfiizyon ve giigsiizliik i¢erir. Helleborus zehirlenmelerine bagli kronik toksisiteyi teshis
etme ve Kkesinlestirme zordur. Bu anoroksi kilo kaybi, noropsikiyatrik rahatsizlik,
(uyusukluk, bas agrisi, kafa karigikligi vb.) gérme bozukluklari ile belirlenebilir. Buna
kardiyak bulgular arasindaki kalp ritim bozukluguda eklenebilir [170].

H. cyclophyllus ekstraktinin sitotoksik etki gostermedigi, ancak antitiimoral
potansiyele sahip oldugu kanitlanmstir. Bir baska tiir olan H. caucasicus sitotoksik aktivite
gostermistir. Kok ve rizomun alkollii ekstraktlari insan akciger kanserine (A-549), insan
kolorektal kanserine (DLD-1) ve normal deri fibroblastlarina (WS1) kars1 test edilmis ve
bunlarin sitotoksik dozunun oldukga diisiik oldugu bildirilmistir (0.002 pg / ml) [66].

H. bocconei intermedius koklerinden elde edilen ekstraktlar fare C6 glioma
hiicrelerine kars sitotoksik etki gdstermistir. Ug izole bilesik olan, hidrolize bir helleborosid
B, bir furospirostanol saponin ve polipodin B, hiicre biiyiimesinin % 60-70 inhibisyonunu
kaybeden 6nemli sitotoksik aktivite gostermistir [174]. Benzer bir ¢alismada, H. odorus, H.
multifidus ve H. hercegovinus'un kok ekstraktlari, aym tiirtin lenfoma hiicre dizilerinin
biiylimesini inhibe etmede yaprak ekstraktindan daha verimli oldugu kanitlanmistir. En
giiclii antiproliferatif aktivite, H. multifidus ve H. hercegovinus'un kok ekstraktlar1 i¢in %
50,14 ve % 49,04'lik lenfoma hiicre ¢izgileri biiyiimesini inhibe etmistir [160].
Hellebosaponin C, spirostanol glikozit ve H. orientalis'in rizomlarindan izole edilen bir
baska iki furostanol glikozit, insan oral skuamoz hiicre karsinomasina karsi orta diizeyde bir
sitotoksik aktivite sergiledigi gosterilmistir [10, 175]. H. thibetanus'un rizomlannda bulunan
iki yeni bufadienolid (tigencaoside A, B), insan kanser hiicrelerine karsi sitotoksik aktivite
acisindan test edilmistir. Testte edilen hiicre ¢izgileri lizerindeki tigencaside A'nin inhibitor
konsantrasyonlarinin degerleri 105,23- 253,12 pg/ml arasinda degistigi ve tigencaside B
degerlerinin de 56,54-86,45 pg/ml arasinda oldugu bulunmustur [90]. H. purpurascens sulu
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ekstrakt1 ve H. purpurascens hidroalkoloik extraktinin potansiyel sitostatik ve sitotoksik
etkileri yakin zamanda Vochita ve arkadaslar1 (2011) tarafindan degerlendirilmistir [176].
Toplam ve pargalanmis polifenolik bilesikler, H. purpurascens’in koklerinden ve
rizomlarindan ekstrakte edilmis ve HeLa kanserli hiicreler {izerinde test edilmistir. 0,45
mikron HFE'nin mikrofiltrati, 30,000°da ilk ultrafiltratin nifuzu, 10.000’da ikinci ultrafiltrat
konsantresi, 10.000’de ikinci ultrafiltratin niifuzu olarak test edilen biyopreparasyonlar %
90'1n tlizerinde degerler ile ¢ok giiclii bir sitostatik etki gdstermistir. Toplam sulu ekstrakt,
30,000°de birinci ultrafiltratin niifuzu, 3.000’de tgiincii ultrafiltratin konsantresi, 3.000’de
ticlincii ultrafiltratin niifuzu gibi diger biyopreparasyonlar, timor hiicresinin % 59,46 ve %
67,80 arasindaki inhibisyonunu indiiklemistir. H. purpurascens'te bulunan peptid smnifi
timor terapisinde potansiyel immiinotoksinler olarak onerilen tiyoninlerin sitotoksisitesi,
potansiyel bir uygulamanin gelismesine yol a¢mistir. Bu uygulamalar ile antitimor
tedavisinin desteklemesi beklenen tiimdre 6zgii antikorlarla tiyoninlerin hedeflenmesi

saglanmistir [53].

Kerek (2010) tarafindan, hellethioninlerin antikanser 6zellikleri bildirilmistir [177].
Tek basina veya birbirine bagli olarak hareket eden hellethioninler, farkli kanser hiicre
dizilerinde proliferasyonu inhibe etmislerdir. Hellethionin C, ¢ok diisiik konsantrasyonda (2
ug / ml), MFC-7 hiicre ¢izgisinde proliferasyonun net bir sekilde 6nlenmesine neden olur.
Hellethionin C ve hellethionin D, 100 pg / ml'lik bir konsantrasyonda, kolon kanseri hiicre
cizgi kiltird 205’1, giiglii bir sekilde inhibe etmektedir. 100 pg/ml'de MCS-18 ile
kombinasyon halinde 50 pg/ml olan Hellethionin C, % 66 ile kolon kanseri hiicre ¢izgi
kiiltiirti 205'in biiytimesini engeller. 100 pg / ml konsantrasyonda helletionin B, hellethionin
C ve hellethionin D'nin bir karisim1 da bir akciger karsinom hiicre hattinin (% 50)
biiyiimesini engelleyebilmistir. Yakin zamanda kaydedilmis bir baska patentte, hellebrin,
hellebrigenin ve sentetik organik kimyadan baslayarak yeni kardiyak steroidlerin elde
edilmesi i¢in yontemleri tarif etmektedir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda 21 yeni hellebrin ve
hellebrigenin tiirevleri genel toksisite ile sitotoksik aktiviteyi azaltmistir. Bu bilesikler, in
vitro sitotoksisite testlerinde alt1 insan kanseri hiicre hattina karsi test edilmis ve bu
bilesiklerin bircogu, nanomolar aralikta inhibisyon konsantrasyon degerleri ile ¢ok giiglii in
Vitro antitiimor aktivite géstermistir. Bu ylizden bu bilesikler kanser tedavisi igin ilag olarak
onerilmistir. Kansere karsi potansiyel bilesik seciciligini arastirmak i¢in iki normal

fibroblast hiicre ¢izgisi kullanmiglardir [178]. Hellebrin ve hellebrigenin tiirevlerine karsi
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seciciligini isaret etmistir. Cok degerli kimyasal bilesiklere sahip olan Helleborus spp.'nin
genis bir farmakolojik ajan ve biyoaktif molekiiller i¢in potansiyel havuzlar oldugunu
gostermistir. Bir DNA dengesizlestirme riski elde etmek i¢in H. niger’in sulu ekstraktlar
test edilmistir. DNA hasarini tespit etmek i¢in Kardes Kromatit Degisim testi kullanilmistir.
Sonug olarak H. niger sulu ekstraktinin immiinmodiilatér 6zelliklere sahip oldugunu ve
DNA dengesizlesmesinin hafif etkilerini gosterdiklerini ve insan periferal kan mononiikler
hiicreleri tizerinde bir mutajenik etkiye sahip olabilecegini bulmuslardir. Ayrica, 16semi
hiicreleri tizerindeki sitotoksik ve apoptoza neden olan etkiler de tanimlanmistir [179]. H.
niger ekstraktlar1 hematolojik maligniteleri igeren in vitro testler i¢in kullanilmistir. Hiicre
cogalmasinin engellenmesi, mitokondriyal yol ve kaspaz-3 islemi yoluyla spesifik apoptoz
indiiksiyonundan kaynaklandig: bildirilmistir. Lenfoma, 16semi ve melanom hiicrelerinde
apoptoz indiiksiyonu gozlenmistir. Bir lenfoma hiicre hattina 0,75 mg/ml H. niger 6zii
konsantrasyonu eklendiginde, proliferasyon oraninin % 96,5'ne kadar bir inhibisyon
gosterdigi bildirilmistir. Lenfoma hiicre kiiltiirine bir sitostatik ila¢ olan vinkristin
eklendiginde de birbirine bagl etkiler gozlenmistir. Melonom hattindaki apoptoz Bcl-2
proteinin asir1 ekspresyonu ile iliskili olsa da, H. niger ekstraktina karsi duyarlilik
kaydedilmistir [8]. H. niger’ in geleneksel kullanimlar disinda kanser, 16semi, lenfoma gibi
hastaliklarda tedavi edici 6zelligini arastirmislardir. Bunun i¢in suda ¢oziilmiis Noel Giilii
ekstrakti insanlardan alinan gesitli kanser hiicrelerine verilmis ve Noel Giili ekstesinin
saglikli hiicrelere dokunmadan kanserli hiicrelere niifuz ederek bu hiicrelerin kendi

kendilerini imha etmesine yol ac¢tig1 goriilmiistiir.

Danakiran (H. orientalis), erken ilkbaharda merada otun bol olmadigi zamanda geng
hayvanlar tarafindan yanlislikla tiiketilerek, kiigiik ve biiyilkbas hayvanlarda agir
zehirlenmelere yol agmaktadir. H. foetidus’un kokleri vajinaya uygulanarak diisiik olusmasi

saglanmustir [180]. H. foetidus anti-bocek ve zehirli aktivite gostermistir [5].
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2.5.6 Mikropropagasyon ve Genetik Doniisiim

Son zamanlarda Helleborlar1 in vitro yetistirip bunlar1 incelemek ve 6zelliklerini
kullanmak, yeni yontemler bulmak i¢in daha kolay olmustur. Mikropropagasyon, kallus
kiiltiirti, hiicre siispansiyonu kiiltiri veya somaklonal varyasyondan olusan in vitro
teknikler, sekonder metabolitlerin {iretimini artirabilir. Generatif ¢ogaltim siirhdir, ¢linkii
tohumlar ana bitkilerden yayildiktan sonra birka¢ ay filizlendirmek gerekir. H. niger
tohumlari, ilkel embriyolar ile 1sinma ve iireme dongiileri ile pargalanabilen derin, basit,
morfo-fizyolojik bir uyusukluga sahiptir [181]. Smulders ve Klerk (2011), ayn1 kaynaga
sahip 4 farkli Helleborus ¢esitinin, yeni alt kiiltiirler sirasinda yeni g¢esitlerin iiretiminde ve
yeni kimyasal bilesiklerin sentezlenmesinde kullanilabilecek bir 6zellik olarak
degistirilmedigini bildirmislerdir [182]. Bu yeni Onemli kimyasallarin izolasyonu ve
tanimlanmasindan sonra, bu potansiyeli kullanmanin bir sonraki adimi, molekiiler tarim
olacag1 gosterilmistir. Yeni 6zelliklere sahip genetik olarak yapilandirilmis bitkiler, bocek
saldirisina ve geligsmis yabanci ot kontroliine kars1 ekstra direng gosterebilir veya biiyiik
miktarda farmasoétik olarak aktif bilesik tliretebilir. Bilgisayar tabanli analiz, dogal iiriinlerin,
kombinatoryal sentez i¢in sistematik olarak kullanilabilen, molekiiler ¢ergevelerin ve
iskelelerin dikkate deger yapisal cesitliligini sergiledigini ortaya koymustur. Dogal {iriinler,
benzersiz molekiiler gerceveler ve arzu edilen ilag benzeri 6zelliklerden olusan zengin bir
havuz sunar ve bunlar1 molekiiler tasarim ac¢isindan ideal baslangi¢c noktalar1 haline getirir
[183]. Hedeflenen ilacin koklerde yer aldigi ve tohumlarin ¢imlenme oraninin diigiik oldugu,
Helleborus gibi bitkiler s6z konusu oldugunda, siirdiiriilebilir gogaltmanin daha iyi bir

secenek olabilecegi diisiiniilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 H. orientalis Temini

Calismada kullanilan bitki materyali 6rnekleri (Resim 3.1), 10 Nisan 2017 tarihinde
Giresun Piraziz civarinda (Enlem 40.924°- Boylam 38.128°- Yiikseklik 290 m) (Bkz Harita
3.1) [184] Usak Universitesi Saglik Meslek Yiiksek Okulu Dr. Ogretim Uyesi Ibrahim
Bulduk tarafindan temin edilerek, Afyon Kocatepe Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalinda Prof. Dr. Mustafa Kargioglu tarafindan
teshis edilmistir. Herbaryum adi ve kayit numarast AKU-9324’dur.

Harita 3.1. Calismada kullanilan bitki materyali 6rneklerinin toplandigi bolge
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Resim 3.1. H. orientalis bitkisinin (a; govde b; yaprak ve ¢igek, c; kok) kisimlari

3.1.2 Mikrobiyolojik Calismalarda Kullamlan Suslar

Antimikrobiyal aktivite caligmalar1 i¢in kullanilan bakteri ve maya suslar
(Streptococcus faecalis, Listeria monocytogenes ATCC 1911, Klebsiella pneumoniae
NRLLB 4420, Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 51299, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
ve Candida glabrata) Usak Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksek Okulu kiiltiir

koleksiyonundan temin edilmistir.

3.1.3 Calismalarda Kullanmilan Besiyerleri

Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck)

Et inflizyonu 2,0 g/L
Kazein hidrolizati 17,5¢g/L
Nisasta 1,5¢9/L
Agar 13,0 g/L.
Distile su 1000 mL

Otoklavda 121° C’de 15 dakika steril edildikten sonra antimikrobiyal aktivite analizi

icin kullanilmustir.
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Nutrient Broth (NB) (Merck)

Etli pepton 5,0 gr/L
Et 6zii 3,0 gr/L
Distile su 1000 mL

Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra minimum inhibisyon

konsantrasyonunu belirlemek i¢in ve antimikrobiyal aktivite i¢in kullanilmustir.

Nutrient Agar (NA) Merck

Etli pepton 5,0 gr/L
Et 6zii 3,0 gr/l
Agar 5,0 gr/L
Distile su 1000 mL

Otoklavda 121° C’de 15 dakika steril edildikten sonra antimikrobiyal aktivite analizi

i¢cin kullanilmustir.

3.1.4 Calismalarda Kullanilan Cozeltiler

% Ekstraksiyon Islemi icin Hazirlanan Cozelti

700 mL saf metanol igerisine 300 mL deiyonize su eklenip ¢6ziindiiriilerek %70'lik metanol

hazirlanmustir.

< Toplam Fenolik Iceriginin Belirlenmesi i¢in Kullanilan Cozeltiler

100 mg gallik asit tartilarak 100 mL metanol iginde 1000 ppm'lik gallik asit standart
cozeltisi hazirlanarak toplam fenolik madde miktar1 tayininde standart egrinin
olusturulmasinda kullanilmustir. 7,5 gr sodyum karbonat 1 L distile su i¢inde ¢6ziindiirtilerek

sodyum karbonat soliisyonu hazirlanmistir.
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< Toplam Flavonoid I¢eriginin Belirlenmesi icin Kullanihan Cozeltiler

100 mg kuersetin tartilip 100 mL metanol ile seyreltilerek kuersetin standarti
hazirlanarak toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi i¢in standart egrinin olusturulmasinda

kullanilmustir.

5 gr NaNO:z tartilip 100 mL distile su i¢inde ¢oziindiiriilerek, % 5°lik sodyum nitrit
(NaNOz2) ¢ozeltisi hazirlanmigtir. 100 mL distile su igine 4 gr NaOH eklenerek sodyum
hidroksit ¢ozeltisi hazirlanmistir. 10 gr AICIs tartilip 100 mL distile suya tamamlanarak %
10 aliiminyun kloriir ¢ozeltisi hazirlanmigtir. % 5 NaNO2, NaOH ¢ozeltisi ve % 10 AICl3

toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi deneyinde kullanilmistir.

+ Fenolik Asitlerin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC) Analizi

1000 mL distile suyun icerisine 200 pL trifloroasetik asit eklenip karistirilarak Mobil
faz A soliisyonu hazirlanmistir. 1000 mL metanol icerisine 200 uL trifloroasetik asit eklenip

karistirtlarak Mobil faz B soliisyonu hazirlanmistir.

< Commet Assay ile DNA Uzerine Etkisi icin Hazirlanan Cézeltiler
e 9% 1'lik NMA (Normal Erime Agoroz)

NMA 0,02 gr/L
1X PBS 2 mL

0,02 gr NMA tartilarak 1X PBS ile bir cam tiip icerisinde berraklasincaya kadar
kaynatildiktan sonra 50-60 °C’ye kadar sogumasi beklenmistir. Bu sirada lamlar 50 °C*de
tutulmustur. Rodajli slaytlar 50 °C’ye ayarlanmis hotplate’in tizerine yerlestirilmistir. NMA
cozeltisinin sicakligr ile lamlarin sicakligmin esit olmasi saglanmistir. Ardindan NMA
lamlara 90-100 pl (45°1ik ag1 ile bir lam ile siirme preparat seklinde) olacak sekilde yayilarak

comet deneyinde kullanilmustir.

e 90 0,8’lik LMA (Diisiik Erime Agaroz)
LMA 0,016 gr
1X PBS 2 mL
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0.016 gr LMA tartilarak 1X PBS ile bir cam tiip icerisinde berraklasincaya kadar
kaynatildiktan sonra 37 °C’ye kadar sogumasi beklenmistir. Daha sonra lamlara yayilma

islemi yapilarak comet deneyinde kullanilmistir.

e 10X PBS (Fosfat Buffer Soliisyonu)

Cizelge 3.1. 10X PBS igerisinde bulunan kimyasal maddeler

Kimyasal icerik 50 mL
NaCl (Sodyum klortir) 4gr
KCI (Potasyum klortir) 0,1gr
H,KPO4P (Potasyum fosfat monobazik) 0,1gr
HNa,O4P (Disodyum hidrojen fosfat) 0,575 gr
CsH1:NO3.HCI, MV=157,6 (Trizma hidrokloriir) 169r

Maddeler bir miktar distile su igerisinde ¢oziilerek 50 mL'ye tamamlandiktan sonra
pH 7,4 ayarlanmistir. Calismada 1X PBS kullanilmis olup her calismadan 6nce 1X’lik
¢ozelti taze olarak hazirlanmigtir (ImL stok PBS +9 mL dH20 ).

e Hidrojen Peroksit (H202) Cozeltisi
102 pL H202, 9898 pL 1X PBS ile 0,1 M 10 mL’lik ¢6zelti hazirlanmistir. Bu

soliisyondan 200 pL alinip 9800 puL 1X PBS ile 200 uM 10 mL’lik ¢ozelti hazirlanmustir.
Bu ¢ozeltiden de 200 pL alinip 800uL 1X PBS ile 40 uM’lik H202 ¢ozeltisi hazirlanmastir.

e Lizis Cozeltisi

Cizelge 3.2. Lizis ¢ozeltisi i¢in gerekli kimyasallar

Kimyasal igerik 150 mL
2,5M NaCl 22,05 gr

100 mM EDTA (Disodyum etilendiamin tetraasetat dihidrat) 5,58 gr
C10H14N2Na203.2H20

10 mM trizmabase 0,18 gr
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Madddeler tartilip bir miktar distile su igerisinde ¢dziindiiriilerek hacim 150 mL'ye
tamamlanmistir. Lizis soliisyonu hiicre ve ¢ekirdek zarini eriterek DNA sarmallarinin agaroz

icinde serbest kalmasini saglamak amaciyla kullanilmustir.

e [Elektroforez Tampon Cozeltisi

Cizelge 3.3. Elektroforez tampon ¢ozeltisi i¢in gerekli kimyasal maddeler

Kimyasal igerik 1200 mL
Soguk distile su 1000 mL
300Mm NaOH (Sodyum hidroksit) 14,4 gr

1Mm EDTA (Disodyum etilendiamin tetraasetat dihidrat) 0,432 gr

C1oH14N2Na20g.2H,0, MW=372,24

1000 mL soguk distile suyun tizerine 14,4 gr NaOH ilave edilmistir. NaOH tamamen
¢oziindiikten sonra 0,432 gr EDTA eklenmistir. EDTA’da tamamen ¢oziindiikten sonra pH>
13 ayarlanarak son hacim 1200 mL'ye tamamlanmis olup elektroforez tampon ¢ozeltisi

hazirlanmistir. DNA’larin bu tampon ¢ozelti igerisinde yiiriitiilmesi isleminde kullanilmistir.

e Notralizasyon Tampon Cozeltisi

Cizelge 3.4. Notralizasyon tampon ¢ozeltisi igin gerekli kimyasal maddeler

Kimyasal igerik 1000 mL
Distile su 800 mL
NH,C(CH,OH); MW=121,14 Trizmabase 48,5 gr

Trizmabase 800 mL’de suda ¢oziindiiriildiikten sonra pH 7,5’e (HCI seyreltilmeden
yaklasik 30 mL ilave edilmis) ayarlanarak son hacim 1000 mL'ye tamamlanmistir. Alkali
tampon ¢ozeltisini  slaytlardan uzaklastirmak i¢in slaytlar1 yikama amacli olarak

notralizasyon tamponu kullanilmistir [185-188].
e Boyama soliisyonu
Stok olarak 10 mg etidyum bromiir 50 mL distile su i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir. +4 °C’de

saklanan ¢o6zelti aliminyum folyo ile kapatilmigtir. Calisma soliisyonu olarak 1 mL stok

etidyum bromiirden alinip tizerine 9 mL distile su ilave edilerek ¢ozdiriilmistiir.

30



Aliminyum folyo ile kapatilip oda sicakliginda saklanmistir. Floresan boya olan etidyum

bromiir lamlarin tizerine damlatilarak DNA boyama islemi i¢in kullanilmustir [189].

3.1.5 Cihazlar

Cizelge 3.5. Cihazlar, marka ve modelleri

Cihaz

Marka model

Ulturasonik Su Banyosu

Santrifiij

UV-Spektrofotometre

Etiv

Vortex

FTIR
LC-Mass
HPLC
Hassas terazi
Hotplate
Elektroforez
Mikroskop
Orbital calkalayici
ICP-MS

Elisa

Wisebath marka
Awel MF20-F20

Shimadzu marka, UV-100 240V model
Heating Incubator marka, DHP-9052 model
Scilogex marka, MX-S model

Perkin elmer marka; Spectrum two model
Agilent marka;6460 TripleQuad model
Agilent marka; Infinity model

Mettler Toledo marka; ME203 model
Prowhite marka

Cleaver marka (CSL-COM20)
Bap/TAM/F

Biosan (ES-20)

Thermo (icap Q)

Termo Scientific
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3.2 YONTEM

3.2.1 Bitki Materyalinin Tiir Tayini

Tiirkiye’deki yaygin adi ¢opleme olan H. orientalis (Ranunculaceae), Giresun
Piraziz civarinda (Enlem 40.924°- Boylam 38.128°- Yiikseklik 290 m) tepelik alanlarin
caliliklarinda yetismistir. Bu bitki Usak Universitesi Saglik Meslek Yiiksek Okulu Dr.
Ogretim Uyesi ibrahim Bulduk tarafindan 10.04.2017 tarihinde temin edilmistir. Bitkinin
teshisi Afyon Kocatepe Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dalinda Prof. Dr. Mustafa Kargioglu tarafindan “Tiirkiye ve Dogu Ege Adalar1
Floras1” adli eserinden [190, 191] faydalanilarak, 12.04.2017 tarihinde teshis edilmistir.
Tiirk¢e isminin belirlenmesinde, “Tiirkiye Bitkiler Listesi (Damarli Bitkiler)” adli esere

[192] bakilmistir. Herbaryum ad1 ve kayit numarast AKU-9324"dur.

3.2.2 Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon

Bitki kisimlar1 37+2 °C’de sterilizator iginde kurutulduktan sonra ogiitiilerek
ekstraksiyon isleminde kullanilmistir. Kurutulan kisimlar ayr1 ayri L'er gr tartilip iizerlerine
30 mL ¢oziicii (% 70’lik metanol) ilave edilmistir. Hazirlanan bu 6rnekler oda sicakliginda
30 dk siire ile Wisebath marka 50 kHz frekansli ultrasonik banyoda ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir. Ekstraktlar beyaz bant siizge¢ kagidi (MN 617 @ 110 mm) ile filtre

edilerek (Resim 3.2) biyokimyasal analizler i¢in kullanilmistir.

Resim 3.2. Ultrasonik su banyosunda metanol ile bitki ekstrakti
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+ Cimlenme Calismalarinda Kullanilan Ekstraktlar

Cimlenme ¢alismalar1 Ozdemir’in (2007) agikladig metoda gére yapilmistir [193].
H. orientalis bitkisinin kdk kismi kurutularak 6giitiildiikten sonra ayri ayri erlenmayerlere
0,1, 0,5, 1 ve 2 gr tartip lzelerine 10 mL distile su ve 10 mL etanol ilave edilip
¢cOzdiriilmiistiir. Orbital calkalayicida 120 rpm'de 24 saat c¢alkalandiktan sonra filtre
kagidindan siiziilerek kati artiklar uzaklagtirllmistir. Daha sonra santrifiijlde 5000 rpm
hizinda 15 dakika dondiiriilerek kat1 artiklardan tamamen ayristirilmistir. % 1, % 5, % 10, %
20 oraninda ekstraktlar elde edilmistir (Resim 3.3).

%20 %10 °4 e 20

etanol ekstrakt: su ekstrakty

Resim 3.3. % 1, % 5, % 10, % 20 oraninda etanol ve su ekstraktlari

3.2.3 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrometre (FTIR) Analizi

H. orientalis metanol ekstratinda bulunan fonksiyonel gruplari, (yapidaki baglarin
durumunu, muhtemel baglanma yerleri ve yapinin aromatik yada alifatik olup olmadigini
vb.) belirlemek igin uygulanmistir. Hazirlanan metanol ekstraktlart cam petri kaplarina
dokiilerek ¢eker ocakta ugurularak, etiivde 80 °C’de 2 saat kurumaya birakildiktan sonra
kazima islemi yapilmistir. Elde edilen numuneler Perkin Elmer marka Lambda 35 model
FTIR cihaz ile (Resim 3.4) spektrumlar1 alinmistir. FTIR spektrumlar1 frekans bolgeleri
3500-500 cm ! olarak alinmigtir (EK 1) [194].
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Resim 3.4. Fourier dontistimlii kizil6tesi spektrometre cihazi (FTIR)

3.2.4 Sivi Kromatografi Kiitle Spektrometresi (LC-MS) Analizi

H. orientalis bitkisinin yapisindaki bilinmeyen maddeleri belirlemek igin
uygulanmistir. Hazirlanan metanol ekstraktlari, program (massinter) enjeksiyon hacmi 10
uL ayarlanarak, agilent eclipse plus C18 marka 6460 kiitle dedektorii ile jetstream
iyonlagtirma teknigi kullanilarak 325 “C’de iyonlagma sicakliginda mobil faz A % 20
asetonitril ve mobil faz B % 0,1 formik asit iceren % 80'lik distile su hazirlanarak Triple

Quadropole LC-Mass cihaz ile analiz edilmistir [86]. Ayirma islemi Infiniti 1200 model
UPLC cihazi ile yapilmistir (Resim 3.5).

F

(W

Resim 3.5. LC-MS cihaz1
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3.2.5 Antioksidan Aktivite Tayini

3.2.5.1 Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Ham ekstraktin toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu yontemine gore
belirlenmistir [195]. Oncelikle kalibrasyon tablosu olusturmak icin 100 mg gallik asit
tartilarak bir miktar metanol ig¢inde ¢oziindiiriilmiis ve hacim 100 mL'ye metanol ile
tamamlanarak 1000 ppm'lik gallik asit stok standart ¢6zeltisi hazirlanmigtir. Stok standart
soliisyondan 50, 100, 150, 200, 250 ppm'lik gallik asit ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra UV-
Vis spektrofotometre cihazinda 765 nm’de absorbans degerleri belirlenerek elde edilen

veriler kalibrasyon egrisinin ¢iziminde kullanilmistir.

Ekstraktlardaki fenolik madde miktarini belirlemek igin 10 mL’lik deney tiiplerine
1000 puL metanolik bitki ekstrakti, 500 uL folin ciocalteu regant solusyonu, 4,5 mL
deiyonize su, 4 mL sodyum karbonat soliisyonu eklenerek 30 dk 40 °C sicaklikta inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda UV-Vis spektrofotometre cihazinda 765 nm’de
absorbanslar1 okunarak toplam fenolik madde miktarlar1 gallik asitle ¢izilen kalibrasyon
egrisinden yaralanilarak mg gallik aside esdeger olacak sekilde hesaplanmistir. Calismalar

3 defa tekrarlanmustir.

Resim 3.6. UV-Vis spektrofotometre cihazi
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3.2.5.2 Toplam Flavonoid Madde Miktar Tayini

Ham ekstraktin toplam flavonoid igerigi Aliminyum Kloriir Kolorimetrik yontemi
ile belirlenmistir [196]. Toplam flavonoid miktarinin belirlenmesi i¢in standart egri
hazirlanmistir. Bunun igin metanol igerisinde 50, 100, 150, 200, 250 ppm'lik kuersetin
standart soliisyonlar1 hazirlanarak UV-Vis spektrofotometre cihazinda 510 nm dalga
boyunda standart ¢ozeltilerin absorbans degerleri belirlenerek, elde edilen veriler
kalibrasyon egrisinin ¢iziminde kullanilmistir. 1000 pL metanol ekstrakti iizerine 4 mL saf
su ve 0,3 mL % 5’lik sodyum nitrit eklenerek ¢ozelti karistirilmistir. 6 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra 0,3 mL % 10’luk aliminyum kloriir soliisyonu ile 4 mL 1
mol/ L sodyum hidroksit ¢ozeltisi ilave edilerek, karisimin son hacmi saf su ile 10 mL' ye
tamamlanmistir. 15 dk bekleme siiresi sonunda absorbans degeri UV-Vis spektrofotometre
cihazinda 510 nm' de Slgiilerek kuersetin ile ¢izilen kalibrasyon egrisinden yaralanilarak mg

kuersetin esdeger olacak sekilde hesaplanmistir. Caligmalar 3 defa tekrarlanmustir.

3.2.5.3 Total Oksidan Seviyesi (TOS)

Bitki ekstraktinin total oksidan seviyelerinin dl¢iilmesinde Rel Assay RL0024 Kiti
kullanilmistir. Comet assay DNA hasar1 ¢alismasi yaparken siipernatantlar ependorflara
almarak -20 ‘C’de muhafaza edilmis olup bu ¢alisma i¢in kullanilmistir. Kalibrasyon egrisini
cizebilmek i¢in standartlar hazirlanmistir. 10 um standarttan 100 pL alip 100 pL distile su
ile seyreltilip vortekslenmistir. 200 pL 5 pm karisim elde edilmistir. Bu karisimdan 100 pL
alip 100 pL distile su ile seyreltilip vortekslenmistir. Bu 2,5 um karisimdan 100 pL alip 100
uL distile su ile seyreltilip vortekslenmistir. Bu islem 1,25 ve 0,0625e kadar seyreltilerek
standart ¢cozeltiler hazirlanmistir. 96 kuyucuklu playtlere 6nce 37,5 puL standart ¢dzelti sonra
sirasiyla 37,5 uL numunelerden konulmustur. Uzerlerine 250 uL R1 (reagent 1) eklenmistir.
530 nm’de ilk absorbans okumasi ElisaTermo Scientific cihazinda (Resim 3.7) 6lgiimleri
yapilmistir. {lk okumadan sonra 12,5 pL R2 (reagent 2) eklenip 37 C’de 5 dk etiivde
bekletilmistir. Bu islemlerin ardindan tekrar 530 nm’de okuma yapilmistir [197]. Calismalar
3 defa tekrarlanmustir.

TOS hesaplanmasi asagidaki gibi yapilmistir

Orneklerin A abs. = 2. Okuma - 1. okuma;
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Standartin A abs. = 2. okuma - 1. okuma
TOS = (6rneklerin A abs / standart A abs) *10 pmol /

Resim 3.7. Elisa cihaz1

3.2.5.4. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Rel Assay Diagnostic, RLO017 Kkiti kullanilarak total antioksidan seviyesi
belirlenmigstir. Comet assay DNA hasar1 ¢aligmasi yaparken siipernatantlar ependorflara
almarak -20 'C’de muhafaza edilmistir ve bu calisma icin kullanilmistir. Kitin ¢alisma
prensibi ABTS radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak koyu mavi-yesil renk
olusumunu arttirmaktadir. Ancak 6rneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarini
bastirarak renk olusumunu durduracaktir. 10 pm standarttan 100 pL alip 100 pL distile su
ile seyreltilip vortekslenmistir. 5 pm karigim elde edilip bu karisimdan 100 pL alip 100 pL
distile su ile seyreltilip vortekslenmistir. 2,5 um bu karigimdan 100 pL alip 100 pL distile
su ile seyreltilip vortekslenmistir. Bu iglem 1,25°lik konsantrasyona kadar devam etmistir.
96 kuyucuklu playtlere 6nce 15 pL standart ¢ozelti sonra sirasiyla 15 pl. numunelerden
konulmustur. Uzerlerine 250 pL R1 (reagent 1) eklenmistir. 660 nm’de ilk absorbans
okumasi Elisa Termo Scientific cihazinda (Resim 3.7) 6lgtimleri yapilmistir. Daha sonra 38
pL R2 (reagent 2) eklenip 37 C’de 5 dk etiivde bekletilip 530 nm’de ikinci okuma
yapilmustir [197]. Calismalar 3 defa tekrarlanmustir.

TAS hesaplanmasi asagidaki gibi yapilmistir;

Orneklerin A abs. = 2. okuma - 1. okuma

Standartin A abs. = 2. okuma - 1. okuma

TAS= (6rneklerin A abs / standarttin A abs) mmol / L

Osi degerinin hesaplanmasi ise (TOS/ TAS )*100 seklinde hesaplanmustir.
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3.2.5.4 Fenolik Asitlerin HPLC Analizi

Metanol ekstraktlarindaki fenolik asitlerin miktar1 Agilent marka 1260 model HPLC
cihazi ile belirlenmistir. Analizlerde ACE-C18 (5 pm, 4.6 mm X 250 mm, ACE) kolon
kullanilmistir. Kolon termostat sicaklig1 25 'C’de kontrol edilmistir. Enjeksiyon hacmi 10 pl
olarak belirlenmistir. Dedeksiyon 275 nm ve 320 nm. olarak set edilmis ve ¢alisma kosullari
Cizelge 3.6’da gosterilmistir. Mobil faz olarak Mobil Faz A % 0,02 TFA (Trifloroasetik asit)
igeren su kullanilmistir. Mobil Faz B olarak % 0,02 TFA (Trifloroasetik asit) iceren metanol
kullanilmis ve Cizelge 3.7°de gradient kosullart olusturulmustur. Standart olarak 254 nm’de
vanillik asit, 275 nm’de gallik asit 320 nm’de kafeik, kumarik ve rosmarinik asit
kullanilmustir [198].

Cizelge 3.6. HPLC ¢alisma kosullar1

HPLC ¢alisma kosullar
Model Infinity
Kolon ACE-C18 (5 um, 4,6 mm X 250 mm, ACE)
Mobil Faz A: % 0.02 TFA(Trifloroasetik asit) iceren su
B: % 0.02 TFA (Trifloroasetik asit) iceren metanol
Dedeksiyon 254,275 ve 320 nm
Akis Hiza 1 mL/dk
Kolon Sicakligi 25°C
Enjeksiyon Miktari 10 ul
Cizelge 3.7. Gradient Kosullar1
Zaman (dk) Mobil faz A Mobil faz B
0 dk % 75 % 25
5 dk % 75 % 25
10 dk % 70 % 30
16 dk % 45 % 55
18 dk % 45 % 55
25 dk % 20 % 80
30 dk % 20 % 80
40 dk % 25 % 75
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3.2.6 Biyolojik Aktivite Testleri

3.2.6.1 DPPH (2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil) Radikalinin Etkisinin Giderilmesi

Metanol ekstraktlarinin serbest radikal giderme aktivitesini belirlemek igin 2,2

Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) kullanilmistir. Analiz, Brand-Williams’in uyguladigi

metoda gore yapilmistir [199]. Bu yonteme gore, DPPH' in metanol igerisinde 104 M
konsantrasyonda taze ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu soliisyondan 1 mL alinmis olup aliminyum
folyo kapli cam tiiplere aktarilmustir. Uzerine Cizelge 3.8°de belirtilen miktarlarda bitki
ekstraktlarindan ilave edilmistir. Hacim metanol ile 4 mL'ye tamamlanip, vortekste
karistirtlmistir. Kontrol tiiplerine ise 3 mL antioksidan ¢ozeltisi yerine saf metanol
eklenmistir. 30 dk karanlikta ve oda sicakliginda bekletildikten sonra Uv-Vis
spektrofotometre cihazinda 517 nm dalga boyunda metanole karsi absorbans degeri

belirlenmistir. Calismalar 3 defa tekrarlanmistir.

Cizelge 3.8. Kullanilan ekstrakt, eklenen metanol, DPPH karigimi

Kullanilan ekstrakt Metanol DPPH (10™* M)
10 uL 2,990 mL 1mL
20 uL 2,980 mL 1mL
30 uL 2,970 mL 1mL
40 uL 2,960 mL 1mL
50 uL 2,950 mL 1mL
60 uL 2,940 mL 1mL
70 uL 2,930 mL 1mL
80 uL 2,920 mL 1mL
90 uL 2,910 mL 1mL
100 pL 2,900 mL 1mL

DPPH Radikalinin Siipiirme Aktivitesi reaksiyonu inhibe etme yiizdesi asagidaki
formtil kullanilarak hesaplanmistir.
% Inhibisyon= [(AK - AOQ) / AK] x 100]
AK: Kontroliin Absorbansi

AO: Ornegin Absorbansi
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Antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarina karsi hesaplanan % inhibisyon degeri ile
cizilen grafikten linear regrasyon ile % 50 inhibisyona neden olan antioksidan derisimleri

elde edilmistir. Sonuglar ECso (ng/mL) olarak ifade edilmistir.

3.2.6.2 Comet Assay ile DNA Uzerine Etkisi

Kurutulmus 6giitiilmiis olan bitkinin yaprak kismindan 1 gr alinip 30 mL % 70'lik
metanol ile 30 dk stire ile Wisebath marka 50 kHz frekansli ultrasonik banyoda ekstraksiyon
islemi gergeklestirilmistir. Ekstraktlar beyaz bant siizgec kagidi ile filtre edilerek cam petri
kaplarma dokiilmiistiir. Cam petrilerdeki metanol ¢eker ocakta ugurulduktan sonra etiivde
80 °C'de 2 saat kurumaya birakilmigtir. Daha sonra toz ekstrakt kazima islemi ile elde
edilerek farkli konsantrasyonlar (500 pg/mL, 1000 pg/mL, 2500 ug/mL, 5000 pg/mL, 10
000 pg/mL) 1X PBS’de hazirlanmistir (Resim 3.8). Calismada insan periferal kan hiicreleri
kullanilacag: igin, Usak Universitesi Saghik Bilimleri Bilimsel Arastirma ve Yaymn Etigi
Kurulu (2017-33) onay: alindiktan sonra baslanmustir. Insan periferal 16kosit kiiltiiriiniin
hazirlanmasi i¢in saglikli, sigara icmeyen ve ila¢ kullanmayan bireyden heparinize edilmis

tiiplere kan 6rnegi alinmustir.

Resim 3.8. Test maddelerinin farkli konsantrasyonlari
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20 mL kan heparinli tiiplere alindiktan sonra ependorf tiiplerine histopak ilave edilip,
kan 6rnegi 1:1 (500 pL) oraninda olacak sekilde tiiplerin igerisine eklenmistir. 2100 rpm’de
20 dk 25 °C’de santrifiij islemi sonunda histopak iizerindeki interfazda ince bir tabaka
halinde yer alan I6kositler pipet yardimiyla yeni ependorf tiiplerine aktarilmistir. Daha sonra
tizerlerine yikama amagli 100 ul 1X PBS eklenerek 15 °C’de 1600 rpm’de 10 dk tekrar
santrifiij edilerek siipernatant atilmistir. Dipte kalan hiicreler yogunluguna gore pipet
yardimiyla karistirilarak homojen bir ¢ozelti elde edilmistir. Pellete 100 ul 1X PBS
eklenerek tizerine 100’er pl test maddelerinin degisik konsantrasyonlar1 eklenmistir (500
ug/mL, 1000 pg/mL, 2500 pg/mL, 5000 ug/mL, 10 000 pug/mL). Pozitif kontrol olarak 40
uM H20z2, negatif kontrol grubu olarak 1X PBS siispanse edildikten sonra 37 °C’de 1 saat
inkiibasyona birakilmistir.

Koruyucu etkiyi belirlemek amaciyla 100 pl 16kosit tizerine 900 ul test maddelerinin
degisik konsantrasyonlar1 (500 pug/mL, 1000 ug/mL, 2500 pg/mL, 5000ug/mL, 10 000
ug/mL), negatif ve pozitif kontrol igin ise 900 ul 1X PBS ilave edilmistir. 37 °C’de 30 dk
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra buzda 100’er pul 200 uM H202 ile 5 dk inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sona erdiginde ependorflar 25 °C’de 1600 rpm’de 10 dk
santrifiij edilmistir. Pelet comet assay deneyi i¢in, siipernatant TAS-TOS deneyi igin

kullanilmustir. Daha sonra her bir pelet 100’er pl PBS ile siispanse edilmistir.

37+0,5 °C’de eritilmis 80 pL % 0,8’lik LMA, 20 pL hiicre siispansiyonu ile
karistirildiktan sonra, onceden hazirlanmis % 1°lik NMA ¢ozeltisine daldirilip agar ile
kaplanmis lamlara yayip iizerine lamel kapatilmistir ve buzlu yiizey iizerinde 5 dk
bekletilerek agarin polimerlesmesi saglanmistir. Agar tizerindeki lamel dikkatli bir sekilde
almarak lamlar daha onceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lizis ¢ozeltisine
daldirilarak en az 1 saat siireyle buzdolabinda bekletilmistir. Daha sonra elektroforez islemi
icin, elektroforez tanki soguk elektroforez ¢ozeltisi ile doldurulmustur. Lamlar agar yayilan
kisimlar1 iiste gelecek sekilde elektroforez tankinin igine yerlestirilip, 20 dk akim
uygulanmadan bekletilmistir. 25V ve 300 mA akim uygulayarak 20 dk elektroforez
uygulanmistir. Elektroforez islemi bittikten sonra aliman lamlar 5 dk distile suda
bekletilmistir. Takiben lamlar 15 dk nétralizasyon tampon ¢ozeltisinde bekletilmistir.
Lamlarin iizerine 60 pL 20 pg/mL konsantrasyonda olan etidyum bromiir ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Her lamda 100 hiicre floresan mikroskobunda Kogyigit ve arkadaslarina (2010)
gore DNA hasar derecesine (0-4) bakilarak (Resim 3.9) sonuglarin istatiksel
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degerlendirilmesi (SPSS 23,0 for Windows) paket programinda Duncan testi kullanilarak
yapilmustir [200].

-

Resim 3.9. 0- Hasarsiz DNA, I-Cok az hasarlanmig DNA, 11-Az hasarlanmis DNA, I11-
hasarlanmig DNA, V- tiimiiyle hasarlanmis DNA [200].

3.2.6.3 Antimikrobiyal Aktivite

3.2.6.3.1 Agar Disk Difiizyon Testi

Antimikrobiyal aktivite testleri Berghe ve Vlietinck (1991) tarafindan agiklanan
metoda gore yapilmistir [201]. Bitkinin kdk, govde, yaprak ve ¢icek kisimlarindan 5 gr tartip,
30 mL (% 70’1lik) metanol ile ekstrakte edilmistir. Naylon membran filtreler kullanilarak
stiziilen ekstraktlar kullanilmistir. Testte kullanilacak mikroorganizmalarin  kiiltiir
siispansiyonundan 200 ul (yaklasik olarak Mr 0.5 esitligine gére 10° koloni icerir) ekiivyon
cubugu Mueller Hinton agara yayilmistir. Sonrasinda 3 mm kalinlik ve 6 mm ¢apa sahip
disklere 0,22 um’lik filtreden siiziiliip steril bir ortamda tutulan her bir ekstraktan 20 pl
emdirilmistir. Negatif kontrol olarak 20 pl metanol emdirilmis diskler kullanilmistir.
Streptomisin (S10), Penisilin (P10), Tetramisin (TE30) ve Kloramfenikol (C30) referans
antimikrobiyal ajan olarak kullanilmistir. Sonrasinda petri kaplar1 24 saat 37 “C'de inkiibe
edilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi ekstrakt emdirilmis disklerin etrafindaki

zonlarin Olclilmesi ile saglanmistir.
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3.2.6.3 2 Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIiK) Testi

Bir antimikrobiyal ajanin, mikroorganizmanin gelisimini engelleyen en diisiik
konsantrasyon diizeyi olarak tanimlanir. MIK testi i¢in 96 kuyucuklu steril mikroplaklar
kullanilmugtir. 11k bastaki kuyucuga 125 pL hazirlanan metanolik bitki ekstraktlarindan
eklenmistir. 2'den 8'e kadarki kuyucuk serisine 125 ul. NB besiyeri konulup, bundan sonra
sadece 2. kuyucuga 125 pL bitki ekstraktlarinin stok ¢ozeltisi ilave edilmistir. 2. kuyucuktaki
broth ve bitki ekstrakti iyice karistirildiktan sonra 2 numarali kuyucuktan 125 pL igerik
alinarak 3 numarali kuyucuga aktarilmis, Bu seri mikrodiliisyon islemi 8 numarali kuyucuga
kadar devam ettirilmis ve sonunda 8 numarali kuyucuktan 125 pL igerik alinarak digari
atilmistir (Sekil 3.1). Daha sonra tiim kuyucuklara ayri ayri 10 pL (Escherichia coli
ATCC25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 51299 ve
Candida glabrata) mikroorganizmalar konulmustur. Mikroplagin {istii uygun steril cam ile
kapatilip 24 saat 37 °C'de inkiibe edilmistir. MiK degeri, mikroorganizmalarin iiremesini
engellendiginden bulaniklik ya da c¢okelme goriilmeyen en diigiik bitki ekstrakt

konsantrasyonu olarak hesaplanmistir [202].

&2 J OO J t) il =)

250 uL 125 ul 625ul. 313 ul 156 ul 78 ul 39 ul 2 ul

Sekil 3.1. MiK igin diliisyonlarin hazirlanmasi
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3.2.7 Cimlenme Uzerine EtKi

Petri kaplarina 2 kat halinde steril kurutma kagidi yerlestirilip, izerine test bitkisine
ait 25’er adet marul tohumlar1 (Lactuca sativa) homojen olarak dagitilmistir. Uzerlerine bir
adet kurutma kagidi konularak farkli konsantrasyonlardaki etanol ve sulu ekstraktlardan (%
1, % 5, % 10, % 20) 6 mL ilave edilmistir. Kontrol amagl olarak distile su ve etanol
kullanilarak petri kaplarina 6 mL ilave edilerek nemlendirilmistir (Resim 3.10). Petri kaplari
ortalama 24 "C’de 12 saat aydinlik 12 saat karanlik kosullarda 20 giin siire ile inkiibasyona
birakilmistir. Bu siire sonunda test bitkisine ait tohumlarin ¢gimlenmeleri belirlenmistir [203,
204].

Resim 3.10. Etanol ve su ekstraktlar1 ile nemlendirme

3.2.8 H. orientalis Kisimlarindan Metal Tayini

Kurutulmus, 6giitilmiis kok, govde, ¢igek ve yaprak numunelerinden 0,5 gr tartip,
erlenmayer igerisine konulmustur. Uzerine 5 mL saf nitrik asit koyup hafif calkalayarak bitki
materyalinin tamamen 1slatilmasiyla erlenmayer igerisine kii¢iik huni konularak ¢eker ocak
igerisinde magnetik karigtiric tistiinde 90 dk birakilmigtir (Resim 3.11). Ortamdan nitrik asit
uzaklastiktan sonra bitki erigi agik sar1 bir renk haline gelmistir. Geride kalan materyalin

pargalanmasi igin tizerine 2 mL perklorik asit ilave edilip ¢eker ocakta magnetik karistirici
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lizerine birakilmistir. Perklorik asitin keskin beyaz dumanlari erlenmayer igini tamamen
doldurduktan sonra en az 30 dk daha yakmaya devam edilmistir. Yakma sonucunda
erlenmayer icerisinde en az 1 mL olacak sekilde perklorik asit kalmistir. Kalan bitki icerigi
beyaz renkte olmustur. Soguma islemi olduktan sonra erlenmayere 5 mL saf su ilave edilip
calkalanmistir. Beyaz bant stizge¢ kagidi ile 10 mL'lik falkon tiiplerine filtre edilerek hacim
10 mL'ye distile su ile tamamlanmistir. Boylelikle nitrik-perklorik asit ile yas yakma islemi
tamamlanmustir [205]. Falkon tiipleri ICP-MS (indiiktif Eslesmis Plazma (ICP) ve Kiitle
Spektrometresi (MS))'e (Resim 3.12) yerlestirilmistir. Thermo marka icap Q model, (kiitle
dedektorli ) Q-tegra programi kullanilarak 10 mL ¢ozeltiden 1 mL c¢ekilip hazir halde
bulunan metal standartlar1 (!B, 2*Mg, *Mn, ¥°Co, 5°Ni, 83Cu, %Zn, %Zn, 8Se, 82Se, 8Kr)

kullanilarak tayin yapilmistir.

Resim 3.12. ICP-MS cihazi
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4 BULGULAR

4.1 Bitki Materyalinin Tiir Tayini

H. orientalis bitkisinin kok, govde, yaprak ve g¢icek kisimlari incelendiginde
rizomlarin toprak altinda yatik durumda silindir seklinde koyu kahve renkli ve 5-10 mm
capinda oldugu goriilmiistiir. Govde kisminin 60 cm silindir seklinde, acgik yesil renkli ve
zor kirilan bir yapiya sahip oldugu gozlemlenmistir. Ayrica gévdesinde biiytikliikleri az gok
farkli olan brakteler bulunmaktadir. Rizomdan ¢ikan ve sapt hemen hemen gévde kadar uzun
olan pargali1 bir rozet yaprak bulunmaktadir. Yapraklar 3-9 pargal, tiiylii veya ¢iplak, canak
yapraklar1 yesil ve 5 adet, tag yapraklari ise sar1 veya krem renginde 5-10 adettir. Yesil
yapraklarmin yaninda tipik 5 ya da 7 santimetrelik ¢igekleri bulunmaktadir. Cigekleri 5
yapraklidir ve kii¢iik fincanimsi gobegin etrafini ¢evrelemistir. Tohum 2-3 mm, kahverengi,

6 taneden fazla oldugu goriilmiistiir.

4.2 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrometre (FTIR) Analizi

Bitkinin gévde kisminin FT-IR spektrumu incelendiginde 3304,4 dalga boylarindaki
pik N-H gerilmesi amid, amin alkoloidlerinin varligin1 gostermektedir. 2930 dalga
boylarindaki pik C-H gerilmesi fenolik aromatik bilesiklerin oldugunu gostermektedir.
1723,4 dalga boylarindaki pik C=O gerilmesi saponinlerin varligini gostermektedir. 1592
dalga boylarindaki pik C=C gerilmesi, fenolik aromatik bilesiklerin oldugunu
gostermektedir. 1035,9, 1252,6 dalga boylarindaki pikler C-O-C gerilmesini, glikozitlerin
varhigimi gostermektedir. 918,16 N-D glikozit gerilmesini gostermektedir. Govde kisminin
FT-IR spektrumu EK 1’de gosterilmistir. Bitkinin kok kisminin FT-IR spektrumu
incelendiginde 3307,1 dalga boylarindaki pik N-H gerilmesi amid, amin alkoloidlerinin
varligin1 gostermektedir. 2855, 2921,9 ve 3012,8 dalga boylarindaki pikler C-H gerilmesi
fenolik aromatik bilesiklerin oldugunu gdstermektedir. 2106 dalga boylarindaki pik C=C
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gerilmesini gostermektedir. 1707,3 dalga boylarindaki pik C=0O gerilmesi saponinlerin
varhigim gostermektedir. 1035,9, 1156,3, 1196,4 ve 1274 dalga boylarindaki pikler C-O-C
gerilmesi glikozitlerin varligmm1  gostermektedir. 920,84 N-D glikozit gerilmesini

gostermektedir. Kok kisminin FT-IR spektrumu EK 1°de gosterilmistir.

Bitkinin ¢igek kisminin FT-IR spektrumu 3248,3 dalga boylarindaki pik N-H
gerilmesi amid, amin alkoloidlerinin varligim1 goéstermektedir. 2847, 2919,2 dalga
boylarindaki pik C-H gerilmesini fenolik aromatik bilesiklerin oldugunu gostermektedir.
2114 dalga boylarindaki pik C=C gerilme gerilmesini gostermektedir. 1394,3 dalga
boylarindaki pik CHs gerilmesi alkoloid varliginm1 gostermektedir. 1308,7, 1035,9 dalga
boylarindaki pikler C-O-C gerilmesi glikozitlerin varligin1 gostermektedir. 920,84 N-D
glikozit gerilmesini gostermektedir. Cicek kisminin FT-IR spektrumu EK 1’de
gosterilmistir. Bitkinin yaprak kismimin FT-IR spektrumu incelendiginde 3288,4 dalga
boylarindaki pik N-H gerilmesi amid, amin alkoloidlerinin varligini géstermektedir. 2857.7
ve 2921,9 dalga boylarindaki pik C-H gerilmesini fenolik aromatik bilesiklerin oldugunu
gostermektedir. 2114 dalga boylarindaki C=C gerilmesini gostermektedir. 1512 dalga
boylarindaki pik C=C gerilmesini fenolik aromatik bilesiklerin oldugunu gostermektedir.
1038,5 ve 1260,6 dalga boylarindaki pikler C-O-C gerilmesi glikozitlerin varligini
gostermektedir. 920,84 N-D glikozit gerilmesini gdstermektedir. Yaprak kismmin FT-IR
spektrumu EK 1°de gosterilmistir.

4.3 Sivi Kromatografi Kiitle Spektrometre (LC-MS) Analizi

H. orientalis bitkisinin kok, govde, yaprak ve ¢igeklerinin LC-MS kromatogramlari
EK 2’de verilmistir. Analizlerde Helleborus bitkilerinde bulunan hellebrin (724,80 g/mol,
CssHs2015), helleborin (468,60 g/mol, C2sH360s), helleborein (788,83 g/mol, Cs7Hs6041s),
Hellebortin (564,63 g/mol, C29H40011), Hellebrigen (416,51 g/mol, C24H3206) gibi etken

maddelerin varligi aranmistir.

Yaprak kisminda molekiil kiitlesi 417 g/mol hellebrigen varligi ortaya ¢ikmistir. Kok
kisminda molekiil kiitlesi 463 g/mol olan helleborin ve 417 g/mol olan hellebirgen varligina
saptanmigtir. Govde kisminda molekiil kiitlesi 725 g/mol olan hellebrin varligi ortaya

cikmistir. Cigek kisminda molekiil kiitlesi 725 g/mol olan hellebrin ve 468 g/mol helleborin
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varligi ortaya c¢ikmistir. Aymi zamanda kok kisminda 1 yeni spirostanol glikozit, 2
bufadienolid glikozit, 5 tane yeni spirostanol saponin, 2 yeni furostanol saponin, 2 yeni

furospirostanol saponinlerin oldugu tespit edilmistir (EK 2).

4.4 Antioksidan Aktivite Tayini

4.4.1 Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Gallik asidin metanolik ¢ozeltisi hazirlanmis ve kalibrasyon egrisinin ¢izilmesinde
gallik asit ¢ozeltisi kullanilmistir. Gallik asit kalibrasyon egrisi olusturulmus (50, 100, 150,
200, 250 ppm) konsantrasyonlarda gallik asit soliisyonu standart olarak kullanilmistir. Bu

standart soliisyonlarin absorbans degerleri Cizelge 4.1’ de verilmistir.

Cizelge 4.1. Gallik asit konsantrasyonuna karsilik absorbans degerleri

Gallik asit konsantrasyonu Absorbans
Ppm
50 0,103
100 0,612
150 1,124
200 1,613
250 2,145

Gallik asit konsantrasyonuna karsilik gelen absorbans degerleri grafige gecirilmistir.
Dogrusalligi (y= 98.316x+ 39.945) ve regrasyon Kkatsayist (R? = 0,99999) olarak
belirlenmistir. Toplam fenolik madde iceriginin dogrusalligr Sekil 4.1°de verilmistir. Bitki

ekstraktlarinda toplam fenolik madde miktar1 gallik asit esdegeri (GAE) olarak verilmistir.
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Toplam fenolik madde igerigi dogrusallik grafigi
300
g 250 S
= 200 /
% 150 / y = 98.31x + 39.94
-g 100 / R?=(0.999
c
g /
S 50
X 0
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Absorbans

Sekil 4.1. Toplam fenolik madde igerigi dagrusallik grafigi

Gallik asit kalibrasyon egrisi olusturulduktan sonra ornek konsantrasyonlarinin
absorbansi bu kalibrasyon egrisinin i¢inde okunacak sekilde belirlenmistir. Toplam fenolik
madde analizi gallik asit kalibrasyon denkleminden yararlanilarak hesaplanmistir (Cizelge
4.2).

Cizelge 4.2. 1 gr numune icerisindeki toplam fenolik madde miktar1 mg GAE

H. orientalis kisimlart Absorbans mg GAE/1 gr numune
Cicek 2,885 19,42+ 0,24
Yaprak 2,510 17,20+ 0,25
Govde 0,757 6,86+ 0,27
Kok 0,338 4,39+ 0,28

Toplam fenolik madde, bitkinin ¢i¢cek kisminda (19,42 + 0,24 mg GAE/1 gr numune)
digerlerine gore fazla ¢iktig1 goriilmiistiir. Bunu takiben yaprak 6rneginde (17,20 + 0,25 mg
GAE/1 gr numune) fazla ¢iktig1 goriilmiistiir. En az fenolik madde igerigi ise kok kisminda

(4,39 £ 0,28 mg GAE/1 gr numune) goriilmiistiir.
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4.4.2 Toplam Flavonoid Madde Miktar:1 Tayini

Kuersetinin metanolik ¢ozeltisi hazirlanip kalibrasyon egrisi ¢izilmesinde
kullanilmistir. Kuersetin soliisyonu farkli konsantrasyonlarda (50, 100, 150, 200, 250 ppm)

standart olarak kullanilmistir. Absorbans degerleri Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Kuersetin konsantrasyonuna karsilik absorbans degerleri

Kuersetin konsantrasyonu Absorbans
Ppm Degeri
50 0,021
100 0,041
150 0,061
200 0,082
250 0,103

Kuersetin konsantrasyonuna karsilik gelen absorbans degerleri grafige gegirilmistir.
Dogrusalligi (y= 2438,6x- 0,2189) ve regrasyon katsayisi (R?=0,9998) olarak belirlenmistir.

Metanol ekstraktinin toplam flavonoid madde miktar1 kuersetin esdegeri (QE) olarak

verilmistir.
Toplam flavonoid madde igerik dogrusallik grafigi
300
E 250 ~
o
o
= 200 _—
2 150 /‘y: 2438 x-0.218
7 .
= R?=0 8
< 100 99
2
N 50
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Absorbans

Sekil 4.2. Toplam flavonoid madde icerik dogrusallik grafigi

Kuersetin kalibrasyon egrisi olusturulduktan sonra Ornek konsantrasyonlarin
absorbanst bu kalibrasyon egrisinin i¢inde okunacak sekilde belirlenmistir. Toplam
flavonoid madde igerigi kuersetin kalibrasyon denklenminden yararlanilarak hesaplanmistir.

Toplam flavonoid madde igeriginin dogrusalligi Sekil 4.2’de verilmistir. H. orientalis
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bitkisinin kisimlarinda belirlenen toplam flavonoid madde igerikleri 1 gr numune igerisinde

mg QE olarak asagida Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. 1gr numune igerisindeki toplam flavonoid madde icerigi mg QE

H. orientalis Absorbans mg QE/ 1 gr
kisimlari Numune
Cicek 1,624 11,880+ 0,15
Yaprak 1,396 10,212 + 0,17
Govde 0,426 3,116 0,19
Kok 0,351 2,567 £0,21

Toplam flavonoid madde miktar1 en yiiksek oranda bitkinin ¢igek kisminda
belirlenmistir. Daha sonra sirasiyla flavonoid madde miktar1 yaprak, govde ve kok

kisimlarindan azalan oranda tespit edilmistir.

4.4.3 Fenolik Asitlerin HPLC Analizi

H. orientalis bitkisinin kisimlarinda HPLC ydntemi ile fenolik asitlerden gallik asit,
vanilik asit, kafeik asit, kumarik asit ve rosmarinik asit varligi aragtirillmistir. H. orientalis
bitkisinin kisimlarinda HPLC metodu ile yapilan analizlerde ¢igeklerinde 26.52 ppm gallik
asit, govdesinde 7.48 ppm rosmarinik asit, yapraklarinda 2 ppm kafeik asit ile 19 ppm
rosmarinik asit tespit edilmisken koklerinde higbir fenolik asit icerige rastlanilmamustir

(Cizelge 4.5) EK 3.

Cizelge 4.5. Fenolik asitleri HPLC analiz sonuglar1

Test Gallik asit  Vanilik asit Kafeik asit Kumarik asit ~ Rosmarinik
maddeleri asit
Kok - - - - -
Govde - - - - 7 ppm
Yaprak - - 2 ppm - 19 ppm
Cicek 27 ppm - - - -
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4.5 Biyolojik Aktivite Testleri

4.5.1 DPPH (2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil) Radikalinin Etkisinin Giderilmesi

UV spektrofotometre de 517 nm dalga boyunda okunan antioksidanlarin ECso
degerleri hesaplanmistir. ECso degerleri Cizelge 4.6’ da gosterilmistir. Bu degerlere gore

karsilagtirma yapilmistir [206].

Cizelge 4.6. Baz1 antioksidan bilesiklerin ECso degerleri

Antioksidan ECso (ng/ml)
Vitamin C (standart) 1,697
Trolox (standart) 1,729
Ellagik asit 1,881
Kuarsetin 1,722
Kurkumin 2,800
Resveratrol 3,970
Silimarin 7,812
Vitamin E 3,123

H. orientalis bitkisinin ¢igek ekstrakti miktarina kars1 % inhibisyon degerleri

Cizelge 4.7’ de verilmistir.

Cizelge 4.7. Cigek ekstrakti miktarina karsi % inhibisyon degerleri

Cigek ekstrakt: pl Absorbans % inhibisyon
0 0,304 0

10 0,190 37,50 + 2,64
20 0,133 56,25 + 2,41
30 0,075 75,33+ 2,38
40 0,030 90,13+ 2,50
50 0,022 92,76 + 2,65
60 0,020 93,42 + 2,87
70 0,023 92,43+ 2,81
80 0,023 92,43 +2,8
90 0025 91,78 + 2,53
100 0025 91,78 + 2,55

Antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarina karsi hesaplanan % inhibisyon degeri ile

cizilen grafikten linear regrasyon ile % 50 inhibisyona neden olan antioksidan derigimleri
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elde edilmistir. Sonuglar ECso (ug/ml) ifade edilmistir. Cigek i¢in % 50 inhibisyona neden
olan ekstrakt miktar1 ECso = 18 ul olarak belirlenmistir (Sekil 4.3).

Farkli miktarlardaki ¢igek ekstraktlarin % inhibisyon degerleri
100
90
80
70 //
60 /
50
40 /
/
30

/
0 1A

% Inhibisyon

0 20 40 60 80 100 120
Eklenen ekstrakt ul

Sekil 4.3. Cigegin farkli ekstraktlarina kars1 % inhibisyon degerleri

Cigek ekstraktlarinin ECso degerine karsilik gelen deger 18 uL’dir. 18 uL ekstrakt
icerisindeki ¢icek miktar1 0,6 pg’dir. ECso degerine karsilik gelen ¢igek konsantrasyonu 0,15
pg/ml’dir.

H. orientalis bitkisinin yaprak ekstrakt: miktarina kars1 % inhibisyon degerleri

Cizelge 4.8 de verilmistir.

Cizelge 4.8. Yaprak ekstrakti miktarina kars1 % inhibisyon degerleri

Yaprak ekstrakt pl Absorbans % Inhibisyon
0 0,304 0
10 0,184 39,47 + 2,50
20 0,057 81,25 + 2,52
30 0,018 94,08 + 2,37
40 0,020 93,42 + 2.49
50 0,021 93,09 + 2,58
60 0,021 93,09 + 2.62
70 0,019 93,75+ 2,60
80 0,020 93,42 + 2,65
90 0,024 92,11 +£2,77
100 0,026 91,45+ 2,75
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Antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarina karsi hesaplanan % inhibisyon degeri ile

cizilen grafikten linear regrasyon ile % 50 inhibisyona neden olan antioksidan derisimleri

elde edilmistir. Sonuglar ECso (ug/ml) ifade edilmistir. Yaprak i¢in % 50 inhibisyona neden

olan ekstrakt miktart ECs0=13 pl olarak belirlenmistir (Sekil 4.4).

100
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50
40
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10

% Inhibisyon

Farkli miktarlardaki yaprak ekstraktlarin % inhibisyon degerleri

20

40
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Eklenen ekstrakt pl

100

120

ekil 4.4. Yapragin farkli ekstraktlarina karsi % inhibisyon degerleri
prag y g

ECso degerine karsilik gelen yaprak ekstrakt degeri 13 pL’dir. 13 pL ekstrakt
icerisindeki yaprak miktar1 0,43 pg’dir. ECso degerine karsilik gelen yaprak konsantrasyonu
0,108 pg/ml’dir.

H. orientalis bitkisinin kok ekstrakti miktarina kars1 % inhibisyon degerleri Cizelge

4.9’da verilmistir.

Cizelge 4.9. Kok ekstraktt miktarina karsi % inhibisyon degerleri

Kok ekstrakt pl Absorbans % Inhibisyon
0 0,304 0
10 0,234 23,03+ 2,16
20 0,200 34,21 +2,18
30 0,193 36,51+ 2,24
40 0,156 48,68 + 2,26
50 0,131 56,91 + 2,30
60 0,099 67,43 + 2,38
70 0,069 77,30 + 2,45
80 0,059 80,59 + 2,50
90 0,036 88,16 + 2,52
100 0,028 90,79 + 2,56
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Antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarina karsi hesaplanan % inhibisyon degeri ile

cizilen grafikten linear regrasyon ile % 50 inhibisyona neden olan antioksidan derigimleri

elde edilmistir. Sonuglar ECso (ng/ml) ifade edilmistir. Kok i¢in % 50 inhibisyona neden

olan ekstrakt miktart ECso = 40 pl olarak belirlenmistir (Sekil 4.5).

Farkli miktarlardaki kok ekstraktlarin % inhibisyon degerleri

% Inhibisyon
Ul
o

20 40 60
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100
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ekil 4.5. Kokiin farkli ekstraktlarina kars1 % inhibisyon degerleri
y g

ECso degerine karsilik gelen kok ekstrakt degeri 40 pL’dir. 40 pL ekstrakt
icerisindeki kok miktar1 1,33 pg’dir. ECso degerine karsilik gelen kok konsantrasyonu 0,33

pg/ml’dir.

H. orientalis bitkisinin govde ekstrakti miktarina karst % inhibisyon degerleri

Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Govde ekstrakti miktarina karsi % inhibisyon degerleri

Govde ekstrakt pl Absorbans % Inhibisyon
0 0,304 0

10 0,227 25,33 + 2,27
20 0,186 38,82+ 2,31
30 0,137 54,93 + 2,39
40 0,099 67,43 + 2,46
50 0,066 78,29 £2,51
60 0,050 83,55 + 2,54
70 0,042 86,18 + 2,59
80 0,022 92,76 + 2,62
90 0,017 94,41 + 2,65
100 0,020 93,42 + 2,66
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Antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarina karsi hesaplanan % inhibisyon degeri ile
cizilen grafikten linear regrasyon ile % 50 inhibisyona neden olan antioksidan derisimleri
elde edilmistir. Sonuglar ECso (ug/ml) ifade edilmistir. Govde i¢in % 50 inhibisyona neden
olan ekstrakt miktari ECso = 28 pl olarak belirlenmistir (Sekil 4.6).

Farkli miktarlardaki govde ekstraktlarin % inhibisyon degerleri
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Sekil 4.6. Govdenin farkli ekstraktlarina kars1 % inhibisyon degerleri

ECso degerine karsilik gelen govde ekstrakt degeri 28 pL’dir. 28 pL ekstrakt
icerisindeki gévde miktar1 0,93 pg’dir. ECso degerine karsilik gelen gévde konsantrasyonu

0,23 pg/ml’dir.

Cizelge 4.11. H. orientalis bitkisinin kisimlarinin ECso degerleri

H. orientalis bitkisinin kisimlar1 ECso (ng/ml)
Cicek 0,15+0,015

Yaprak 0,18 + 0,017

Govde 0,23+0,018

Kok 0,33+0,019

H. orientalis bitkisinin Cizelge 4.11°de goriildiigii gibi DPPH radikalini siiptirme
aktivitesi en yiiksek olarak ¢igek ekstraktinda bulunmustur. En diisik DPPH radikalini
stiptirme aktivitesi ise kok kisminda belirlenmistir. Sonug itibariyle bitki ekstraktlarinin pek
cok antioksidan maddeye gore daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu

goriilmiistiir.
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4.5.2 Comet Assay ile DNA Uzerine EtKisi

H. orientalis’in yaprak ekstraktinin insan mononiikleer 16kositlerinde H202 karsi
koruyucu etkisi Cizelge 4.12°de gosterilmistir. En diisiik DNA hasarma kontrol grubunda
(6+1) en yiiksek DNA hasarina ise 200 uM H202 grubunda (305,33 + 5,51) rastlanilmistir.
Helleborusun yaprak ekstrakti konsantrasyonlari arttikca koruyucu etki artmis ve 2500

ug/mL tizeri dozlarda istatistiksel agidan anlamli bulunmustur.

Cizelge 4.12. Helleborusun mononiikleer 16kositlerde H202’e kars1 koruyucu etkisi

Uygulama gruplari DNA Hasar (Arbitrary Unit)*

Ortalama + Standart Sapma

Kontrol 6+1la
H20,200 uM 305,33 +£5.51b
500 pg/mL + Hz0, 304,33 + 3.21b
1000 pg/mL + H>0; 302 + 5.57bc
2500 pg/mL + H20, 296.33 + 2.52cd
5.000 pg/mL + H,0, 293.33 + 3.06de
10.000 pg/mL + H20; 288.67 + 3.51e

* Stitunlardaki farkli harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu karsilastirma testi)

4.5.3 TAS ve TOS Seviyeleri

TOS diizeylerinde anlamli artiglar goriiliirken, H202 grubunda TAS diizeyini kontrol
grubuna gore azalttig1 goriilmistiir (Cizelge 4.13 ). Ek olarak, tedavi yapragi ekstraktt H202
grubunda kontrol grubuna gore artmis oksidan seviyelerine diigmiistiir (p <0.05). Bu
sonuglar yaprak ekstrakti uygulamasinin H202 grubuna gore oksidatif stresi azalttigini

gostermistir (P <0.05).

57



Cizelge 4.13. Gruplarda TAS, TOS seviyeleri ve OSI indeksi

Uygulama gruplari TAS TOS Osl
(mmol Trolox Equiv./ L.) (mM H20, Equiv./ L.)

Kontrol 7,3+ 0,022 11,2+ 0,85% 3,21+ 1,22
H.0, 3,4+ 0,21° 25,3+ 0,74° 8,14+ 3,12
500 pg/L + H,0, 3,2+ 0,14° 24,12+ 0,72° 8,10+ 3,11°
1000 pg/L + H,0, 3,1+ 0,11b° 23,17+ 0,69° 8,10+ 3,14
2500 ug/L + H202 6,3+ 0,67% 19,07+ 0,67° 4,25+ 2,14°
5.000 pug/L + H20; 6,1+ 0,64% 19,21+ 0,64% 4,29+2,11%
10.000pg/L + H,0, 6,2+ 0,61° 19,11+ 0,81% 4,32+3,01%

Ayni1 harfe sahip olan araglar istatistiksel olarak 0.05 diizeyinde farklilik gdstermemektedir.

SD: Standart Sapma.
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4.5.4 Antimikrobiyal Aktivite

4.5.4.1 Agar Disk Difiizyon Testi

Kok, govde, yaprak ve ¢igek metanol ekstraktinin sadece Candida glabrata’da etki ettigi gozlemlenmistir. Ayrica kokte E. faecalis
ATCC 51289°de etki ettigi gozlemlenmistir. Kontrol olarak kullanilan metanoliin suslara etki etmedigi Cizelge 4.14’de gdsterilmistir.
Antimikrobiyal ajan olarak kullanilan S10, P10, TE30 ve C30 antibiyotik disklerin zon ¢aplar1 Cizelge 4.14’de gosterilmistir.

Cizelge 4.14. Agar disk diflizyon testi sonuglar: (mm)

Mikroorganizma P10 C30 TE30 S10 Kontrol Kok Govde Yaprak Cigek
S. faecalis 30 25 14 20 - - - - -

L. monocytogenes ATCC 1911 45 27 27 23 - - - - -
C. glabrata - 35 28 20 - 24 17 32 11
K.. pneumania NRLLB4420 28 23 15 20 - - - - -
E. coli ATCC 25922 10 28 25 13 - - - - -

B. subtilis 30 35 20 12 - - - - -

S. aureus ATCC 25923 45 20 22 16 - - - - -

E. faecalis ATCC5 51289 20 25 25 - - 8 - - -

P. aeruginosa ATCC 27853 - 15 15 22 - - - - -
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Resim 4.1. A ve B antimikrobiyal ajanlarin, C ve D bitkinin kisimlarinin metanol
ekstraktlarinin disk difiizyon yontemiyle antimikrobiyal aktivitesi

4.5.4.2 Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) Testi

H. orientalis’in kok, govde, ¢icek ve yaprak metonol ekstraktinin MIK degerlerine
bakildiginda (Cizelge 4.15), kok kismmin E. faecalis ATCC 51299, C. glabrata, E. coli
ATCC 25922 ve S. aureus ATCC 25923°de 125 uL’lik diliisyonda iiremeleri inhibe ettigi
gozlemlenmistir (Resim 4.2, 4.3). Gévde kisminda E. faecalis ATCC5 1299°de 31,3 uL, C.
glabrata’da 15,6, E. coli ATCC 25922°de 62,5 uL ve S. aureus ATCC 25923’de 15,6 pL’lik
dilisyonda tiremeleri inhibe ettigi gézlemlenmistir. Yaprak kisminda E. coli ATCC
25922°de 31,3 uL, E. faecalis ATCC 51299 ve S. aureus 25923 ‘de 15,6 uL’lik diliisyonda
tiremeleri inhibe ettigi gozlemlenmistir. Cigek kisminda E. faecalis ATCC 51299 ve S.
aureus ATCC 25923’de 15,6 uL, C. glabrata ve E. coli ATCC 25922°de 31,3 pL’lik

diliisyonda iiremeleri inhibe ettigi gbzlemlenmistir (Resim 4.2, 4.3).
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Resim 4.3. E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC 25923’un MIK konsantrasyonu

Cizelge 4.15. Bitki numunelerinin MiK konsantrasyonu (pL)

Mikroorganizma kok govde yaprak cigek

E. faecalis ATCC 51289 125 31,3 15,6 15,6
Candida glabrata 125 15,6 15,6 31,3

E. coli ATCC 25922 125 62,5 31,3 31,3
S. aureus ATCC 25923 125 15,6 15,6 15,6
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4.6 Cimlenme Uzerine Etki

Farkli miktarlardaki kok estraktinin artan doz oranina bagl olarak 5 giin ara ile
¢imlenme sayisi1 6l¢iilmiistiir. 5. giinde sadece kontrol gurubunda 5 tane tohumun ¢imlendigi
goriilmiis digerlerinde ¢gimlenme meydana gelmemistir. 10. giinden 20. giine kadar kontrol
grubunda ¢imlenme goriilmistiir. 10., 15., ve 20. giinde doza bagli olarak ¢imlenme
goriilmistir (Resim 4.4). Kontrol grubuna gore artan dozda c¢imlenme giderek
engellenmistir (Cizelge 4.16). Etanol ile ekstraksiyon kullanilmasinda higbir ¢imlenme

meydana gelmemistir (Resim 4.5).

Cizelge 4.16. Farkli konsantrasyonlardaki kok ekstraktinin gilinlere gore ¢imlenme sayisi

Kok Doz 5.giin 10.giin 15. giin 20. giin
¢imlenme ¢imlenme ¢imlenme ¢imlenme
sayisi sayisi sayisi sayisi
Kontrol 5 17 20 22
%1 - 8 10 13
%5 - 2 4 6
% 10 - 1 1 2
% 20 - - 1 1

Resim 4.5. Kontrol, % 1°lik, % 5°lik, % 10’lik, % 20’lik etanol ekstraktin ¢imlenmesi
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4.7 H. orientalis Kistmlarimin Metal Tayini
Dogal ortamindan toplanan H. orientalis bitkisinin kok, govde, yaprak ve ¢i¢ek kisimlarinin metal igerik sonuglari (Cizelge 4.17)’de

verilmistir. Kok kisminda zengince bulunan metal Mg 35,767 ppm (mg/kg), gdovde kisminda en fazla bulunan metal Mg 23,700 ppm,
yaprak kisminda en fazla bulunan metal >*Mg 31,786 ppm ve ¢i¢cek kisminda en fazla metal igerigi 2*Mg 53,993 ppm olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.17. H. orientalis kisimlarinin metal tayini

Test Maddeleri g Mg ®Mn ¥Co ONj 3Cu 4Zn 67n Se 03¢ 825e
mg/kg mg/kg mg/kg mag/kg ng/kg mag/kg mg/kg mg/kg mag/kg mag/kg mg/kg

Blank 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Kok 0,19 35,76 2,27 0,01 64,38 0,14 0,74 0,76 0,61 0,49 0,00
Govde 0,99 23,70 0,57 0,00 33,21 0,11 1,15 1,17 0,68 0,57 0,00
Yaprak 0,51 31,78 1,95 0,01 60,85 0,16 0,42 0,42 1,01 0,78 0,00
Cicek 0,59 53,99 2,01 0,00 64,61 0,15 0,53 0,62 1,61 0,73 0,00
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5. TARTISMA ve SONUC

Medikal 6neme sahip bitkilerden ekstrakte edilen dogal bilesikler yeni biyoaktif
maddelerin bulunmasi i¢in biiyiik bir oneme sahiptir. Helleborus tiirlerinden baslica
Kardiyoaktif glikozitler, sterol saponozitler, ekdisteroidler ve laktonlar dahil olmak iizere
bircok biyoaktif bilesik izole edilmis [72], ve bunlar antioksidan, antiinflamatuar,
antimikrobiyal etkiler gostermistir.

Son birkag yildir farkli Helleborus tiirleri 6nemli sekonder metabolitler iiretme
potansiyelleri nedeniyle fitokimyasal arastirmalara konu olmasina ragmen literatiir
taramalarimizda H. orientalis tiirii ile yapilan ¢alismalarin birka¢ tane ile sinirli oldugu
goriilmistiir [10, 14, 127, 207, 208]. H. orientalis’in toplam fenolik ve flavonoid igerigi ve
comet assay ile H202' e karsi koruyucu etkisi hakkinda bir veri yaymlanmamistir.
Biyokimyasal icerigi, farkli kimyasal analiz teknikleri kullanilarak biyolojik ve kimyasal

aktiviteleri test edilmistir.

H. orientalis (Ranunculaceae), Yunanistan ve Tiirkiye'ye de dogal olarak bulunur.
Ulkemizde bu tiir Kuzey Anadolu’da 6zelliklede Karadeniz kiyilarinda yayilis gosterir
[209]. Calismamizda 2017 Nisan ayinda Giresun (Piraziz) bolgesinden toplanan (Herbaryum
ad1 ve kayit numarasi: AKU-9324) bitki materyali analizler i¢in teshis edildikten sonra
kullanilmistir. Bu nedenle ¢alismamizda, Giresun, Piraziz ilinde dogal olarak yetisen H.
orientalis’in olas1 antioksidan 6zellikleri, antimikrobiyal aktiviteleri ve DNA hasari iizerine
pozitif ve negatif etkilerinin incelenmesi amaglanmigtir. Calismamizda H. orientalis kok,
govde, cicek ve yaprak metanol ekstraktlarinin igerigi spektrofotometrik yontemlerin yani

sira FTIR, HPLC, MS ile belirlenmistir.

“Fenolik” veya “polifenolik™ terimi, bir veya birka¢ hidroksil grubu (OH) igeren
benzenik halkaya sahip olan bilesikleri tanimlar. Reaktiflikleri, fenolik fonksiyonun asidik
karakteri ve benzen halkasinin niikleofilik 6zelliginden kaynaklanmaktadir. Karbon
iskeletine gore flavonoid bilesikler polifenoller ve flavonoid olmayan olmak iizere 2 grupta

smiflandirilir [210]. Fenolik bilesiklerin antioksidan 6zellikleri oldugu igin antikarsinojen,
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antimutajen ve antimikrobiyal aktivite gdsterirler ve bu bakimdan da saglik i¢in olumlu
etkileri vardir. Flavonoidler en 6nemli antioksidan ve serbest radikal tutucu ve zincir kiricilar

olarak bilinmektedirler [211].

FTIR spektrumundaki 1700-1600 cm™ deki bantlar C=0 ve C=C karbonil
gruplariin gerilmesinden kaynaklanir. Ayni1 zamanda bu bdlge fenolik molekiillerle
iliskilidir [212]. 1540-1175 cm™ spektral bolgesindeki titresimin O-H, C-O, C-H ve C=C
deformasyonundan [213], ya da flavonol ve fenol kaynakli olabilecegini bildirmistir [212,
214, 215]. Masek ve arkadaslari (2014) yaptiklar1 ¢alismada 940-1175 cm™ spektral
bolgesindeki titresim ise C—OH gruplarinin yanmi sira fenoldeki C-O ve karbonhidrat
yapisindaki C-C ve C-O’ ye bagli oldugunu bildirmislerdir [214].

FTIR spektrumunda 4000-450 cm™ bolgesindeki pikler EK 1' de gosterilmistir. Kok,
govde, cicek ve yaprak metanol ekstraktlarinda C-H, C=0, C-O-C, C-OH, C=C bag
gerilmesi mevcut olup bu durum H. orientalis metanol ekstraktlarinda fenolik bilesiklerin
bulundugunu gostermektedir. HPLC analiz sonuglart ile spektrometrik fenolik madde

miktar1 benzerlik gostermektedir.

H. orientalis govdesinin metanol ekstratinin FT-IR spektrumu incelendiginde 3304.4
dalga boylarindaki pik N-H gerilmesi ile ekstrakta amid, amin alkoloidlerinin varligini
gostermektedir. 2930 dalga boylarindaki pik C-H gerilmesini fenolik aromatik bilesiklerin
govde de bulundugunu, 1723,4 dalga boylarindaki pik C=O gerilmesi ile saponinlerin
varligin1 gostermektedir. 1592 dalga boylarindaki pik C=C gerilmesini fenolik aromatik
bilesiklerin oldugunu gostermektedir. 1035,9, 1252,6 dalga boylarindaki pikler C-O-C
gerilmesini glikozitlerin varhigimi gostermektedir. 918,16 N-D glikozit gerilmesi EK 1’de
gosterilmistir. H. orientalis kok kismimin FT-IR spektrumundaki 3307,1 dalga boylarindaki
pik amid, amin ve alkoloidlerde saptanan N-H gerilmesini gostermektedir. 2855, 2921,9 ve
3012,8 dalga boylarindaki pikler C-H gerilmesi kaynakli olup fenolik aromatik bilesiklerin
kok etanol ekstraktinda bulundugunu gostermektedir. 2106 dalga boylarindaki pik C=C
gerilimini, 1707,3 dalga boylarindaki pik C=O gerilimini gdstermekte olup, bu durum
saponinlerin varligia baghdir. 1035,9, 1156,3, 1196,4 ve 1274 dalga boylarindaki pikler
glikozitlerin varliginda ortaya ¢ikan C-O-C gerilmesidir. 920,84 N-D glikozit gerilmesi EK
1’de gosterilmistir. Bitkinin ¢i¢ek kisminin FT-IR spektrumu incelendiginde: 3248,3 dalga

boylarindaki pik N-H gerilmesi amid, amin alkoloidlerinin varligini gostermektedir. 2847,
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2919,2 dalga boylarindaki pik C-H gerilmesini fenolik aromatik bilesiklerin oldugunu
gostermektedir. 2114 dalga sayisindaki pik C = C gerilmesini gostermektedir. 1394,3 dalga
boylarindaki pik CHs gerilmesi alkoloid varligim1 gostermektedir. 1308,7, 1035,9 dalga
boylarindaki pikler C-O-C gerilmesi glikozitlerin varligin1 gostermektedir. 920,84 N-D
glikozit gerilmesi EK 1°de gosterilmistir. Dolayistyla fenolik bilesikler antioksidan 6zellige
sahip oldugundan, calismamizda ¢ikan sonuglarda da fenolik bilesiklere saptandigi igin

antioksidan 6zellige sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

H. orientalis bitkisinin farkli kisimlarindaki toplam fenolik madde igerikleri
spektrofotometrik yontemlerle analizde 1 gr numune icgerisinde mg GAE olarak ifade
edilmistir. Cizelge 4.2° de goriildiigi tizere Folin cicaltou yontemi ile ¢igek orneklerinde
maksimum fenolik madde bulunmus olup (19.42+ 0,24 mg GAE/1 gr numune), bunu yaprak
ornegi (17,20 + 0,25mg GAE/1 gr numune) izlemektedir.

H. orientalis bitkisinin kok, ¢igek, gévde ve yaprak metanol ekstraktlarinda en fazla
toplam flavonoid madde icerigi spektrofotometrik olgiimde (11,880+ 0,156mg QE/ 1 gr)
cigekte ve yaprakta (10.212+ 0,17 mg QE/ 1 gr) bulunmustur. Elde edilen bu sonuglar FTIR

spektrum bulgularin1 desteklemektedir.

Calismamizda elde ettigimiz bulgulara benzer sekilde, Poun ve aradaglari, H.
purpurascens ve H. officinale polifenolik ekstraktlarini degerlendirmisler ve bitkinin
ciceklerinde yiiksek fenol igerigi oldugunu ve bunu yaprak Orneginin izledigini

bildirmislerdir [216].

En son yapilan arastirmalar, Helleborus ekstraktinin tiimérlere karsi aktif oldugunu,
evrimlerini inhibe ettigini ortaya ¢ikarmistir. Ancak bu konuyla ilgili birkac¢ celiski ve
tartisma oldugu belirlenmistir. Konsantre H. purpurascens ekstraktlarinin yiiksek bir
antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve bu nedenle daha ileri tibbi uygulamalar igin iyi bir
kaynak olarak kabul edilebilecegi diisiiniilmiistiir. Biyoaktif bilesikleri yogunlastirmak igin
membran islemleriyle yiiksek antioksidan aktiviteli konsantre H. purpurascens

ekstraktlarinin elde edilebilecegi belirlenmistir [159].

Cakara ve arkadaslar1 (2011), H. kokorus 6zlerinin biraz daha yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu, ancak H. multifidus ve H. odorus’un, H. hercegovinus' a gore

daha giiclii antiproliferatif aktivite gosterdigini bildirmislerdir [160]. Toplam fenolik
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madde ve antioksidatif o6zellikler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugunu
gostermistir. Yaprak ekstraktinin daha iyi antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ve ikincil
metabolitlerin igeriklerinin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Diger yandan kok
ekstraktlari, yiiksek oranda antiproliferatif aktivite gosteren H. hercegovinus yapraklarinin
etanolik ekstraktlar1 haricinde daha yiiksek antitiiméz aktivite sergilemistir [160].
Calismamizda da yaprak oziitlerindeki fenolik ve flavonoid madde igerigi kok oziitlerine

gore oranla daha fazla bulunmustur.

Kumar ve Laltha (2014), H niger' in etanol ekstraktlarinin streptozotosin ve
nikotinamide bagli diyabetik sicanlarda indiiklenmis tip 2 diyabet modelinde antioksidan
aktivite sergiledigini bildirmislerdir [217]. Calismamizda, H. orientalis ekstraksiyonunda
solvent olarak metanol kullanilmistir. Ekstraktlarin antioksidan aktivitesini 6lgmek i¢in
DPPH' nin kolay ve dogru sekilde uygulanmas1 gerekmektedir [218, 219]. Bu calismada,
DPPH radikalinin siiplirme aktivitesi en yiiksek cicek ekstraktinda bulunmustur. En diisiik
DPPH radikalinin siiptirme aktivitesi kokte belirlenmistir. Fenolik bilesiklerin 6nemli bir
antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 bilinmektedir ve bitkisel 6zlerin aktivitesinin fenolik

bilesiklerin varligi ile iligkili oldugu diistiniilmektedir [208, 220].

H. niger‘in s1v1 kromatografisinde ve kiitle spektrumunda hidroksisinnamik asitler
ve baska polar bilesikleri igeren kafeik asit hex-hex I,hex-hex Il (341 MS?), kafeik asit hex
(161 MS?), flavonol glikozitlerde kuersetin 3-O-hex-pent-7-O-hex | ve hex Il (301 MS?, 595
MS? 445 MS®), kuersetin 3-O-hex-pent (301 MS?), kuersetin 3-O-hex-pent-7-O-hex, (609
MS?), kuersetin hex-hex (301 MS?), kaempferol 3-O-hex-pent-7-O-hex, (725 MS?, 429
MS?®), kaempferol hex-hex | (489 MS? ), kaempferol 3-O-hex-pent-7-O-hex-hex (725 MS?
MS®) molekiiler agirliklar: belirlenmistir [223].

Bu calismaya benzer olarak H. orientalis bitkisinin kok, gévde yaprak ve ¢igek
kisimlarinin  metanol ekstraktlarinin LC-MS  kromatogramlarinin analiz sonuglarina
bakildiginda, kardioaktif glikozitlerin molekiil agirliklarina esdeger glikozitler tesbit
edilmistir. Veriler ¢igekte ve govde de hellebrin, yaprakta hellebrigen, kokte hellebrigen ve
helleborin’ in varhigi EK 2’de gosterilmistir. H. orientalis bitkisinin yaprak kisminda
hidroksisinnamik asitler ve baska polar bilesikleri igeren kafeik asit hex (161 MS?), flavonol
glikozitleri igeren kuersetin 3-O-hex-pent (301 MS?), kuersetin hex-hex (301 MS?),
kuersetin 3-O-hex-pent-7-O-hex | ve hex Il (301 MS?, 595 MS? 445 MS?®), kaempferol 3-O-
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hex-pent-7-O-hex, (429 MS2, 593 MS?)’e rastlanmustir. Kok kisminin flavonol glikozitlerini
iceren kuersetin 3-O-hex-pent-7-O-hex | ve hex Il (301, 445, 463 MS® )’e rastlanmustir.
Govde kisminda flavonol glikozitlerini iceren kuersetin hex-hex (301 MS?), kuersetin 3-O-
hex-pent-7-O-hex | ve hex 11 (301, 445 MS?), kuersetin 3-O-hex-pent-7-O-hex, (609 MS?),
kaempferol hex-hex I (489 MS? ) ve kaempferol 3-O-hex-pent-7-O-hex-hex (725 MS?MS?)
molekiil agirliklariin  ortaya ¢iktigt EK  2’de gozlemlenmistir. Cigek kisminda
hidroksisinnamik asitler ve baska polar bilesikleri iceren kafeik asit hex-hex 11 (341 MS?),
flavonol glikozitleri igeren Kuersetin 3-O-hex-pent (301 MS?), kuersetin hex-hex (301 MS?),
kaempferol 3-O-hex-pent-7-O-hex, (429 MS®), kaempferol 3-O-hex-pent-7-O-hex, (429
MS?3), kuersetin 3-O-hex-pent-7-O-hex, (609 MS?), kaempferol 3-O-hex-pent-7-O-hex-hex
(725 MS2MS?), kaempferol 3-O-hex-pent-7-O-hex, (725 MS?)’e EK 2’de rastlanmustir.

H. orientalis’in yaprak metanol ekstraktinda kafeik asit (1,86 ppm) ve yiiksek
miktarda rosmarinik asit (18,98 ppm) varlig1 saptanmistir. Govde metanol ekstraktlarinda
rosmarinik asit (7,48 ppm) tesbit edilmistir. Benzer sekilde ¢igek metanol ekstraktinda
sadece gallik asit tesbit edilmesine ragmen oraninin yiiksek oldugu (26,52 ppm)
belirlenmistir. Kok metanol ekstraktinda denenen standart ¢ozeltilerden, higbir fenolik asit
igerige rastlanilmamustir (EK 3). Eldeki veriler dogrultusunda H. orientalis metanol
ekstraktlart HPLC analizlerinde, fenolik asit ig¢eriginin en fazla ¢igek ve yaprakta oldugu
saptanmustir. Fenolik madde olarak ekstraktlarda gallik asit miktar1 fazla ¢iktigi i¢in Folin
cicaltou yontemi ile spektrometrik uygulamada, fenolik madde miktar tayinininde gallik asit
standart olarak kullamlarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Ug fenolik asit ferulik asit,
kafeik asit ve klorojenik asit olarak tanimlanirken, arastirilan flavonoidler, H. atrorubens
yapraklarinin metanolik ekstraktinda kaempferol ve kuersetin tiirevleri olarak ispatlanmigtir
[220, 222]. Calismamizda fenolik asitler, ¢igeklerde 26,52 ppm gallik asit ve yapraklarda
2 ppm kafeik asit oldugu belirlenmistir. Bir¢ok ¢alisma, kafeik asitin anti-mutajenik ve
anti-kanserojen 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir. Chen ve arkadaslari (1995), kafeik
asidin lipoperoksil radikallerini (ROQ), lipit peroksidasyon zinciri reaksiyonunu inhibe
eden bir hidrojen atomu (karsilik gelen hidroperokside) vererek azaltabildigini gdstermistir

[223].

Shahri ve arkadaslar1 (2011) fenolik asit igeriginin ¢igeklenme fazinin I ve II.

evresinde diistiiglinii, faz IV’de ise arttiginm bildirmislerdir [208]. Bu nedenle, koruyucu
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etkilerin belirlenmesi i¢in fenolik asit igerigi yiiksek olan yaprak ekstrakti kullanilmistir.
H. orientalis fenolik igerik bakimindan zengin olup, literatiir taramasinda H. orientalis’in
bitki ekstraktlarinda comet testi ile ilgili bir calismanin bulunmadig1 goriilmiistiir. Comet
(tek hiicreli jel elektroforezi), Okaryotik hiicrelerdeki deoksiriboniikleik asit (DNA)
iplik¢igindeki kiriklar: belirleyerek DNA hasar1 ve tamirini belirlemede kullanilan etkin ve

glincel bir yontemdir.

H. orientalis'in oksidatif strese karsi koruyucu etkisi TAS, TOS y6ntemi ve comet
testi kullanilarak belirlenmistir. H. orientalis bitkisinin yaprak ekstrakti, comet denemesinde
H20:2'e kars1 doza bagli bir sekilde (r = 0.86 p <0.01) tiim konsantrasyonlarda DNA hasarin1
azaltmistir. H202 grubunda (3,4 + 0,21) TAS diizeyleri anlaml1 olarak (p <0,05) azalirken,
H. orientalis bu grupta anlamli olarak (p <0,05) artmis ve yaprak ekstraktlarinin
konsantrasyonu olarak kullanilmistir. Koruyucu etki 2500 pg/mL (6,3 + 0,67) dozlarda
artmig ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. TOS diizeylerinin H202 grubunda (25,3
+ 0,74) anlamli diizeyde (p <0,05) arttig1 ve H. orientalis'in gruplarda anlamli diizeyde (p
<0,05) azaldig1 belirlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda yaprak ekstraktinin, insan periferal
kan hiicrelerindeki DNA hasarmi azalttigi, TAS diizeylerini arttirdigi, TOS seviyesini
azalttig1 gozlemlenmistir. Dolayisiyla yaprakta bulunan yiiksek antioksidandan dolay:1 TAS-
TOS ¢alismasi, comet ¢alisgmasini desteklemistir. Bu, H. orientalis'in yaprak ekstraktinin
H202'ye kars1 koruyucu etkisinin aktivitesi hakkindaki ilk rapordur. Calisma, H. orientalis
ekstraktlariin yiiksek bir antioksidan aktiviteye sahip oldugunu, dolayisiyla ileri tibbi

uygulamalar i¢in iyi bir kaynak olabilecegini gostermektedir.

Onceki yillarda yapilan ¢alismalarda steroidal saponinlerin bazilarmin antibakteriyel
aktvite gosterdigi [105], fitoektisteroidlerin mantarlara ve bakterilere karsi antimikrobiyal
etki gosterdigi [108] ve Protoanemoninlerin antimikrobiyal, antibakteriyel, antifungal ve
antimutajenik etkiye sahip oldugu bildirilmistir [112- 116]. H. bocconei kok ekstraktlarinin
solunum yolu enfeksiyonlarina neden olan mikroorgnizma suslarina karsi (Haemophilus
influenzae ATCC 49247, Moraxella catarrhalis ATCC 25238, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Streptococcus pneumoniae ATCC
49619, Escherichia coli ATCC 25922 ve Stenotrophomonas maltophilia ATCC 13637),
antibakteriyel aktivite gosterdigi tesbit edilmistir. Kok metanolik ekstraktin ve bufadienolid
fraksiyonun, antibakteriyel aktivite gosterdigi tesbit edilmistir. Ayrica kok metanolik
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ekstrakti ve bufadienolid fraksiyonu, Moraxella catarrhalis’e (0.2, 0.1) ve Streptococcus
pneumonia'ya (0.4, 0.1) karsi en diisiik MIK degerlerini (100 pg / ml) gdstermistir [162].
Iran’da H. niger’in metanolik ekstraktinin Candida albicans ve Candida utilis’e kars:
antifungal etki gosterdigi bildirilmistir [164]. Tiirkiye’de Giineydogu Anadolu bolgesinde
yetisen H. vesicarius 'un metanol, biitanol, heksan ve su ekstraktlarinin bazi Gram (+) ve
Gram (-) bakterileri tizerine antimikrobiyal aktiviteleri incelenmis ve S. aureus, E. faecalis’e
kars1 anitbakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ayrica ekstraktlarin tamaminin

Candida albicans iizerinde orta derecede antifungal etki gosterdigini bildirmislerdir [40].

Calismamizda da H. orientalis bitkisinin kok, govde, cicek ve yaprak kisimlarinin
metanolik ekstrakti Candida glabrata’da antifungal aktivite gostermistir. Kok metanolik
ekstraktininda E. faecalis ATCC5 51289°e karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir (Resim 4.1). Ayrica ¢alismamizda H. orientalis bitkisinin ayr1 ayr1 metanol
ekstraktindan MIK degerlerine bakildiginda kok kisminin E. faecalis ATCC 51299, C.
glabrata, E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923°de 125 pL (Resim 4.2, 4.3), govde
kisminda E. faecalis ATCC 51299°de 31,3 uL, C.glabrata’da 15,6 uL, E.coli 25922°de 62,5
uL, S. aureus 25923°de 15,6 uL, yaprak kisminda E. faecalis ATCC 51299 ve S. aureus
25923‘de 15,6 uL, E. coli 25922’ de 31,3 uL, ci¢ek kisminda E. faecalis ATCC 51299, S.
aureus 25923’de 15,6 pL, C. glabrata ve E. coli 25922 de 31,3 uL’lik diliisyonlarda
tiremeleri inhibe ettigi belirlenmistir (Resim 4.2, 4.3). Helleborus tiiriine ait bitkilerin kok
kisminda bulununan kimyasal bilesiklerin spirostanol glikozit, bufadienolid, 2 bufadienolid
glikozit, 5 tane yeni spirostanol saponin ve 2 yeni furostanol saponin oldugu tespit edilmistir.
H. orientalis’in  antimikrobiyal aktivite gOstermeside bu kimyasal bilesiklerden

kaynaklandigin1 gostermektedir.

Sonug olarak Helleborus tiirleri hala degerli bir iiriin kaynagi olarak yetersiz
arastirilmakta ve daha ileri caligmalar yapilmasi gerekmektedir. Bu ¢aligma ayn1 zamanda
H. orientalis bitki ekstraktinin H202' ye kars1 koruyucu etkisinin aktivitesi hakkindaki ilk
rapordur. Caligma, H. orientalis yaprak ve c¢icek ekstraktlarinin yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu, dolayisiyla baska tibbi uygulamalar i¢in iyi bir kaynak
olabilecegini gostermektedir. Bu arastirmalar, H orientalis ekstraktinin saflastirilmasina ve
kimyasal tanimlamasina dayanmalidir. Bu konuyla ilgili yeni arastirma yaklagimlari, yeni

bilesiklerin etkilerinin degerlendirilmesiyle ilgili olabilicegi diisiiniilmektedir.
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EK-1 Devam FTIR
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EK-2 LC Mass
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EK-2 Devam LC- Mass
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EK-2 Devam LC- Mass
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EK-2 Devam LC- Mass
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EK-2 Devam LC- Mass
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EK-2 Devam LC- Mass
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EK-2 Devam LC- Mass
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EK-2 Devam LC- Mass
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EK-3 HPLC

Additional Info
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EK-3 Devam HPLC

Additional Info

Peak(s) manually integrated

mAU

VWD1 A, Wavelength=254 nm (2014_KURULUMMOHK 2017-12-14 11-36-01\MKOK_.D)
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EK-3 Devam HPLC

Additional Info Peak (s) manually integrated

VWD1 A, Wavelength=254 nm (2014_KURULUM\MOHK 2017-12-14 11-36-01\MYAP.D)
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EK-3 Devam HPLC

VWD1 A, Wavelength=254 nm (2014_KURULUM\MOHK 2017-12-14 11-36-01\MGOV.D)
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EK-5 Etik Kurul
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