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OZET

Y. Lisans Tezi

MELISA, KANTARON, EKINEZYA VE DAG CAYI BiTKiLERINDE
FIiTOKIMYASAL VE AKTiVITELERININ INCELENMESI

Serkan KUCUK

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Danisman: Prof. Dr. ibrahim DEMIRTAS

Bitkilerden, biyolojik aktif molekiillerin izole edilmesi, yapilarinin tayin edilmesi,
farmakoloji ve tip alaninda kullanilabilirliginin belirlenmesi iizerine yapilan ¢alismalara
her gecen giin ilgi daha da artmaktadir. Bu c¢aligmada kiiltiir bitkisi olan Echinacea
pallida, Melissa officinalis, Hypericum perforatum, halk arasinda dag g¢ayi olarak
bilinen Salvia ve Sideritis cinslerine ait bitki 6rneklerinin toprak istii kisimlarinin
¢oziicl ekstrelerinin antiproliferatif (HeLa hiicrelerine karsi) ve antibakteriyal (ESBL E.
Coli, E. Faecalis, K. Pneumoniae, MRSA, P. aeuroginosa) aktiviteleri belirlendi. Elde
edilen verilere gore, MRSA’ya kars1 Dag cayi, E. faecalis’e karsi Kantaron’un en biiyiik
zon ¢apini olusturdugu belirlenirken, E. coli, K. pneumoniae ve P. aeuroginosa’ya karsi
tim bitki ekstraktlarinin 4 mg/ml konsantrasyonunda etkisiz oldugu belirlendi.
Minimum inhibitdr konsantrasyonu icin en diisiik MIK degerleri, E. faecalis igin
Kantaron’da (MIK 1.5 mg/ml), ESBL E. coli, K. pneumoniae ve MRSA icin Kantaron,
Melisa ile Dag Cayr’'nda (MIK 6.25-3.12 mg/ml), P. aeuroginosa igin tiim bitki
ekstraktlarinda ayn1 (MIK 6.25 mg/ml) degerde oldugu belirlendi. HeLa hiicrelerinin
bitki ekstrelerine karsi testlerinde yiiksek konsantrasyonda aktivite gozlenirken, bazi
fraksiyonlarda daha yliksek aktiviteler elde edildi. Ayrica bu fraksiyonlarin kimyasal
icerikleri ile kantitatif fenolik tayinleri yapildi. Yapilan fenolik miktar analizinde en
yiiksek deger melisa bitkisinde eupatorin (1.40 gr/kg) olarak belirlendi.

2017, 42 sayfa

Anahtar Kelimeler: Echinacea pallida (ekinezya), Melissa officinalis (Melisa),
Hypericum perforatum (Kantaron), Dag cayi, antiproliferatif aktivite, antibakteriyal



ABSTRACT
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Supervisor: Prof. Dr. ibrahim DEMIRTAS

The study about isolation of bio-active molecules from plant materials, determination of
their structure and investigation of usability in pharmacology and drug industry is being
attracted by many researcher day by day. In this study, the antiproliferative (against
HelLa cells) and antibacterial (ESBL E. Coli, E. Faecalis, K. Pneumoniae, MRSA, P.
aeuroginosa) activities were determined using plant extracts of the upper parts of the
cultivated plant samples Echinacea pallida, Melissa officinalis, Hypericum perforatum,
popularly known as mountain tea Salvia and Sideritis genus. According to the obtained
data, it was determined that Mountain tea against MRSA was the largest zone diameter
of H. perforatum against E. faecalis; It was determined that all plant extracts against E.
coli, K. pneumoniae and P. aeuroginosa were ineffective at a concentration of 4 mg /
ml. Minimum MIC values for minimum inhibitor concentrations was determined for E.
faecalis in H. perforatum (MIC 1.5 mg / ml), ESBL for E. coli, K. pneumoniae and
MRSA, E. pallida, M. officinalis, Salvia and Sideritis species (MIC 6.25-3.12 mg / ml),
and all plant extracts for P. aeuroginosa had the same value (MIK 6.25 mg / ml). High
activity was observed in plant extracts against HelLa cells, while higher activity was
obtained in some fractions. In addition, quantitative phenolic determinations were made
with the chemical contents of these fractions. The highest value was determined as
eupatorin (1.40 g / kg) in M. officinalis plant.
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Keywords: Echinacea Pallida (ekinezya), Lamiaceae Melissa (Melisa), Hypericum
perforatum (Kantaron), Dag c¢ayir (Adagay1) Antioksidan Kapasitesi, NMR spectrum.
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1. GIRIS

Bu tez projesinin amaci, Karaman ili Sariveliler il¢esinde yetismekte olan Echinacea
pallida (ekinezya), Lamiaceae Melissa (Melisa), Hypericum perforatum (Kantaron),
Dag c¢ay1r (Adagayi) bitkisinin farkli kisimlarindan hazirlanan bitki ekstrelerinin
antiproliferatif, antioksidan, insektisit aktivite ve enzim aktivitelerinin kapasitelerinin
belirlenmesidir. Bu ¢alisma iki kism1 kapsamaktadir. Calismanin ilk asamasinda bitkiler
yetistiriciden kurutulmus olarak alinmis ve toprak iistii kismi ¢alismaya hazir hale
getirilmigtir. Bu bitkilerden ekstreler elde edilerek, biitiin ham ekstrenin antioksidan,
insektisit, enzim aktiviteleri ve anti proliferatif aktiviteleri kiiltiire edilmis olan C6 ve
HeLa hiicreleri lizerinde proliferasyon deneyleri gerceklestirilmistir. Bu deney icin
degisik konsantrasyonlar da bitki ekstrelerinin 24 saatlik zaman diliminde standarda

gore hiicre proliferasyonuna etkisi XCELLigence cihaziyla belirlenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda; en etkili olan ekstrenin fitokimyasal igeriklerinin
belirlenmesi i¢in  spektroskopik yontemler kullanildi. Kimyasal igeriklerinin
belirlenmesi i¢cin HPLC-TOF/MS ve GC-MS kromatografisi gibi degisik kromatografik
yontemler uygulanmistir. Belirlenen fitokimyasal icerikleri ve miktarsal analiz ¢alismasi

ile aktivite caligmalari iliskilendirildi.

Gilinlimiizde hastaliklarin baglica kaynaklar1 arasinda, dogal olmayan kimyasallarin gida
katki1 maddeleri olarak veya cevre kirliliginden kaynakli kimyasallar gosterilmektedir.
Bu kimyasallarin viicutta yaptig1 tahribatin hiicrelerde ve degisik doku ve organlarda
etkilerini, hasta bireylerde gorebiliyoruz. Cevre kirliligine maruz kalan bireylerin
hastaliklara yakalanma oranlari, dogal beslenen ve c¢evre kirliliginden uzak kalan

kisilere oranla ¢ok yiiksek oldugu goriilmektedir.



Dogal beslenme once dogal tiiketim ile baslar. Insanlarin ilaglar1 gidalar1 olsa ve
gidalar1 da ilaglar1 olsa, hastaliklarin azaldigi goriilecektir. Kullanilan ilaglar, tiiketilen
gidalar ve kalabalik sehir hayatinin olusturdugu kirli atmosfer, yasayan bireyler
tizerinde ¢cok yogun kimyasal maruziyetlere sebep olmakta ve zaman igerisinde viicutta

olumsuz etkiler olusturmaktadir.

Yukarida anlatilan olumsuzluklara ragmen, dogal ortamlarinda Kkiiltiire alinarak
yetistirilen tibbi ve aromatik bitkilerin yayginlagsmasi, c¢evre kirliligine maruz kalan
insanlar i¢in dogal beslenmelerine katki saglayacaktir. Bu baglamda son zamanlarda bu
ihtiya¢ daha fazla arttigindan, bircok bitki yetistiricisi dogal ortamlari tercih etmekte ve
kiiltiir bitkileri yetistirmektedir. Aktarlarda satisa sunulan bitkilerin bircogu bu sekilde
saglanmaktadir. Ancak bir kismi, koyliilerin araziden topladiklar1 bitkilerdir. Bu
bitkilerde, bitki tiirleri arasinda karigikliklar olabilecegi gibi, farkli bitki tiirlerinden
kaynakli olumsuz etkilerde yasanabilmektedir. Buna benzer olumsuzluklarin
Onlenmesinin birinci yolu, tibbi ve aromatik bitkilerin dogal ortamlarda kiiltiire

alinmasidir.

Bu c¢aligma kapsaminda kullanilan kantaron, melisa, ekinazya ve dag cay: kiiltiire
alinmis bitki tiirlerinden olup dogal ortamlarda yetistirilmektedir. Bitkiler, ¢igeklenme
donemleri dikkate alinarak hasat edildi ve fitokimyasal caligmalar i¢in hazir hale
getirildi. Yapilan calismalar ile aktivite ve fitokimyasal igerikleri arasindaki iliskiler

belirlendi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Kantaron

Hypericum cinsi Clusiaceae familyasi ve Hypericoideae alt familyasma dahil olup
diinyada yaklasik 400 tiirii kapsamaktadir (Curtis & Lersten, 1990). Avrupa, Asya,
Avustralya ve Amerika’nin bir kisminda bulunan Hypericum cinsinin Avrupa’da 10
(Wichtl, 1986), Tirkiye’de ise 70 tiirtine rastlanmistir (Baytop, 1999). Hypericum
perforatum L. (sar1 kantaron) iilkemizde Marmara, Karadeniz, Ege, Orta ve Dogu
Anadolu, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bolgelerinde yayilis gostermektedir (P.
Davis, Mill, & Tan, 1988; P. H. Davis, 1965; Giiner, Ozhatay, Ekim, & Baser, 2000).
Sar1 kantaron, bin bir delik otu, kanotu, kili¢ otu, koyun kiran, kuzu kiran, mayasil otu
ve yaraotu gibi yoresel isimlerle bilinmektedir (Baytop, 1999). Eskiden beri yaralar1 iyi
edici olarak bilinen sar1 kantaron, son zamanlarda klinik deneyler sonucunda
antidepresan aktivitesi kanitlanan ve diinyada kullanimi yaygin hale gelen tibbi bir
bitkidir (De Smet & Nolen, 1996; Linde et al., 1996). Kanser, Seker hastaligi, kronik
romatizma, mide tlseri, mide bagirsak hastaliklari, ditiretik yatistirici, karaciger-safra
rahatsizliklari, sarilik, bronsit, diyare ve dizanterinin (Duke, 1985), yani sira bogaz
enfeksiyonlar: (Tlimen & Sekendiz, 1989), soguk alginliklari, kurt diisiiriicii, antiseptik
yara iyilestirici (Baytop, 1999; Ozyurt, 1992)(Duke, 1985; Ozyurt, 1992; Baytop, 1999)

olarak da kullanilmaktadir.

Hypericum perforatum L. diinyada oldukga fazla tiiketilmektedir. Almanya’da yillik
tiketilen drog miktarmin 600 ton oldugu bildirilmistir (Plescher & Frobus, 1995).
Tiiketilen bu hammaddenin biiylik bir boliimii bitkinin kiltiirii yapilarak saglanirken,
belli bir kism1 da degisik iilkelerin florasindan toplanmaktadir. Ancak hem iiretimle elde
edilen ve hem de floradan toplanan ham materyalin belli kalite kriterlerine sahip olmasi
istenmektedir. Yapilan birgok calismada sari kantaron bitkisinin drogunda %0.1-0.3

oraninda dianthron (hiperisin pseudohypericin ve hiperisine benzer maddeler),



flavonoit, %3 hiperforin, %0.2-1 ugucu yag ve tanenli maddelerin bulundugu
belirtilmektedir (Berger, Buckard, Biiter, & Schaffner, 1996; Bomme, 1997; Wichtl,
1986).

Sekil 2.1. Karaman ili Sariveliler ilgesi 1950 m yiikseklikte bulunan Ugtas mevkisinde
yetistirilen Kantaron bitkisi (Resim Serkan Kii¢iik, 23.05.2013)

Bitkinin etken maddesi olan hiperisinin ¢ok sayida viriise kars1 etkili olmasi1 nedeniyle

AIDS tedavisinde kullanilabilecegi de belirlenmistir (Couldwell et al., 1994).



Sekil 2.2. Hiperisin

Bati iilkelerinin birgogunda 6nemli bir tibbi bitki olarak tanimlanan bu bitkiye ihracat
ve ithalat konusunda ¢ok 6nem verilmektedir. Floramizda yaygin bulunan sar1 kantaron
hem ig¢ tiikketimde kullanilmakta hem de ihra¢ edilmektedir. Ancak iilkemizde ithal izni
verilen ve igeriginde sar1 kantaron bulunan preparatlar bulunmaktadir (Ozgelikay, Sar,
& Asil, 1989). Tibbi ve ekonomik acidan énemli olan bu bitki floramizda yaygin olarak

bulunmasina ragmen tarla kosullarinda oldukga sinirli tiretime sahiptir.

2.2. Ekinezya

Enfeksiyonlarla savasan beyaz kan hiicrelerimizin sayisini arttirdigi ve bodylece
savunma sistemimizi gliclendirdigi bilinen ekinezya bitkisi, gecmisten giinlimiize tibbi
amaglarla kullanilmistir. Kuzey Amerika'dan diinya geneline yayilan ekinezyanin,
Amerikan vyerlileri tarafindan; yara ye yanik iyilestirici, kabakulak, bocek 1sirmasinda,
agiz ve yutak dezenfektani olarak, karin ve bas agrisinda agr kesici olarak, oksiirtik,
soguk alginligi, kizamik ve bel soguklugu gidermede, yilan 1sirmasinda ve
zehirlenmelerde panzehir olarak kullanildigi arastiricilar tarafindan aktarilmaktadir.
(PRICA, ROTAR, & SIMA, 1998)(Muntean ve ark. 1998). Bitkinin kullanimini
yerlilerden 6grenen H.C.F. Meyer 1870'lerde ekinezyadan gelistirdigi kan temizleyici
"blood purifier" adli ilacini birgok hastaligin tedavisinde kullanmigtir. (Mat, 2002).



Sekil 2.3 Karaman ili Sariveliler ilgesi 1950 m yiikseklikte Ugtas mevkisinde
yetistirilen Ekinezya bitkisi (Resim Serkan Kiigiik, 23.05.2013)

Ekinezyaninn beyaz kan hiicrelerine etkisi ilk kez 1915'te yayinlanmigtir. Avrupa'da
artan talebi karsilamak igin iiretim c¢alismalar1 yiiriitilmiis ve G. Madaus tarafindan
1939 yilinda E. purpurea tohumlari ile ilk tiretim gergeklestirilmistir. 1950-1960 yillar1

arasinda belirli ekinezya tiirleri Merkez Avrupa ve Rusya’da kiiltlire alinmustir.

2.3. Melisa

Melissa officinalis L. (Lamiaceae, Labiatae) ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Dabhilen,
gastrointestinal sistem rahatsizliklarinda karminatif ve spazmolitik olarak; ayrica
gerginlik, huzursuzluk, irritabilite ve uyku sorunlarinda sedatif olarak daha ¢ok
inflizyon ve tentiirleri halinde, siire kisitlamasi olmaksizin kullanilmaktadir.

Dioscorides’in Materia Medica isimli eserinde, Melissa officinalis (melissophullon)



dekoksiyonunun akrep sokmalarina ve dis agrisina kars1 kullanildig1 belirtilmis, ayrica
kadinlarin menstruasyon doneminde banyo olarak kullanmalari tavsiye edilmisti
(Dioscorides, Osbaldeston, & Wood, 2000). ibn-i Sina’nin yazmis oldugu “El-Kanun
fi’t-Tibb” adl1 eserde ogulotu, “Bazrencbuyeh” adiyla gecmekte; ‘biitiin balgam cinsi
hastaliklarla sevdavi hastaliklar iizerine etkilidir, agiz kokusuna iyi gelir, sevdavi
kasintilarina iyi gelir, beyindeki tikaniklar1 ve nefes darligini giderir, kalbi ferahlatir,
sindirim i¢in uygundur ve higkiriga hayirlidir” olarak yer almaktadir (Sina, 2000).
Bulgaristan tibbi bitkileri arasinda yer alan ogulotu, bu iilkede de geleneksel olarak
antispazmodik ve sedatif oldugu kadar hipotansif amagla da kullanilmaktadir (Ivanova,
Gerova, Chervenkov, & Yankova, 2005).

M. officinalis L. bitkisinin Turkiye'de M. officinalis L. subsp. officinalis, M. officinalis
subsp. altissima (Sm.) Arcangeli ve M. officinalis subsp. inodora (Bornm.) Bornm.
olmak {izere 3 alt tiiri yetismektedir (Baytop, 1999; Tan, 1982). Bunlardan yalnizca M.
officinalis subsp. officinalis tedavide yatistirici, midevi, gaz soktiiriicti, terletici ve
antiseptik etkileri nedeniyle kullanilmaktadir (Baytop, 1999). Bu kullanimlarin diginda
bitkinin toprak ustu kisimlariin Sakarya yoresinde, depresyon ve migren tedavisinde,
Kirklareli yoresinde ise astim, kalp rahatsizliklari, diyabet ve bronsit tedavilerinde
kullanildig: bilgileri mevcuttur (Kiiltiir, 2007; Saskara, Hiirkul, & Giiveng; Uzun et al.,
2004)(Baykan, 2011, Kiiltiir, 2007, Uzun et al, 2004)



Sekil 2.4. Karaman ili Sariveliler ilgesi Ugtas mevkisinde yetistirilen Melisa bitkisi
(Resim Serkan Kiigiik, 23.05.2013)

M. officinalis bitkisinin terapotik etkisi esas olarak salgi tiiylerindeki ugucu yagdan
kaynaklanmaktadir. Bitki ¢ok az miktarda ugucu yag tasidig: i¢in ilk arastirmalar
bitkideki ugucu yagin miktari {izerinde yogunlagmistir. 19. yy'in sonlarinda baslayan bu
calismalar, bitkideki ugucu yag miktarinin gesitli faktdrlere bagli oldugunu gostermistir.
Bitkinin yetistigi yer, iklim, gelimse evresi, toplama zamani, kuruluk derecesi,
depolanma sekli ve ugucu yag elde etme yontemi, ugucu yag miktarinda etkili olan
parametrelerdir (Kodil, 1988). Ucucu yagm % 18,5'ini monoterperiik hidrokarbonlarin,
% 81,5’in1 de oksijen tasiyan terpenlerin olusturdugu belirlenmistir. Diger ana
bilesenler olarak hidroksisinnamik asit tiirevleri (% 4-7) O6nemli yer tutmaktadir.
Rozmarinik asit ve daha az miktarlarda olmak tizere p-kumarik, kafeik ve klorojenik
asitler bu grup etkin maddelerin bilesenleri olarak kabul edilir. Drogta ayrica benzoik
asitler (gallik asit, protokatesik asit, phidroksi benzoik asit, gentisik asit, vanilik asit ve
siringik asit) ile flavonoitler (apigenin, luteolin, kersetin, kemferol glikozitleri, naringin,
hesperidin, naringenin, luteolin-3'glukuronit); triterpenler (ursolik asit, oleanolik asit,



betulinik asit, betulin) ve feniletanoit glikozitleri de bulunmaktadir (Thomson Medical
Economics,2000).

Uzun yillardir tibbi amagla kullanilan bir bitki olan M. officinalis iizerinde yapilan in
vitro, in vivo ve klinik ¢alismalar, ugucu yaginin ve degisik polaritelerdeki ekstrelerinin
cesitli biyolojik aktivitelere sahip oldugunu goéstermistir. 1974-2007 yillar1 arasinda
yapilmis ¢alismalar, antiviral, antibakteriyal, antifungal, antioksidan, antiiilser,
antispazmodik, hipolipidemik, sedatif, sitotoksik ve Alzheimer hastaligina karsi etkiler
basliklart altinda Baykan Erel (2011) tarafindan derlenerek monograf halinde
yaymlanmistir. Bitki {izerinde 2007’den sonra yapilan biyolojik aktivite calismalarini,
izole sigan aortunda vazorelaksan etki, insan kolon kanseri hiicrelerinde koruyucu etki,
antioksidan etki, antikonviilzan, noroprotektif etki ve antiglikatif etki olarak
degerlendirebiliriz. Yapilan bir calismada kanathi kiimes hayvanlarinda biiylimeyi
hizlandirmak i¢in M. officinalis L.’in, Cratacgus oxyacantha Thuill. ve Achillea
millefolium L.’la birlikte besleyici ve antioksidan amagla yer aldigi, ayrica lipit
oksidasyonunu diisiirdiigii tespit edilmistir. Bitki homeopatide menstrual bozukluklarda

kullanilmaktadir.

2.4. Dag cay1

Geleneksel halk ilaglar1 arasinda ada ¢ayi adiyla bilinen bitkiler genellikle Salvia ve
Sideritis cinsine ait tiirlerdir. Oldukga iyi taninan Salvia cinsinin adi da etimolojik

acidan Latince “iyilesmek” anlamina gelen Salvare’den gelmektedir.

“Adagay1, dag cay1 ve yayla ¢ay1” gibi isimlerle {ilkemizde bilinen tiirler Salvia L. ve
Sideritis L. cinsleri altinda toplanmakta ve ¢ogu zaman “adagay1” olarak satin alinan
bitkisel triinleri igermektedir (Yilmaz & Giliveng, 2007). Tirkiye’de dogal olarak 96

Salvia tiirii yetismektedir ve bunlarin yaklasik yarisi tilkemiz i¢in endemiktir (Hedge,



1982; Senol et al., 2010). Ulkemizde adagay1 olarak bilinen bitkilerin dahilen ve haricen
cok sayida geleneksel kullanimi oldugu tespit edilmistir. Bunlar arasinda sindirim
sistemi (istah acici, gaz soktiiriicli, mide agrilarini giderici), solunum sistemi (Oksiiriik
kesici, bronsit ve astima kars1), bagisiklik sistemi (enfeksiyonlara ve soguk algimligina
kars1, antiseptik, yara iyilestirici) ile ilgili durumlardaki kullanimlar kaydedilmistir.

Bunlar arasinda mevcut ¢alismayi ilgilendiren agri kesici kullanimlar da s6z konusudur.

Sekil 2.5 Karaman ili Sariveliler ilgesi 1950 m yiikseklikte Ugtas mevkisinde
yetistirilen Dag ¢ay1 bitkisi (Resim Serkan Kiiciik, 23.05.2013)
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Bitkisel Materyal

Bitkiler Karaman-Sariveliler ilgesi Uctas mevkiin’ den (1950 m) toplandi. Bitki
ornekleri hasat isleminden sonra, toprak istii kismi giines 1s181na maruz birakilmadan
oda sartlarinda 4 hafta siire ile kurutuldu. Kurutma isleminden sonra, her kisim ayr1 ayri

paketlenerek, laboratuvar ortaminda saklandi.

Bu calisma Karatekin Universitesinin farkli boliimlerinde gerceklestirildi. Ekstraksiyon,
islemleri Bitki Arastirma Laboratuvari’nda, antibakteriyel aktivite testleri Karatekin
Universitesi ~ Saglik  Bilimleri  Fakiiltesi Beslenme ve Diyetetik Béliimii
Laboratuvari’nda, anti kanserojen aktivite testleri ise Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii

Laboratuvari’nda yapildi.

3.2. Mikroorganizmalar

Bu ¢alismada; Genislemis Spektrumlu Beta Laktamaz (ESBL) Escherichia coli (ATCC
35218), Metisilin Direngli S. aureus (MRSA) (Klinik izolat), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 700603), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterococcus faecalis
(ATCC 291212) bakteri suslar1 kullanildu.
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3.3. Disk Difiizyon Yontemi

Bitki ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesini arastirmak amaciyla disk difiizyon
yontemi (CLSI-2012) uygulandi. Bitki ekstraktlari, etken madde igerigi 200mg/ml
olacak sekilde Dimetil siilfoksit (DMSO) ile sulandirildi ve membran filtreler (0.45 pm)
yardimiyla steril edildi. Bitki ekstralarindan, 6mm’lik bos antibiyogram disklerine 20ul
emdirildi ve 30°C’de kurutuldu. Test edilecek mikroorganizmalar % 0,9’luk fizyolojik
tuzlu su igerisinde 0.5 McFarland (10° cfu/ml)’e gore ayarlanarak siispanse edildi. Bu
bakteri siispansiyonlarindan steril ekiivyonlar yardimiyla alinan o6rnekler Mueller-
Hinton Agar (MHA) yiizeyine yayildi. Daha sonra kurutulan diskler steril pens
yardimiyla bakteri ekimi yapilan MHA yiizeyine belirli araliklarla yerlestirildi.
Arastirmada Gentamisin (10 pg/disk, Bioanalyse) diskleri pozitif kontrol olarak
kullanildi. Besiyerleri 18-24 saat siireyle 35°C’de inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda

7 mm’den daha biiyiik olan inhibisyon zonlar1 kaydedildi.

3.4. Broth Mikrodiliisyon Yontemi

Bitki ekstraktinin bakteriler iizerine minimum inhibitér konsantrasyonu belirlemek
amaciyla, doksan alti kuyucuklu mikroplaklarda broth mikrodiliisyon yontemi (CLSI-
2012) kullanildi. Testte kullanilan tiim kuyucuklara 100 pl katyon ayarli Mueller-
Hinton Broth (MHB) konuldu. Daha sonra ilk siradaki kuyucuklara DMSO ile
sulandirilmis bitki ekstraktlarindan (50 mg/ml) 100 pl eklendi. Iki katli seri sulandirma
yapilarak 25 mg/ml ile 0.8 mg/ml sinirlar1 arasinda bitki ekstrakti konsantrasyonlari
elde edildi. Daha sonra tiim kuyucuklara 5x10° cfu/ml bakteri siispansiyonlarmdan 10
ul eklendi. Her bakteri icin bitki ekstrakti icermeyen bir kuyucuk pozitif kontrol olarak
kullanilirken, bakteri eklenmemis bir kuyucuk negatif kontrol amaciyla kullanildi.
Mikroplar 35°C’de 16-20 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda bulanikligin olmadig
son diliisyon kuyucuklart minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degeri olarak

belirlendi.

12



3.3. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (HPLC)

Melisa, Kantaron, Ekinezya ve Dag c¢ay1 ekstrelerinin fenolik bilesen igerigi Agilent
Poroshell 120 EC-C18 marka, 1260 Infinity HPLC Sistemi, 6210 LC/MC dedektorii ve
ZORBAX (4,6 x 100 mm, 3,5 pm) kolonu ile belirlendi. Ultra saf su ¢ozeltisi ile % 0.1
formik asit ve asetonitril hareketli faz olarak kullanildi. Programlama yapilirken akis
hiz1 0.4 ml/dk, enjeksiyon hacmi 5 pL ve kolon sicakligi 35 °C olarak ayarlandi. Faz A
(su), B (asetonitril). Coziicii programi: 0. dakikada % 10 B; 0-1. dakikada %10 B; 1-10.
dakikada % 80 B; 10-19. dakikada % 80 B; 19-30. dakikada % 10 B olarak takip edildi.

Sekil 3.1 HPLC-TOF/MS cihaz1

Modern HPLC sistemleri istenilen akis hizinda (0.1-5 mL/dakika) dort farkli ¢oziici
sistemini izokratik, gradiyent ya da sabit sekilde pompalayabilen bir pompadan,
maddeleri yiiksek ayirma kapasitesine sahip kolondan ve ayrilan maddeleri tayin

edebilecek bir detektorden olusur. Detektorden g¢ikan maddeleri toplamaya yarayan
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fraksiyon toplayicilar sayesinde ayr1 ayri toplamak da miimkiindiir. Uygun yazilimlarla
HPLC cihazina entegre edilen bu toplayicilar preparatif olarak maddelerin ayrilmasina

olanak saglar.

HPLC sistemleri, genelde termal olarak kararli olan ve GC ile analizi miimkiin olmayan
maddelerin analizlerinde kullanilmaktadir. Yiiksek kaynama noktali, birbirine yakin
Ozelliklerdeki  polar  maddelerin  ayrim1  kolaylikla HPLC  sistemlerinde
yapilabilmektedir. Uygun detektér se¢cimi ya da enjeksiyon Oncesi tiirevlendirme
islemleri ile neredeyse biitlin termal kararli maddelerin ayrim1 ve ayrilan her maddenin

de hem kalitatif hem de kantitatif analizi yapilabilir.

HPLC sistemlerinde kullanilan, uzunluklari 100 mm ile 300 mm, g¢ap1 ise 4-6 mm
arasinda degisen tanecik biiyiikliigli 5 um boyutunda olan ¢elik kolonlar ticari olarak
mevcuttur. En yaygin olarak ters faz (apolar dolgu maddeli) ve normal faz (polar dolgu
maddeli) kolonlar kullanilir. Hareketli faz olarak da ters faz kolonlar i¢in genelde
degisik mobil faz diizenleyicilerle birlikte (TCA, TFA, Asetik Asit, Siilfiirik asit vb.) su

ve asetonitril normal faz kolonlar i¢in metanol, diklormetan vb. ¢oziiciiler kullanilir.

3.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Metanol (Merck), kloroform, etil asetat (Carlo Erba), Diklormetan, etanol (Tekkim).
Biitiin ¢oziiciiler literatiirde yer alan destilleme islemlerine tabi tutularak kullanildi.
Deiyonize su, Milipore 550 cihazindan elde edildi. NMR o6l¢limleri i¢in kullanilan
doteryumlu ¢oziiciiler: CDCl;, DMSO-ds, D,O (Merck).

Dolgu maddeleri; Silika jel (Merck 60-230 mesh), silika jel Ggss ITK tabakalari
(20x20), Alimiina ITK tabaklar1 (20x20) (Merck).
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Belirtecler: Iyot (teknik), Serik siilfat (12 g amonyum seryum(IV)siilfat + 50 mL
Derisik. Siilflirik Asit+ 450 mL Su seklinde hazirlandi).

3.5. Cihazlar

GC-MS: Perkin Elmer Clarus500

HPLC: Perkin Elmer Serisi 200 pompa Serisi 200 UV-Vis detektor
NMR: Bruker Avance |11 400 MHz 'H ve 100 MHz **C NMR
Erime Noktasi (Elektrotermal 9100 Erime Noktas1 Tayin Cihaz1)
Santrifiij (Hettich EBA20)

Doner buharlastirici (IKA)

Manyetik karistirici (IKA)

Etiiv
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4. BULGULAR

4.1. Ekstraksiyon Asamasi

Antimikrobiyal ve antiproliferatif aktivite caligmalar1 yapilan Melisa, Kantaron,
Ekinezya ve Dag cay1 bitkilerinin toprak iistii kism1 12 litre kapasiteli desikatore alindi
tizerine Metanol:Kloroform (1:1) ¢6ziicli karisimi ilave edilerek laboratuvar sartlarinda
bes giin ekstraksiyona birakildi. Siizme iglemi sonucunda ekstraktlar renkli sigelere
konuldu. Kalan bitki 6rneklerinin {istiine tekrar Metanol:Kloroform (1:1) karisimi
eklenerek tekrar bes giin ekstraksiyona birakildi. Yapilan siizme isleminden sonra ilk
ekstraktlar ile birlestirildi. Ekstraktlarin ¢oziiclileri vakum altinda 40 °C’ de
uzaklagtirildu.

Sekil 4.1 Ekinezya, Dag Cay1, Melisa, Kantaron bitki 6rnekleri
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Sekil 4.2 Sar1 kantaron, Melisa, Dag Cay1, Ekinezya bitkilerine ait HPLC-TOF/MS

kromotogrami

Arastirmada, bitki ekstraktlarinin 5 farkli standart bakteri susuna karsi antibakteriyel
aktivitesini belirlemek amaciyla yapilan disk diflizyon test sonuglar1 Tablo 1°de verildi.
Elde edilen verilere gére, MRSA’ya kars1 Dag ¢ayi, E. faecalis’e karsi Kantaron’un en
biiyiik zon c¢apini olusturdugu belirlenirken, E. coli, K. pneumoniae ve P.
aeuroginosa’ya karst tiim bitki ekstraktlariin 4 mg/ml konsantrasyonunda etkisiz

oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.1 Bitki ekstraktlariin disk diflizyon yontemine gore antibakteriyel aktivitesi

Test Etken Mikroorganizmalar ve duyarliik zon ¢aplari (mm)
Materyali madde
miktar1 | ESBL E. coli | E. faecalis | K. pneumoniae | MRSA | P. aeuroginosa

Kantaron 4 mg/ml R 12 R 12 R

Ekinezya 4 mg/ml R R R R R

Melisa 4 mg/ml R R R 11 R

Dag cay1 4 mg/ml R R R 20 R

Gentamisin 10 pl 21 14 11 18 16

R: Direngli

Bitki ekstraktlarinin 5 farkli standart bakteri susuna karsi minimum inhibitor

konsantrasyonunu belirlemek amaciyla yapilan broth mikrodiliisyon test sonuglari

Tablo 2°de verildi. Yapilan ¢alisma sonucunda en diisiik MIK degerleri, E. faecalis igin

Kantaron’da (MIK 1.5 mg/ml), ESBL E. coli, K. pneumoniae ve MRSA icin Kantaron,

Melisa ile Dag Cayr’nda (MIK 6.25-3.12 mg/ml), P. aeuroginosa icin tiim bitki

ekstraktlarinda ayn1 (MIK 6.25 mg/ml) degerde oldugu belirlendi.

Cizelge 4. 2 Bitki ekstraktlarinin broth mikrodiliisyon ydntemine gére minimum
inhibitor konsantrasyon degerleri

Test Etken Minimal inhibitér konsantrasyon (MiK) degeri (mg /ml)
Materyali | madde ESBL
miktari E.coli E.faecalis K.pneumoniae MRSA P.aeruginosa
Kantaron 100 mg/ml 6.25 1.5 6.25 3.12 6,25
Ekinezya 100 mg/ml 12.5 25 125 25 6,25
Melisa 100 mg/ml 6,25 6.25 6.25 3.12 6,25
Dag cay1 100 mg/ml 6,25 12,5 6,25 3,12 6,25
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% Verim = (40*100)/1400 = 2,80 olarak hesaplandi. Ekstraktlar ayirma islemlerine

kadar oda sicakliginda saklandi.
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Sekil 4.3 Ekinezya, Dag c¢ayi, Kantaron ve Melisa bitkilerin HelLa hiicrelerine karsi
antikanser test sonuglar1
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Sekil 4.4 Fraksiyon 69 HeLLA hiicrelerine kars1 antikanser test sonuglari

Sekil 4.5 Kersetin 1 (1), Trans-3-hydroxycotinine glu 1 (2), Sufentanil (3),
Dihydrosamidin (4), 6-Mercaptopurine (5)
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Sekil 4.6. Fraksiyon 68 HeLA hiicrelerine kars1 antikanser test sonuglari

o
o
o

OH

Sekil 4.7 Katesin (6), 4-Hydroxy-desmethylclobazam (7), Endecaphyllin x (8)
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Sekil 4.8. Fraksiyon 67 HeLA hiicrelerine kars1 antikanser test sonuglari
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Sekil 4.9. Fraksiyon 53 HeLA hiicrelerine karsi antikanser test sonuglari
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Sekil 4.10 5-Nitro-2-fenilpropilamino (9), Atenolol (10)
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Sekil 4.11 Fraksiyon 52 HeLA hiicrelerine kars1 antikanser test sonuglari

11

Sekil 4.12 Sennidin A (11)
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Sekil 4.13 Fraksiyon 51 HeLA hiicrelerine kars1 antikanser test sonuglari
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Sekil 4.14 Dihidropderidin (12), Mitotane (13), Eriodiktiyol (14), Sappanone dimetil
ether (15), Homogenisik asit (16), 2-Metoksiestron-3-glucuron (17), Dimetoksi fenil
propionik asit (18), 5-Nitro-2-[(3-fenilpropil)amino benzoik asit (19)
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Sekil 4.15 Dag Cay1 Ms sonucu

Cizelge 4.3 Yag asitleri
RT (dk) | Isim Dag Cay1 | Ekinezya | Kantaron | Melisa
16.535 Kaprik asit 6.39
18.544 Karyofilin 0.30
19.379 y-Muurolene 0.26
19.842 Laurik asit 0.52
19.963 y-Kadinen 0.15
20.043 beta-Kadinen 0.30
21.067 Karyofilin oksit 0.36
22.909 Miristik asit 0.32 2.73 1.70 1.14
24.924 Pentadesilik asit 0.69
27.487 Palmitoleik asit 0.23 0.27
27.613 Palmitik asit 21.70 30.07 25.39 31.85
32.185 Linoleik asit 34.89 15.16 29.71 13.99
32.276 Octadesatrienoik asit 20.65 31.37 43.39
32.437 Trans Linoleik asit 1.58
32.442 Oleik asit 1.52 2.23
32.568 Stearik asit 20.65 4.13 6.32
34.508 Heptakosan 0.23
34.577 Eikosenoik asit 4.85 0.16
34.840 Aragsit asit 6.13 1.09 1.08
37.306 Behenik asit 2.03 0.45
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Cizelge 4.4 Fenolik Bilesenler

RT(dKk) Isim Melisa | Dag Cay1 Ekinezya Kantaron

2.372 Gallik asit 0 0

3.19 Fumarik asit 0 140,79 21,29 0

4.506 Gentisik asit 37,29 3,88 44,61 26,99

6.96 4-Hidroksibenzoik asit 93,08 13,10 166,47 4,43

7.651 Kaffeik asit 0 0 347,86 0

8.084 Siringik asit 89,03 6,58 39,30

9.239 Rutin 1,58 1,06 33,78 0

9.368 4-Hidroksibenzaldehit 0 0 0 0

9.641 Polidatin 0 0

9.689 Ellagik asit 0 0

9.737 Skutellarin 6,30 0 0

9.769 Kuersetin-3-B-D-glukozit | 5,67 0 45,93 330,44

10.507 Sinapik asit 0

10.507 Naringin 7,93 2,19

10.619 Diosmin 263,95 22,79

10.764 Hesperidin 0 24,21

10.876 Apigetrin 0 33,31 0

11.085 Neohesperidin 0 14,58

11.951 Mirisetin 0 0

12.048 Baisalin 0 0 0

12.08 p-Kumarik asit 0 0 0 0

12.77 Protocatechuik asit etil 0 0 0 0
ester

13.01 Morin 61,99 3,96 86,72 119,80

13.123 Salisilik asit 0 6,52 0 0

14.021 Kuersetin 0 0 0 56,51

15.642 Apigenin 0 1,49 0 0

15.69 Naringenin 0 0 0 0

15.693 Kaempferol 0 0 Ofumarik

16.123 Diosmetin 0

17.712 Neoshanin 0 0 0

18.915 Eupatorin 140391 | 0 0 0

19.782 Wogonin 0 0

20.263 Galangin 0 1.08

20.536 Biochanin A 0 0 0.45

5.469 Klorogenik asit 202,55 38,18 21,22

7.089 Protosateshuik asit 5,60 77,88

7.876 Vanillik asit 2,45 30,46

12.112 Fisetin 0

15.16 Sinnamik asit 18,40 18,02

15.08 Silibinin 0

12.048 Baisalin 0

5.79 Catechin 19,03

10.619 Taksifolin 0
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasinda kiiltiire alinmis Melisa, Kantaron, Ekinezya ve Dag ¢ay1 bitkilerinin
organik coziicii ekstrelerinin antiproliferative, antimikrobiyal aktiviteleri ile fenolik
bilesenlerinin analizleri yapildi. Ayrica apolar kismi alinarak sabit yag analizleri GC-

MS ile belirlendi.

Halk arasinda ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ve bitkisel ¢ay olarak tliketilen tibbi
aromatik bitkiler ile ilgili calismalar son yillarda oldukca artmustir. Ozellikle kimyasal
ve gevresel kirliliklerden uzak ve dogal yayilig gosteren bu tiir tibbi bitkiler toplanmakta
ve aktarlarda satilmaktadir. Ancak bu durumda, farkl tiirler karistirilabilmekte ve ayni
bitkilerin kimyasal igerikleri aktarlar arasinda farkli olabilmektedir. Kiiltiire alinan ve

belirli bolge ve iklimlerde yetistirilen bitkilerde ise bu farkliliklar minimum diizeydedir.

Bu tez calismast kapsaminda arastirilan dort farkli bitkide, standartlar ile
karsilagtirilarak HPLC-TOF/MS kiitiiphanesi ile yapilan taramada, melisa bitkisinde 10
adet fenolik bilesen belirlendi. Ana bilesen Eupatorin (1403,91 mg/kg) ve diger en ¢ok

bulunan bilesenler sirasiyla; diosmin, 4-hidroksibenzoik asit, siringi¢ asit ve morin’dir.

Dag ¢aymin HPLC-TOF/MS taramasi sonucunda, klorojenik asit (202,55 mg/kg) ana
bilesen, diger bilesenler ise fumarik asit (140,79 mg/kg) ve apigetrin’dir (33,31 mg/kg).

Ekinezyanin HPLC-TOF/MS taramasi sonucunda, kafeik asit (347,86 mg/kg) ana
bilesen, diger bilesenler ise 4-hidroksibenzoik asit (166,47 mg/kg) ve morin’dir (86,72
mg/kg).

Kantaronun HPLC-TOF/MS taramas1 sonucunda ise Kuersetin-3- -D-glukosid (330,44
mg/kg), diger bilesenler morin (119,80 mg/kg) ve Kuersetin’dir (56,51 mg/kg).
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