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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

HELLEBORUS VESICARIUS (RANUNCULACEAE) BIiTKiSiNiN iCERDiGi UCUCU
YAGLARIN TAYINi VE FARKLI EKSTRELERININ
ANTIMIKROBIYEL AKTiVITELERI

Tarik KARABULUT

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal

Damisman : Yrd. Do¢. Dr. Zafer UYAR
Y1l:2014, Sayfa:56

Bu ¢aligmada Helleborus vesicarius (ranunculaceae) bitkisi kimyasal ve mikrobiyolojik olmak tizere
iki alanda incelendi. Tiri belirlendikten sonra Helleborus vesicarius (ranunculaceae) bitkisi giines
1s18indan uzak kurutuldu ve sonra 6giitiildii. Daha sonra bitki bilesenleri metanol ile ekstrakte edilerek
ham metanol ekstresi hazirlandi. Daha sonra bir dizi segici kati-sivi ve sivi-sivi ekstraksiyon
kullanilarak ham metanol ekstresi polaritesine gore sirasiyla heksan, diklorometan, biitanol ve su
fraksiyonlarina ayrildi. Bu ekstrelerden ugucu ve esansiyel yag asitlerinin zengin oldugu Heksan
ekstresi metillenerek GC-MS analizi yapild1 ve elde edilen sonuglar faydal yag asitleri agisindan
irdelendi.

Ayrica tiim ekstrelerin (metanol, heksan, diklorometan, biitanol ve su) Salmonella thyphimurium
CCM 5445, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli 0157H7 gram-negatif bakterilerine ve
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecium DSM 13590 gram-pozitif bakterilerine karsi
antibakteriyel aktiviteleri ve Candida albicans ATCC 10239 mayasina karsi antifungal aktiviteleri
agar-disk difiizyon ve minimum inhibisyon konsantrasyonu tayin yontemleriyle referans ilaglarla
karsilastirilarak ve incelendi.

ANAHTAR KELIMELER: Helleborus vesicarius (Ranunculaceae), Ugucu yaglar, Antimikrobiyel
aktivite, Dogal Bilesikler, Biyolojik Aktivite.
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In this study, Helleborus vesicarius (ranunculaceae) plant was evaluated in two areas including
chemical and microbiological. After identified taxanomically, Helleborus vesicarius (ranunculaceae)
plant was dried away from sunlight and then finely ground. Then the crude methanol extract was
prepared by extraction of the plant components with methanol. Then crude methanol extract was
separated into hexane, dichloromethane, butanol, and water fractions respectively based on increasing
polarity using a series of selective solid-liquid and liquid-liquid extractions. Out of all extracts,
Hexane extract, which is rich in essential fatty acids and volatile fatty acids, was methylated and its
GC-MS analysis was performed and the results obtained were evaluated in terms of beneficial fatty
acids.

Also antibacterial activity against Salmonella thyphimurium CCM 5445, Escherichia coli ATCC 25922,
Escherichia coli 0157H7 gram-negative bacteria and Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecium
DSM 13590 gram-pozitive bacteria and antifungal activity against Candida albicans ATCC 10239
yeast of all extracts (methanol, hexane, dichloromethane, butanol and water) were examined by agar-
disk diffusion assay and minimum inhibitory concentration assay compared with the reference drugs.

KEY WORDS: Helleborus vesicarius (Ranunculaceae), Essential oils, Antimicrobial activity,
Natural Compounds, Biological Activity.
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1.GIRIS Tarik KARABULUT

1. GIRIS

1.1. Botanik Kisim

Ranunculaceae familyas1 Ranunculales takimina bagli olan bir bitki
familyasidir. Halk arasinda adi diigiin ¢igegigiller olarak bilinir. Ranunculaceae
familyas1 ¢ok yillik otsu bitkilerden olusur. Bu familya Actaea, Adonis, Anemone,
Agulegia, Barneoutia, Caltha, Coptis, Dichocarpum, Enemion, Glaucidium,
Helleborus, Leptopyrum, Nigella, Pulsatilla cinsleri baslica olmak tizere 50 den fazla
bitki cinsi igermektedir (Pigg ve DeVore, 2005). Bu tiirlerin bazilar1 endemik olup
bazilar da kiiresel bir yayilim gosterip diinyanin bir¢ok yerinde yetismektedir. Genel
olarak yayilim gosterdikleri bolgeler kuzey ve giiney yarim kiirede iliman ve serin
bolgelerdir. Ranunculaceae familyas1 birkag¢ dikkat ¢ekici bitki tiiriine sahip olmakla
beraber, genel anlamda ekonomik agidan ¢ok 6nemli bir familya degildir. Ticari
olarak genellikle siis bitkisi olarak kullanilan tiirleri mevcuttur. Bu amagla kullanilan
stis bitkilerine 6rnek olarak Anemon, Haseki Kiipesi, Cimifuga, Clematis, Hezaren,

Helleborus, Nigella, Ranunuculus, Thalictrum ve Trollius bitkileri gosterilebilir.

Ranunculaceae familyasinin bazi tiirleri zehirli bireylere sahiptir. Ornegin
Aconitum (Kurtbogan) ve Delphinium (Saray Cicegi)  bitkileri igerdikleri
alkoloitlerden dolay1 ¢ok zehirlidirler. Aconitum (Kurtbogan) antik ¢aglarda sakat ve
yash erkeklerin 6liim cezalarinda kullanilmis olan zehirli otsu bir bitkidir.
Delphinium (Saray Cigegi) veterinerlikte viicut parazitlerini 6ldiirmekte kullanilan
tohumlar1 ¢ok zehirli otsu bir bitkidir (Pigg ve DeVore, 2005).
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Delphinium Aconitum
Resim 1.1a. Ranunculaceae familyasindan 6rnek iki bitki

Helleborus cinsi Ranunculaceae familyasina ait 6nemli bir smiftir. Bu cins,
diigiin ¢igegigiller olarak da bilinen Ranunculaceae familyasinin, kardiyak glikozit
iceren zehirli bitkilere sahip 6nemli bir cinsidir. Helleborus tiirleri doguda Akdeniz
bolgesini de i¢ine almak iizere orta Avrupa'da, batida Ingiltere, Ispanya ve Portekiz
de olmak iizere Avrupa’da yetigir. Helleborus tiirleri Avrupa kitasinin dogusu, orta
kism1 ve giineyinden Kafkasya siirlarina kadar yayilmis olarak bulunurlar.
Helleborus cinsi Tirkiye’de ise Tiirkiye'nin kuzey kiyilari ile yine Tiirkiye’nin
Gilineydogu kisimlart boyunca kendisini gosterir. Helleborus tiirlerinin bilinen
yaklasik olarak 20 tiirii bulunmaktadir. Helleborus cinsine ait bitkilerin ¢icekleri 5
yapraklidir. Helleborus’un bu ¢igek yapraklarinin kiigiik fincana benzer sekilde bitki
cigeginin gobeginin etrafini ¢evreledikleri goriiliir (Anonim, 2012). Cigek yapraklar
dokiilmeden aylarca kalabilir. Helleborus niger tarihte manolya gibi ¢ok eski

tarihlerden bu yana yetistirilen bir bahge bitkisidir.


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/ff/Aconitum_variegatum_110807f.jpg
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Helleborus niger (Noel Giilii) Helleborus purpurascens (Mor ¢opleme)

Resim 1.1b. Helleborus cinsinden 6rnek iki bitki

Helleborus bitkileri yapraklarin1 doken her tiirlii agaglarin diplerinde ve golgeli
olan kuzeye bakan kuytu yerlerde yetismektedirler. Kigs mevsiminin aylarinda fazla
kar ve yagmur yagis1 gercekleserek bitkiyi etkileyecek olursa buna bagli olarak
bitkinin yapraklarinda kararma meydana gelmektedir. Avrasya da dogmus olan
Helleborus ¢igegi kirecli, killi ve hatta balgik topraklarda daha iyi gelisir. Helleborus
tirlerindeki ¢igeklenme Subat ve Mart aylarinda goriliir. Bu cinse ait bitkiler ishal,
hemoroit, kalp yetmezligi, melankoli, adet bozukluklari, sarilik, karaciger
rahatsizliklari, gut hastalig1 ve iilser gibi rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmistir.
Ayrica idrar soktiriicii etkileri de bulunmaktadir. Helleborus’un bilinen tiirleri

asagida verilmistir (Anonim, 2012).

Helleborus viridis (Yesil ¢opleme)
Helleborus niger (Noel giilii)
Helleborus orientalis (Coplemecik)
Helleborus vesicarius (Patlak otu)

Helleborus foetidus (Kokusuk ¢opleme)

¢ % ¢ ¢ ¢ ¢

Helleborus purpurascens (Mor ¢opleme)


http://tr.wikipedia.org/wiki/Dosya:Helleborus_niger_.JPG
http://tr.wikipedia.org/wiki/Dosya:Helleborus_purpurascens3.jpg
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Helleborus thibetanus (Tibet ¢oplemesi)
Helleborus odorus (Kokulu ¢opleme)
Helleborus argutifolius (Korsika ¢oplemesi)
Helleborus abruzzicus

Helleborus atrorubens (Kirmizi ¢épleme)
Helleborus bocconei,

Helleborus foetidus,

Helleborus hercegovinus,

Helleborus liguricus,

¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢

Helleborus lividus,

Helleborus multifidus,

¢

¢

Helleborus torquatus

Helleborus cinsine ait bitkilerin ¢igeklerini gormek igin dallarin1 kaldirmak
gerekmektedir. Soguk ve ayaz gecelerin son bulmasi ve giinesin dogusu ile birlikte
sabahin ilk saatlerinde bu cinse ait bitkilerin dallar1 topraga daha da
yakinlagmaktadir. Bitkiler gilinesi goérdiigii andan itibaren ¢igekleri yiizlerini yukariya

giin 15181na dogru ¢evirmektedir.

Helleborus cinsi bitkileri yutuldugunda bas donmesi, sersemlik, susuzluk,
kulak ¢inlamasi, kusma ve bogulma hissi goriilmekte ve zehirli olmalarindan dolay1
Oliime sebebiyet verebilmektedir. Bu cins bir ¢ok iiyesi zehirli olmasina ragmen
ortagagdan itibaren bir ¢ok zehirli bitki gibi alternatif tipta kullanilmistir. Karaciger
hastaliklarinda ve bagirsak solucanlarinin diisiiriilmesinde ise yaradigi goriilmiistiir.
Galya'lilar bitki koklerinden elde ettikleri zehir ile oklarinin uglarini sivazlayarak
diismanlarin1  6ldiirmekte kullanirlarmis. Yesil ve siyah renkli olan Helleborus
cinslerinde bulunan kardiyak glikozitler yilan zehirine ¢ok yakin o6zellik

gostermektedir (Tanker ve Bing6l, 1984).



1.GIRIS Tarik KARABULUT

Resim 1.1c. Helleborus orientalis (Coplemecik)

Helleborus cinsinin Tiirkiye'de dogal olarak yetisen iki tiirii bulunmaktadir.
Bunlardan biri olan Helleborus orientalis (Coplemecik) bitkisi, Tiirkiye’de Kuzey
Anadolu'da Bolu, Kastamonu gibi illerde genis bir yayilma alanina sahiptir. Bu bitki
ormanlik alanlarda yetismektedir. Ozellikle kis mevsiminin ortasinda yapraklar
dokiilmeden kalabilen bitkinin ancak asir1 soguk havalarda yapraklarinin karardigi ve
yirtildigr goriilmektedir. Uzun siiren kig mevsiminden sonra bitkinin ¢igeklenme
donemi ortalama olarak 8-10 hafta siirmektedir. Bitkinin yapraklari, saplari ve
kokleri zehirlidir. Genellikle ormanlik alanlarin altlarinda yetismektedir. Bitki halk
arasinda Bohca otu, Kara ¢opleme, Boynuz otu, Danakiran ve Danabagirtan gibi bir
¢ok isimle anilmaktadir. Helleborus orientalis bitkisi Anadolu’nun kuzeyinde
biiyliikbag hayvanlarin bronsit hastaliklarinin ve benzeri gogiis hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica hayvanlarin derilerinde bulunan parazitlere

kars1 kullanildig1 da bilinmektedir.

Tiirkiye de yetisen diger Helleborus tiirii olan Helleborus vesicarius bitkisi ¢ok
yillik otsu bir bitki olup bahar mevsiminde Mayis ayi1 civarlarinda ¢igeklenir. Bitki
550-1300 m yiikseklik arasinda caliliklarda ve yamaglarda yetisir. Glineydogu ve
Giiney Anadolu bolgesine endemik olan bu bitki Tiirkiye’de kiigiik bir daglik alanda
yetisir. Toroslarda yetisen bu bitki halk arasinda “Patlak Otu” olarak bilinmektedir
(Anonim, 2014). Helleborus vesicarius bitkisi Giiney Anadolu, Nur Daglari,
Kahramanmaras, Gaziantep ¢evresinde yetisir. Helleborus vesicarius 6zellikle

Tiirkiye’nin giineyinde Kahramanmaras ilimiz simirlarinda ve Suriye sinirindan
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Amanos daglarinda, Tiirkiye'nin gilineyi ile kuzey Suriye arasindaki siir payindan

baslamak iizere kii¢iik bir alanda yetisir (Davis ve Cullen, 1965).

e

Resim 1.1d. Helleborus vesicarius (Patlak Otu)


https://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=-DV0DrLzUsRtDM&tbnid=YyvnVC9G-MxS9M:&ved=0CAUQjRw&url=https://www.nargs.org/photo/helleborus-vesicarius&ei=AOMCU86LH4SW0AWcq4GgAg&bvm=bv.61535280,d.d2k&psig=AFQjCNGUPes-kT74bryG-qSNaQynHNrVdA&ust=1392784466500991
http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=vFiXyZbBxaJ58M&tbnid=CJ4I9wr5uXWy5M:&ved=0CAUQjRw&url=http://johngrimshawsgardendiary.blogspot.com/2013/02/hellebores-at-ashwood-nurseries.html&ei=I-MCU43fK4OO0AXdoYC4CQ&bvm=bv.61535280,d.d2k&psig=AFQjCNGUPes-kT74bryG-qSNaQynHNrVdA&ust=1392784466500991

1.GIRIS Tarik KARABULUT

Helleborus vesicarius bitkisi govdesinin yaprakli ve meyvelerinin siskin olmasi
nedeniyle diger Helleborus tiirlerinden ayirt edilir. Bitkinin saplar ile birlikte
uzunlugu 60 cm yiikseklige ulasmaktadir (Anonim, 2012). Helleborus vesicarius
Akdeniz iklimine sahiptir. Bu nedenle kisin bitkiyi etkileyecek bir buzlanma yoktur.
Alkali toprakli zeminlerde yamag¢ yerlerde yetigir. Bitkinin kendi kokleri etli
oldugundan dolayr nemi koruma ve hapsetme Ozelligine sahiptir. Bu nedenle

sonbaharda baglayan yagislarla birlikte tekrar biiylimeye baslar.

Bitkinin agik yesil yapraklar1 {i¢ parcaya boliinmiistiir. Ocak ve Mart aylari
arasinda bitkide goriinen yesil renkli ¢igekler, ¢an seklindedir. Cigeklerin kenari
kirmizi veya kahverengi olabilir. Bitkinin ¢i¢ekleri her tag yapraginin yarisi kadar
uzunlukta bitkinin ucuna dogru ve renkleri mordur. Helleborus vesicarius igerdigi
kardiyak glikozitler nedeniyle zehirli bir bitki tiiriidiir. Fakat gliniimiizde birgok bitki
cok toksik olmalarima ragmen kontrolli kullanildiklarinda tedavide yararh

olabilmektedir.

Helleborus vesicarius’un tohumlari riizgarli havalarda etrafa dagilirlar. Bitki
yaz aylarinda uyku halindedir. Bitkinin biiyiime ve olgunlagsma siireci sonbahar
mevsiminde Kasim ayinda baslamaktadir. Bitkinin ¢igeklenmesi Subat, Mart ve
Nisan aylarinda baslar. Bitki ile ilgili yeterli ve kayda deger ¢alismalar yapilmamis
olmas1 da bu bitkinin gizemli ve dikkat ¢ekici hale gelmesine sebep olmaktadir.
Gilintimiizde gelismekte olan ve her gegen giin degeri artmakta olan alternatif tip
alanin1 diisiindiigiimiizde bu bitki ile ilgili ¢calisma bulunmamasi bitkinin bu agidan

ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir.

1.2. Kimyasal Kisim

Ucucu yag asitleri

Yaglar, kimyasal yapis1 gliseritten olusan bitkisel ve hayvansal iirlinlerin
hepsine ortak verilen isimdir. Kimya ve biyokimyada, yag asidi, genelde uzun,
alifatik kuyruklu bir karboksilik asittir. Yag asitleri, zincirlerinde en az 4 en fazla 24
karbon atomu bulunan organik asitlerdir. Molekiil yapilarinda c¢ift baglarin varligina

gore doymus ya da doymamis yag asitleri olarak ikiye ayrilirlar.

7
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Normal basingta diisiik kaynama veya buharlasma sicakligina sahip olan,
ozellikle iskembe iceriginde veya silajda bulunan organik asitlere ugucu yag asitleri
adi verilir. Bunlara enerji metabolizmasinda kullanilan ve diisiik sicaklikta az 1s1 ile
ucabilen propiyonik, biitirik ve sirke asidi gibi organik asitler drnektir. Yag asitleri
insan viicudu i¢in ¢ok 6nemlidir. Insan metabolizmasimnin omega-3 yag asidine
gereksinimi daha anne karninda baslar, ¢ocukluk, ergenlik, yetiskinlik ve yaslilik
boyunca bu ihtiya¢ devam eder (Valentine ve ark., 2004).

Doymus yag asitleri: Doymus yag asitlerinin zincirlerinde ¢ift baglar veya
baska fonksiyonel gruplar bulunmaz. "Doymus" terimi hidrojenle iliskili olarak
kullanilir. Karboksilik asit [-COOH] grubundaki karbon disindaki diger karbonlarin
olabildigince ¢ok hidrojenle bag kurmus oldugu anlamini tasir. Hayvanlarin yag
dokular1 biiyiik miktarda uzun zincirli doymus yag asitleri igerir. IUPAC adlandirma
sisteminde yag asitlerinin isimleri "-oik asit" ekiyle biter. Yaygin adlandirma
sisteminde kullanilan ek ise "-ik asit"tir. Doymus yag asitlerine, Butirik, Laurik
(dodecanoic acid), Miristik (tetradekanoik asit), Palmitik (heksadekanoik

asit),Stearik (octadecanoic acid), Arasidik (eicosanoic acid) asitleri 6rnek verilebilir.

Doymamus yag asitleri: Doymamis yag asitleri benzer sekillidir, ancak zincir
tizerinde bir veya daha fazla alken grubu vardir. Bir alken grubunda, bir "-CH2-CH2-
" bag yerine "-CH=CH-", yani birbirine ¢ift bagla baglanmis iki karbon vardir. Bir
alken grubunun iki yaninda ona bagli olan karbon atomlari ya cis ya da trans
konumda olabilir. Doymamis yag asitlerine, Alfa-linolenik asit, Dokosaheksaenoik
asit, Eikosapentaenoik asit, Linoleik asit, Oleik asit, Eriisik asitleri ornek verebiliriz.
Alfa-linolenik, dokosaheksaenoik, ve eikosapentaenoik asitler omega-3 yag
asitlerindendir. Linoleik asit ve arasidonik asit omega-6 yag asitlerindendir. Oleik ve
erusik asit omega-9 yag asitlerindendir. Doymamis yag asitlerinden olan ve vitamin
F adi da verilen linoleik, Linolenik ve arahidonik asit esansiyel yag asitleri olarak
bilinir. Bu yag asitleri hayvan organizmasi tarafindan sentez edilemedikleri igin

gidalar ile disaridan alinmalar sarttir.

Doymamig yag asitleri g¢ogunlukla omega-3 ve omega-6 yag asitleri
formundadir. Omega 3 (alfa-linolenik asit), Omega 6 (linoleik asit) ve Omega 9
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(oleik asit)'dan olusan omega yag asitlerinin beyin gelisimi, bagisiklik sisteminin
giiclenmesi, koroner kalp hastaliklarinin 6nlenmesi gibi fonksiyonlar1 bulunmaktadir.
Yetersizliklerinde insanlarda ciltte kuruma gibi baz1 deri hastaliklari, astim, artritis,
bliylimede gerileme, seker ve kanserin bazi tiirlerinin yaninda 6grenme eksikligi de
goriilmektedir (Watkins, 1991). Omega-3 yag asitlerinin, kirmizi hiicrelerin
dayanikliligini arttirdigi, kanin viskozitesinde azalmaya yol actig1 ve bdylece kilcal
damarlarla beslenen dokulara oksijen teminini kolaylastirdigi da bilinmektedir.
Ayrica bu yag asitleri hipertansiyona da iyi gelirler (Leaf ve Weber, 1988). Omega-3
hakkinda kalp-damar hastaliklarina, allerjive iyi geldigine, bagisiklik sistemini
giiclendirdigine,  sinirsel  bozukluklar1  Onledigine  yonelik  caligmalarda
bulunmaktadir. Bunlara ilaveten omega-3 yag asitlerinin prostaglandinlerin
sentezinde gorev almalart ve beyin ile retinanin normal gelismesi i¢in gerekli
olmalarinin yan1 sira kardiyovaskiiler bozukluklar ile iligkili hastaliklarin
insidansinida azalttig1 (Farrell, 1992), viicuttaki bagisiklik fonksiyonlarinin kaybini

geciktirici rol oynadigi da rapor edilmistir (Lewis ve ark., 2000).

Esansiyel yag asitleri dogal kan inceltici 6zellige sahip olup, kalp krizine yol
acabilen kan pihtilagmasini 6nleyebilmektedirler. Bu yag asitleri, artrit ve otoimmiin
hastaliklarinin  semptomlarin1  hafifleten dogal iltihap giderici bilesikler de
icermektedirler. Esansiyel yag asitleri viicuda yeteri kadar alinmazsa kepek, egzema,
catlak tirnaklar, mat ve kirilgan saglar gibi deri sorunlar1 ortaya ¢ikar.
Prostaglandinler hormon benzeri maddeler olup enzimatik olarak yag asitlerinden
uretilirler ve viicuttaki, iltihaplanma, agri, siskinlik, tansiyon, kalp, bobrekler,
sindirim sistemi ve vilcut sicakliginin diizenlenesi gibi bir¢ok faaliyeti
diizenlemekten sorumludurlar. insanlar omega-3, omega-6, omega-9 gibi yag asitleri
yoniinden zengin gidalarla beslenmelidirler. Doymamis yag asitleri bakimindan
zengin besinler tliketildiginde, kan plazmalarinda HDL artisina bagli olarak
kolesterol miktarinda diisiis goriilmektedir. Ayrica kalp-damar hastaliklarindan
kaynaklanan o6lim oranlarinda goézlenen belirgin artislardan dolayr insanlar bu
hastaliklarin 6nemli bir nedeni olarak bilinen hayvansal yaglardansa daha saglikli
beslenmek i¢in doymamis yag asitleri ihtiva eden gidalara yonelmelidir (Esecelli ve
ark.2006).
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1.3. Biyolojik Kisim

1.3.1. Antimikrobiyel aktivite ¢calismalari

Mikroorganizmalarin ¢esitli tlirleri  bulunmaktadir. Mikroorganizmalarin
yasadiklar1 yerler atmosfer tabakalar1 ve yer kiiredir. Mikroorganizmalar denizlerde,
okyanuslarin derinliklerinde, atmosferin birgok tabakasinda, yer kiirenin oldukga dip
kisimlarinda, gelismis canlilarin deri ve bagirsaklarinda ve ekosistemin her
bolgesinde yasamlarina devam etmektedirler. Yasam alanlarina dikkat edildiginde,
boyutlar1 mikroskobik olan bu tir canlilar yasamimizin her alaninda

yasayabilmektedirler (Christner ve ark., 2008).

Mikroorganizmalar, hiicre biiyiikliiklerine, hiicresel yapilarina ve yasama

ozelliklerine gore 4 ana sinifa ayrilirlar:
1. Bakteriler
2. Mantarlar
3. Viriisler
4. Parazitler

Mantarlarla ilgilenen bilim dalina mikoloji, bakterilerle ¢alisan bilim dalina
bakteriyoloji viriislerle ilgilenen bilim dalma viroloji, parazitlerle ilgilenen bilim

dalina parazitoloji ve bagisiklik ile ¢alisan bilim dalina immiinoloji ad1 verilir.

Bakteriler prokaryotik mikroorganizmalarin biiyiik bir kismini olusturmaktadir.
Genel olarak birka¢ mikrometre uzunlugunda olan bakteriler kiireden ¢ubuksu ve
sarmal sekle olmak tizere bir¢ok sekle sahiptir. Bakteriler toprakta, suda, asidik sicak
kaplica sularinda, radyoaktif atiklarda (Fredrickson ve ark., 2004) yerkabugunun
derin katmanlarinda bulunurlar. Bakteriler bitki ve hayvanlarla simbiyotik ya da
parazitik yasam siirerler. Bakterilerin insanli uzay araclarinda bile {iredigi
bilinmektedir (Anonim, 2007). 1 gram toprakta yaklagik olarak 40 milyon bakteri
hiicresi ve 1 mililitre tatli suda yaklasik olarak 1 milyon bakteri hiicresi
bulunmaktadir. Yeryiiziinde yaklasik olarak 5x10% bakteri bulunmaktadir (Whitman
ve ark., 1998) ve bu miktar diinyadaki tim bitki ve hayvanlarin olusturdugu
biyokiitleden daha fazladir (Hogan, 2010).
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Bakteriler g¢esitli Ozellikleri bakimindan smiflandirilirlar. Bu 6zellikleri;

sekilleri, solunumlari, beslenmeleri ve boyanmalari olarak sayilabilir.

Gore

Sekil 1.3a. Bakterilerin Simiflandirilmasi

11
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Bu siniflandirmalar arasinda 6zellikle Gram pozitif ve Gram negatifliklerine
gore smiflandirma en yaygin siniflandirma olup, bilimsel arastirmalarda bakterileri
kategorize etme agisindan sik¢a kullanilmaktadir. Gram boyasi ile boyandiginda
mavi-mor renk veren bakterilere gram (+), kirmizi-turuncu renk veren bakterilere ise
gram (-) bakteriler denir. Bakterilerin hiicre ¢eperinin &zelliklerinden dolayr farkli
renkler ortaya ¢ikmaktadir. Gram (+) bakteriler kalin ve peptidoglikandan olusmus
tek katmanli bir ¢epere sahipken, gram (-) bakterilerde ise ilk tabaka karbonhidrat ve
proteinlerden, ikinci tabaka ise yine peptidoglikandan olusmak {izere iki ince

katmanl1 hiicre ¢eperi bulunmaktadir (Gram, 1884; Hugenholtz, 2002 ).

Mantar ise genel olarak maya ve kiif gibi mikroorganizmalar1 igeren biiyiik bir
Okaryotik organizma grubunu teskil eder. Mantar krallig1 bitkilerden, hayvanlardan,
bakterilerden ve protistlerden farkli olarak siniflandirilan bir canli grubudur. En
biiyiik farklardan birisi mantar hiicreleri bakterilerin hiicre duvarindan ve bitkilerin
seliiloz igeren hiicre ¢eperinden farkli olarak kitin i¢eren bir hiicre duvarina sahiptir.
Diinya ¢apinda olduk¢a bol bulunan mantarlar kii¢iik yapilarindan ve toprak ve o6l
maddedeki gizli yasamlarindan dolay1 ve bitki ve hayvanlarin ortakyasar1 olarak pek
gbze carpmaz. Fakat mantar (gobelek) ya da kiif olarak ¢ogaldigi zaman oldukga
gbze carpan bir form alir. Organik maddelerin bozunmasinda ve besin dongiisii ve
degisiminde mantarlar ¢ok Onemli rollere sahiptir. Insanlar ¢ok uzun zamandir
mantarlar1 direkt mantar (gobelek) yiyecegi olarak, ekmek i¢in hamur eksitmesinde,
yogurt, sarap, soya sosu gibi yiyecek ve igeceklerin olugsmasinda kullanmaktadir.
Mantarlar 1940’lardan ber1 antibiyotik iiretiminde ve son zamanlarda da endiistriyel
ve deterjan igerisinde kullanilan bir¢ok enzimin tiretiminde kullanilmaktadir. Tiim bu
faydalarin yan1 sira mantarlar saghik acisindan oldukca tehlike de arz
edebilmektedirler. Mantarlar iiretilmis tiim maddelerin ve insa edilmis binalarin
yapisina zarar vererek bozunmasina sebep olabilir. Ayrica insan ve hayvanlara karsi
olduk¢a zararli patojenler de olabilirler. Fungal hastaliklardan dolayr ekin ve
tirtinlerin kayb1 insan yiyecek kaynaklari ve 6zellikle yerel ekonomiler tizerine ciddi

zararl etkileri olabilir.

Tiirii ne olursa olsun baz1 mikroorganizmalar ekosistemde yasamin devamai igin
gerekli iken bazi mikroorganizmalar da patojenik olup ¢ok tehlikeli hastaliklara hatta

insan, hayvan ve bitkilerin 6limlerine neden olmaktadir (Anonim, 2002). Kizamik,
12
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cocuk felci, kolera, grip, ucuk, Hepatit B, Aids, Verem gibi bir¢ok hastaligin sebebi
mikroplardir. Hastaliga sebep olan zararli mikroorganizmalar, virlis ve bazi
bakterilerdir. Mikroorganizmalar c¢esitli yollarla insan viicuduna girerler.
Tiikettigimiz gida ve yiyeceklerle agiz yoluyla, burundan solunum yolu ile havadan,
suyolu ile deri yaralanmasinda kan ile kirli ortamlarda gz ve kulak yolu ile ayrica
bocekler, pire, veba, sivrisinek, sitma, karasinek gibi mikrop tasiyicilar sebebiyle

insan viicuduna girerek yukarida saydigimiz bir¢ok hastaliga sebep olurlar.

Diinya saglik orgiitiiniin diinya capindaki oliimler ve sebepleri {lizerine yaptigi
“Diinya Saglik Raporu” isimli arastirmada (2004) bulasict ve parazitik hastalik
kaynakli Oliimlerin tiim Oliim oranlart arasinda % 23’lik ¢ok onemli bir yer
tuttugunu ortaya koymustur. Sekil 1.3b’de bu enfeksiyonlar ve sebep olduklar1 6lim

orani say1 ve yiizde olarak verilmektedir.

Enfeksiyon Nedenli Olim Oranlari ve
6,95%
Sayilari
4,87%
2,75%
| l
| 0.307% |

Solunum HIV/AIDS ishalli Tiiberkiiloz Malariya Cocuk Menenjit
Hastaliklan Hastaliklar Hastaliklan
4.03 Milyon 2.82Milyon 1.83Milyon 1.6Milyon 1.29Milyon 1.14Milyon 0.17 Milyon

Sekil 1.3b. Enfeksiyon hastaliklarinin sebep oldugu 6liim sayilari.
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Bakterilerin sebep oldugu bazi hastaliklar asagida verilmistir.

©e

¢ 9 ¢ ¢ ¢ % 9 ¢

%

%

Orta Kulak iltihab

Cocuk Felci

Sucicegi

Kabakulak

Soguk Alginlig

SARS (Agir Akut Solunum Yolu Yetersizligi)
Kuduz

Aids

Zatire

Menenjit

Kizamik

Mantarlarin sebep oldugu bulasici olan ve ¢ok ¢abuk yayilabilen hastaliklarda

asagida verilmistir.

©e

©e

©e

El Mantar1

Ayak Mantar1

Viicut Mantar1

Ag1z Mantari

Kasik Mantar1

Sag¢ ve Killi Deri Mantari
Cinsel Uzuv Mantari

Tirnak Mantari.
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Gliniimiiz diinyasinda bu zararli mikroorganizmalara karst verilen savasta
Ozellikle bakterilerin antibiyotiklere kars1 gosterdikleri direng, insan saglig1 agisindan
en biiyiik tehlikelerden birini olusturmaktadir. Bundan dolay1 yeni antibiyotiklerin
yaninda, bakterilerin antibiyotiklerin etkisini azaltan veya yok eden enzimlerini
baskilayabilecek bilesikler bulmak i¢in bilim diinyas: yeni ¢aligmalar yapmaktadir.
Son yillarda ilaglarin etkinlikleri bakterilerin gelistirdigi direng sebebiyle azalmistir.
Antibakteriyel calismalarin artmasi bu nedenle son derece onemlidir. Gegmiste
tedavi edilebilen bir ¢ok hastalik ve enfeksiyon giinlimiiz diinyasinda 6liimlere sebep
olmaktadir. Drug Resistance (ila¢ direnci) ya da diger adiyla antimikrobiyel direng;
bakteri, parazit, viriis ve mantarlar’dan kaynaklanan hastaliklarin etkili bir bigimde
tedavisini tehdit etmektedir. Diinya saglik orgiitii “Antimicrobial resistance: global
report on surveillance 2014 isimli raporda 21. yiizyilda siradan hastaliklarin ve
kiigiik yaralanmalarin bile oliimlerle sonuglanabileceginin artik bir hayalden oOte
gerceklesebilecek bir olasilik oldugunu bildirmektedir (Anonim 2014). Rapor ¢ok
acik bir sekilde diinyanin bazi bolgelerinde siradan bakterilerin bile gelistirdigi
direnclerin ¢ok tehlikeli boyutlara ulagtigini bildirmektedir. Yanlis antibiyotik
kullanimi, kalitesiz ve etkisiz ilag kullanimi, hayvan yetistiriciliginde biiylimeyi
hizlandiran ilaglar, hastanelerdeki yetersiz hijyen kosullari gibi nedenler
organizmalarin ila¢ direncini arttirmaktadir. Mikroorganizmalar bir antimikrobiyel
ajana maruz kaldiklarinda daha hassas organizmalar 6liirken, daha direncgli olanlar
yasarlar. Canli kalanlar daha sonra iireyerek sadece kendi gibi direngli organizmalari
meydana getiriler. Globallesen diinyada ticaret ve seyahatin hizla artmasi, direncli

organizmalarin diinyanin herhangi bir kismina hizla yayilmasina neden olmaktadir.

Son yillarda hastaliklarin sayisinin artmasi, kullanilan tibbi ilaglarin tedavi
noktasinda bekleneni verememesi ve yan etkilerinin gézlemlenmesi dogal iiriinlere
olan ilginin artmasina sebep olmustur. Bu nedenle bir¢ok bitki farmokolojik yonden
arastirlldigr  gibi  mikrobiyolojik yonden de fakli sekillerde ve metotlarla

incelenmektedir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Dogal bilesiklerle ilgili yapilan c¢alismalarin tarihgesi aslinda ¢ok eski
donemlere dayanmaktadir. Ozellikle hastaliklarin tedavisinde bitkilerden faydalanma
gecmiste Cin ve Hint medeniyetlerinde olduk¢a yaygindi. Halen bu iilkelerin dogal
bilesik aragtirmalarinda 6nemli bir yeri vardir. Dogal bilesikler genellikle bitkisel
tedavi amaclh kullanilmaktadir. Giiniimiizde “Alternatif Tip” olarak da bilinen
bitkisel tedavi yontemleri biiylik ragbet gormektedir. Modern teknoloji ve
farmakolojinin gelismesi ile beraber sentetik ilaglar yayginlasmis fakat bitkisel
kaynakli ilaglar 6nemini korumaya devam etmistir. Diinya saglik orgiitiiniin yapmis
oldugu bir aragtirmaya gore gelismekte olan tilkelerde niifusun % 80’1 baslica saglik
sorunlarina karsi bitkisel ilaglar1 kullanmaktadir (Owolabi ve ark., 2007). Bir bagka
calismaya gore Almanya’da her 4 kisiden 3’ilinlin mindr rahatsizliklarda ya da
bozukluklarda ilk tercihinin bitkisel ilaglar oldugunu dolayisiyla gelismis iilkelerde
de bitkisel ilaglarin ayni oranda giivenildigini gozler Oniine sermektedir (Tuffs,
2002). Giiniimiizde bitkiler ve bitkisel ilag hammaddeleri, regete ile satilan ilaglarin
% 25’ini olusturmaktadir. Sinir hastaliklari, seker, stres, iilser, verem, yiiksek
tansiyon, zayiflamak problemi, gastrit, hemoroid, ishal, kalp, kanser, kan kanseri,
mide rahatsizliklar1 vb. birgok rahatsizlik tedavisinde dogal bilesikler yani halk
arasinda ki adiyla “Sifali Bitkiler” kullanilmaktadir. Diinya saglik teskilatinin 91
tilkenin farmakopelerine (farmakolojik kitaplar) ve tibbi bitkileri {izerinde yapilmis
olan bazi yaymlarim dikkate alarak yaptigi bir arastirmaya gore tedavi amaciyla

kullanilan tibbi bitkilerin toplam miktar1 20.000 in tizerindedir (Anonim, 1979).

Bitkilerin mikroorganizmalar1 6ldiirlicii ve insan sagligi i¢in Onemli olan
ozellikleri 1926 yilindan bu yana bir¢cok iilkede oldugu gibi Tiirkiye’de de
arastirilmaya baslanmistir (Vonderbank, 1949). Diinyada oldugu gibi iilkemizde de
pek cok arastirici halk ilaclarim1 degisik agidan inceleyen calismalar yapmistir ve
oldukca 6nemi sonugclar elde etmislerdir. Son yillarda artan hastaliklara kars1 sentetik
yapili ilaglarin yetersiz kalmasi ve yan etkilerinin saptanmasi dogal iiriinlere olan

ilgiyi daha da arttirmastir.

Yukarida belirtilen bilgiler ve ihtiyaglar 1518inda yapilan literatiir calismasinda,

Tiirkiyeye endemik olan Helleborus vesicarius (Ranunculaceae)’a ait herhangi bir
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dogal bilesik ya da biyolojik aktivite ¢aligmasina rastlanmadi. Bitki ile ilgili herhangi
bir kimyasal veya biyolojik ¢alisma yapilmig olmamasi bu bitkiyi daha ilging
kilmaktadir. Bununla beraber literatiirde Helleborus cinsinin diger iiyelerine ait
yapilan izolasyon ve saflastirma c¢alismalarinda onemli bulgular elde edilmistir.
Helleborus caucasicus’dan, steroidal bilesikler (Muzashvili ve ark., 2009), steroidal
glikozidler (Bassarello ve ark., 2008) ve steroidal sapojenler (Muzashvili ve ark.,
2006), Helleborus orientalis’den furostanol glikozidler (Mimaki ve ark., 2010),
furostanol saponin ve steroidler (Akin ve Anil, 2007), steroidal saponinler (Watanabe
ve ark., 2005), bufadienolid ve spirostanol glikozidler (Watanabe ve ark., 20023;
Watanabe ve ark., 2003b), Helleborus niger’den indol-asetik asit tiirevi (Pencik ve
ark., 2009), sitokininler (Tarkowski ve ark., 2006), flavonoid glikozitler ve fenolik
gilikozit tiirevleri (Vitalini ve ark., 2011), Helleborus thibetanus’tan spirostanol
silfonat (Yang ve ark.,, 2010a; Yang ve ark., 2010b), Helleborus viridis’ten
saponinler (Stochmal ve ark., 2010), Helleborus thibetanus Franch’ten
bufadienolidler ve hellebrijenin (Yang ve ark., 2010), Helleborus foetidus’dan agil
quersetin glikozid (Prieto ve ark., 2006), Helleborus viridis L’den furostanol
saponinler and quersetin glikozidler (Braca ve ark., 2004), Helleborus
purpurascens’den helletiyoninler (Milbradt ve ark., 2003), Helleborus torquatus’dan
steroid ve bufadienolidler (Meng ve ark., 2001) gibi dogal bilesikler izole edildigi

rapor edilmigtir.

Izolasyon ve saflastirma ¢alismalarinin yani sira literatiirde bu bitki cinsinin
bazi iiyeleri ile yapilan biyolojik aktivite ¢alismalar1 sonucunda énemli bulgulara
rastlanmistir. Bu tiirlerin 6nemli sekilde antioksidan (Moldovan ve ark., 2011,
Roman ve ark., 2010), antiproliferatif (hiicre biiylimesini engelleyici) (Prieto ve ark.,
2006), antibakteriyel (Puglisi ve ark., 2009; Rosselli ve ark., 2010), agr1 kesici
(Neascu ve ark., 2010; Erdemoglu ve ark., 2003), otoimmiinite engelleyici (immiin
sistemin kendi dokusunu yok etmesini engelleyici) (Seifarth ve ark., 2011;
Horstinann ve ark., 2007), sitotoksik (Rosselli ve ark., 2009; Lindholm ve ark.,
2002), apoptosi indiikleyici (Jesse ve ark., 2009), bioaktivite (Matur ve ark., 2003a;
Matur ve ark., 2004b), iltihap sokiicii (Erdemoglu ve ark., 2003) etkiler gosterdigi
tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Genel

Ekstraktlarin  hazirlanmasinda  kullanilan MeOH, Heksan ve CH,Cl,
kullanilmadan once distillendi. BuOH Merck’ten satin alindig1 gibi kullanildi.

Antimikrobiyel aktivite i¢in kullanilan tim mikroorganizmalar Ege
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimiinden temin edildi. Muller-Hinton agar
besi yeri, Muller-Hinton siv1 besi yeri, DMSO, Nutrient agar plakalari, Sabouraud
Dextrose Agar plakalar1 ve 96 kuyucuklu mikro plakalar Merck’ten satin alindu.
Steril kagit diskler Hi-Media’dan alindi. Standart ilaglar Ampicilin antibiyotik ve
flucytosine antifungal ajan Sigma-Aldrich’ten satin alindi.

Heksan ekstresinin yag asitlerinin metil esterlerinin analizi, HP-5MS kolon (30
m X 0.25 mm % 0.25 um) ile kombine edilmis Agilent 7890A ve Agilent 5975C inert
XL MSD (mass selective detector-kiitle se¢ici dedektor) kullanilarak gergeklestirildi.
Tastyic1 gaz olarak saf helyum gazi (99.999%) 1 mL/dk sabit akis hizinda kullanildu.
Firin sicakligi 60 °C’de 5 dk sonrasinda 5 °C/dk hizla 220 °C’ye ve orada 5 dakika
kalacak sekilde programlandi. 1 pL 6rnek (heksanda) 20:1 split oranli split modunda
cihaza enjekte edildi. Bilesikler NIST-Wiley veri kiitiiphanesi sonuglarina goére

tanimlandi.

TLC tabakalarindaki spotlar % 5 lik HSO4 ¢ozeltisi piiskiirtiildiikten sonra
tabakalar 180 °C de 1sitilarak belirgin hale getirildi. UV aktif bilesenler igin, spotlar
ve bantlar UV lamba altinda 254 ve 366 nm’de gozlendi.

3.2. Bitki Materyali

Bu calismadaki, Helleborus vesicarius bitkisi Mayis 2011°de Adiyaman ili
Golbast ilgesinde toplandi. Bitkinin botanik 6zellikleri Dog. Dr. Omer Faruk KAYA
tarafindan teshis edildi ve numune vesikasi Harran Universitesi, Fen Edebiyat

Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde depolandi.
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3.3. Ekstrelerin Hazirlanmasi

Bu calismada, bitkinin toprak iistii kisimlar1 ¢alisildi. Giines 151¢indan uzak
gblgede ve bol havali, kuru bir ortamda havayla kurutulmus 1100 gram bitki
ogiitiilerek toz haline getirildi. Toz bitki materyali {izerine 6 litre metanol eklenerek
oda sicakliginda bir gece bekletildi. Ertesi giin bu karisim siiziildii. Siiziintii yaklasik
40 °C de bir rotary evaporatdrle diisiik basing altinda ¢6ziiciisli ugurularak kuruluga
getirildi. Geriye kalan bitki posasi iizerine takip eden 3 gece boyunca tekrar metanol
eklenerek bu islem 3 kez daha tekrarlandi. Elde edilen ekstreler birlestirildi. Bu

noktadan sonra bir secici sivi-kati ekstraksiyon yontemi uygulanda.

Cizelge 3.3. Kurutulmus Helleborus vesicarius bitkisinin ekstraksiyon semasi.

MeOH (6L x 4)

MeOH Ekstrakti
Heksan (100 mL x 20)

Heksan Ekstrakti

CH,Cl,(100 mL x 10)

i '

CH,Cl, Ekstrakti Kalan
H,O + BuOH (1:1)

H,O Ekstrakti BuOH Ekstrakti
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Klorofil ve yagl kisimlari uzaklagtirmak i¢in bu kuru ham metanol ekstresi
kiiciik porsiyonlar halinde heksan (20 x 100 ml) ile yikandi. Heksan ekstreleri de
birlestirilerek ayni sekilde rotary evaporator ile kuruluga getirilerek Heksan ekstresi
elde edilmis oldu. Hekzan ekstresi metillendi ve ekstredeki doymamis yag asitleri
GC-Mass analizi verileri dogrultusunda incelendi. Klorofili ve yaglar
uzaklastirildiktan sonra kalan yagsiz kisim, serbest aglikonlar gibi orta polaritedeki
bilesikleri polar kisimlardan tamamen ayirmak i¢in diklormetan (10 x 100 ml) ile
yikandi. Kalan polar kisim 1:1 / biitanol: su ¢6ziicii sistemiyle ekstraksiyon yapildi.
Boylece seker bilesikleri su fazina gegerken agirlikli olarak organik bilesiklerden
olusan ikincil metabolitler organiz faz olan biitanol igerisinde kaldi. Bir ayirma
hunisi ile ayrilan fazlar kuruluga getirilerek su ve BuOH ekstreleri elde edildi.
Biyolojik olarak en aktif olan BuOH inceleme altina alindi. BuOH ekstresi VLC
kolona verilmeden once 50:50 (MeOH:H,0) ¢oziicli sistemi igerisinde ¢oziindii.
Daha sonra madde tiiplere alinarak santrifiijlendi. Santrifiijjlemeden sonra
¢coziinmeyen kisimlar (MeOH+H,0’ da ¢oken) ayrildi. Cozilinen kisim ise VLC igin

kolona verildiginde elde edilen bu fraksiyonlara ait TLC'ler goriilmektedir.

3.4. Heksan Ekstresinin GC-MS Analizi

Yag karisimi igeren heksan ekstresi Uluslararas1t Yag Komisyonu (I0OOC) ve
IUPAC tarafindan yayinlanan trans esterifikasyon prosesi raporlarina gore
tirevlendirilerek metil esterlerine donustiiriildii (Paquat ve ark., 1992; Anonim
2001).

Bu prosediire gore 5 mL’lik bir vidali kapakli test tiipii icerisine yaklasik olarak
0.1 g kuru heksan ekstresi kondu. 2 mL heksan eklenip sallayarak heksan ekstresi
¢oziildii. Daha sonra oda sicakliginda 0.2 mL 2M Metanolik KOH eklenip kapag:
kapatildi ve bir teflon bant ile iyice sikilagtirildiktan sonra siddetli bir sekilde 30
saniye sallanarak ekstrakte edildi. Ust faz berraklasincaya kadar fazlar ayrilmaya
birakildi. Metil esterleri igeren iist kisim dekantasyon ile alindi ve GC-MS ile analiz
edildi.

Gaz kromatografi analizi yapilincaya kadar 6rnek buzdolabinda saklanabilir

fakat 12 saatten daha uzun siireyle 6rnegin depolanmasi tavsiye edilmez.
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3.5. Mikrobiyolojik Analiz: Antimikrobiyel Aktivite

Helleborus vesicarius’'dan elde edilen Metanol, Heksan, Diklorometan,
Biitanol ve Su ekstrelerinin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri “Agar Disk
Diffiizyon” ve “Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) Tespiti” testleri ile
tayin edildi. Bu ¢alismada antimikrobiyel aktivite tayini i¢in asagida gosterilen
dort gram-pozitif ve iic gram-negatif bakteri ve antifungal aktivite tayini i¢in
ise bir maya kullanildi. Pozitif kontrol olarak (referans) Disk Diffiizyon
Metodunda Ceftazidime antibiyotigi ve Nystatin mantar ilac1 kullanilirken,
Minimum inhibitér Konsantrasyon (MIK) Tespiti metodunda Ampicillin

antibiyotigi ve Fluctosine mantar ilact kullanildi.

Gram-Negatif Bakteriler:

- Salmonella thyphimurium CCM 5445,
< Escherichia coli ATCC 25922,

«-  Escherichia coli 0157H7,

Gram-Pozitif Bakteriler:

- Staphylococcus aureus ATCC 25923,
- Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
«-  Enterococcus faecalis ATCC 29212,

< Enterococcus faecium DSM 13590,

@ Candida albicans ATCC 10239.
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3.5.1. Disk difiizyon testi

Helleborus vesicarius bitki ekstrelerinin antimikrobiyel aktiviteleri Bauer ve
arkadaslar1 (1966) ve National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) (2009) tarafindan tanimlanan protokolde ¢ok kii¢lik degisiklikler yapilarak
tayin edildi. Ozetle, 20 ml Muller Hinton Agar besiyeri 9 cm ¢apli petri kaplarina
dokiildii. Test mikroorganizmalart bu petriler lizerine ekilerek 18-24 saat siireyle
aktive edildi. Daha sonra mikroorganizmalarin steril Muller-Hinton broth sivi
besiyeri igerisinde siispansiyonu hazirlandi. Steril pamuk c¢ubuklar standardize
edilmis hiicre silispansiyonlarinin igerisine daldirildiktan sonra MH agar petrisi
lizerinde yayilarak organizmalarin homojen bir sekilde dagilmasi saglandi. Petri
yiizeyinin kurumasii takiben DMSO igerisinde c¢oziilerek stok soliisyonlar1 (1
mg/mL) hazirlanan bitki ekstrelerinin 25uL’ si 6 mm ¢apindaki steril kagit disklere
emdirildi. 5 dk kurumaya birakilan steril diskler daha sonra MH agar petrisi iizerine
yerlestirildi. Bakteri suslarinin biiyiimesi i¢in 37 °C’de 24 saat, maya susunun
bliyiimesi icin de 27 °C’de 48 saat inkiibe edildi. Antibakteriyal aktivitenin
karsilastirilmast i¢in Ampisilin, antifungal aktivitenin karsilagtirilmasi i¢in de
Nistatin referans ilaglar1 pozitif kontrol olarak kullanildi. Negatif kontrol olarak ise
DMSO kullanildi. 24 saat sonunda test mikroorganizmalarinin etrafinda olusmus
olan inhibisyon zonlar1 cetvel yardimiyla olgiilerek kaydedildi. Tiim denemeler 3

kere tekrar edildi ve sonuglarin ortalamasi rapor edildi.

3.5.2. Minimum inhibitor konsantrasyonu (MiK)

Bitki ekstrelerine ait minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri NCCLS
(2003) tarafindan tanimlanan sivi mikrodiliisyon teknigi uygulanarak belirlendi.
Oncelikle 96 kuyucuklu mikroplakalara 80 ul MH siv1 besiyeri eklendi. Daha sonra
final hacim 80 pl olacak sekilde bitki ekstrelerinin 2 kat diliisyon serisi (1mg/mL,
500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62.5 pg/mL, 31.2 ug/mL, 15.6 pg/mL, 7.8
pug/mL, 3.9 ug/mL, 1.9 pg/mL, 0.9 pg/mL, konsantrasyonlarinda) 96 kuyucuklu
mikroplakalarda hazirlandi. Bu kuyucuklara esit hacimde MH sivi besiyeri ilave
edildi. Test mikroorganizmalari MH siv1 besiyerinde siispanse edilerek hiicre
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yogunluklart ODggo’de 1.5 x 108 CFU/mL’ ye karsilik gelecek sekilde 0.5 McFarland
standardina ayarlandi. Siispanse edilmis mikroorganizma soliisyonlarindan 20 pl
alarak farkli konsantrasyonlarda bitki ekstrelerini igceren ardisik kuyucuklara ilave
edildi. Test edilen her bir 6rnek i¢in ayn1 zamanda 80 pul MH sivi besiyeri ve 80 pl
bitki ekstresi iceren bir negatif kontrol de hazirlandi. Ampisilin ve Flusitozin
(flucytosine) karesilastirmada referans antimikrobiyeller olarak kullanildu.
Mikroplakalar 37 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra MiK degerleri gorsel olarak
belirlendi. Bitki ekstrelerinin MIK degerleri, belirlenen kosullar altinda test
mikroorganizmalarimin  gozle goriiliir biiylimelerini  engelleyen en diisiik
konsantrasyonlar1 olarak tanimlanmistir. Tiim denemeler 3 kere tekrar edildi ve

sonuglarin ortalamasi rapor edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Heksan Ekstresinin GC-MS Analizi

Helleborus vesicarius bitkisi Heksan ekstresinin GC-MS spektrumu Sekil
4.1a’da sunulmaktadir. Bu spektrumdan elde edilen analiz sonuclar1 Tablo 4.1a’da
verilmektedir. Bazilar1 eser miktarda bazilar1 ise yiiksek miktarda olmak iizere
toplamda ekstrede 39 tane bilesen tespit edilmistir. Bu bilesenlerden miktarlar
yiiksek olan bilesikler (major bilesenler) ve oranlari tablo 4.1b’de verilmistir. Burada
verilen 10 tane bilesen ekstredeki tiim bilesenlerin miktar olarak % 94’{inii teskil
etmekte olup, bunlarin 1 tanesi (Phytol) halkali olmayan bir diterpen alkol olup diger
9 tanesi ise ucucu yag asitleridir. Ozellikle Linolenic Acid, Palmitic acid, Linoleic

Acid ve Phytol bilesikleri toplam bilesen miktarinin % 80’ini teskil etmektedir.
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Cizelge 4.1a. Helleborus vesicarius bitkisinin Heksan ekstresinin GC-MS analizine gére igerdigi
dogal bilesikler (Analiz i¢in bilesenlerin metil esterleri hazirlandigi igin sonuglar
metoksi (-OCHjz) kismi yani metilester kismi uzaklastirilmig halde verilmistir.)

Sira BILESIK Alkonma % Molekiiler
ADI Siiresi Miktar Formiil
(dk)
1  3-Isopropoxy-1,1,1,7,7,7-Hexamethyl- 24.153 0.16 C18H5,07Si7
3,5,5 Tris (Trimethylsiloxy) Tetra
Siloxane
2  Dodecamethylpentasiloxane 24.163 0.18  CyoH3504Sis
3  Dodecanoic Acid 24.687 0.08  CyoH»,02

4 (R)5,6,7,7a-Tetrahydro-4,4-7a-trimethyl- 24.952 0.06  Cj;1H360;
2-(4H)-benzofuranone
5 Nonanedioic acid 25.263 0.06 CoH1604

6  Tetracosamethyl Cyclododecasiloxane 28.091 0.06  Cy4H72015Sis,

7 2,5-Bis(Trimethylsiloxy)-Benzoic Acid 28.096 0.15 C16H3004Si3
Trimethylsilyl Ester

8  Tetradecanoic Acid 29.263 226  CusH20,
9 1,3-Diphenyl-1,3,5,5-Tetramethyl- 30.566 0.05 C16H2205Si3
cyclotrisiloxane

10 Fumaric acid, 3-heptyl undecyl ester 30.571 0.19  CyHg04
11 (7E)-7-Hexadecenoic acid 30.820 0.08  CiH300-
12 (5Z)-5-Dodecenoic acid 31.043 0.09  CyoH0,
13 (92)-9-Dodecenoic acid 31.048 0.11 C12H2,0;
14 Pentadecanoic acid 31.380 0.45  CisH300-
15 6,10,14-trimethyl-2-Pentadecanone, 31.790 0.20 C1gH360

16  N-(5-Isobutyl-1,3,4-Thiadiazol-2-yl)-4- 32.714 043  Ci3H17N303S;
Methoxybenzenesulfonimidiic Acid

17 Undecane 32750 0.22  CyjHy

18 Hexadecadienoic Acid 32.755 0.23 C16H250-
19 7,10,13-Hexadecatrienoic acid 32.890 2.16 C16H2602
20  9-Hexadecenoic acid 32989 0.10  Cy46H300-
21 Hexadecanoic Acid (Palmitic acid) 33.442  19.79 Cy6H30;
22  cis-10-Heptadecenoic acid 34.878 0.18  Cy7H30,
23 Heptadecanoic Acid 35.324 0.79 C17H340-
24  1,2-Benzenedicarboxylic acid, butyl 35,500 0.07  Cy3H104

methyl ester
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Cizelge 4.1a (devam)
Sira BILESIK Allkkonma % Molekiiler
ADI Siiresi Miktar Formiil

25 (92,122)-9,12-Octadecadienoic Acid

(Linoleic Acid)
26 9,12,15-Octadecatrienoic acid
(Linolenic Acid)

27 2-Hexadecen-1-ol, 3,7,11,15-tetramethyl-

 [R-[R*R*-(E)]I-
(Phytol)

28 Octadecanoic Acid
(Stearic Acid)

29 Tetracosanoic acid
(Lignoceric acid)

30 Tricosanoic acid
(Tricosylic acid)

31 (2)-6,10-Dimethyl-5,9-undecadien-2-one

(Neryl Acetone)

32 1-Isopropyl-2(Methoxymethoxy)-1,3-

Butadiene
33 lcosane

34 2-Mercapto-4-methoxypyridine-1-oxide

35 Docosanoic acid
36 Cycloeicosane
37 Heptadecane

38 Cis-13-Eicosenoic acid

39 Methyl parinarate
(9¢,11t,13t,15¢- 18:4)

26

(dk)
36.641 16.92 CygH30,

36.805 35.99 CigH300,

36.962 7.91 C20H400

37.183 2.61  CygH360>
37.244 0.27  CyHagO2
37.638 0.49  CyHs0O2
38.349 0.71  Cy3H0
38.608 0.15  CgH160;

38.878 125  CxHa
39.060 0.25  CgH/NO,S
40492 195  CxnHwO,
40.689 0.28  CyoHao
41.016 0.56  Ci7Hszs
41130 2.09  Cu1H40:

41.841 213  Ci9H30-
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Cizelge 4.1b. Helleborus vesicarius bitkisinin Heksan ekstresinin GC-MS analizine gore % 96’lik
kismini1 olusturan ana bilegenler

BIiLESIK Alikonma % Molekiiler Molekiiler M*
ADI Siiresi Miktar Formiil Formiil
(dKk) (Metillenmis)
9,12,15- 36.803 35.99  CygH300; C19H320, 292

Octadecatrienoic acid
(Linolenic Acid)

Hexadecanoic Acid 33.440 19.79  CyH305 C17H340, 270
(Palmitic Acid)
(92,122)-9,12- 36.642 16.92 CygH3,05 C19H340, 294

Octadecadienoic Acid

(Linoleic Acid)

2-Hexadecen-1-0|, 36.963 7.91 CooH40O CooH400O 296
3,7,11,15-tetramethyl-,

[R-[R*,R*-(E)]]-

(Phytol)

Octadecanoic Acid 37.181 2.61 Cq1gH350; C19H350, 298
(Stearic Acid)

Tetradecanoic Acid 29.263 2.26 C14H2802 C15H3002 242
(Myristic Acid)

7,10,13- 32.890 2.16 C16H260- C17H2802 264
Hexadecatrienoic Acid

Parinaric Acid 41.841 2.13 Cq1gH280; C19H300, 290
(9c,11t,13t,15¢- 18:4)

Cis-13-Eicosenoic Acid 41.130 2.09 C20H3802 C21H4002 324
Docosanoic Acid 40.492 1.95 CooHu0, C23H4602 354

(Behenic Acid)

Heksen ekstresinin toplamda % 94°liik kismini olusturan bu 10 bilesenden bir
diterpen alkol olan Phytol hari¢ geri kalan Linolenik Asit, Palmitik Asit, Linoleik
Asit, Stearik Asit, Myristik Asit, Heksadekatrienoik Asit, Parinarik Asit, Cis-13-
Eikosenoik Asit, Behenik Asit bilesikler temel (esansiyel) yag asitleridir ve bunlara
ait yapilar ve GC-MS spektrumlart Sekil 4.1b- 4.1k arasinda sunulmaktadir. Bu
temel yag asitleri canli sistemler i¢in ¢ok gerekli olup memeli hiicreleri tarafindan
sentezlenemez ve dolayisiyla digsaridan alinmasi gerekmektedir (Huerta ve ark.,
2003). Doymamis yag asitlerinin eksikliginin insan viicudunda zararli ve anormal

degisimlere neden oldugu uzun siiredir bilinmektedir.

Linolenik asit bir omega-3 doymamis bir yag asidi olup, lipid zinciri 18:3

(A%*2%) yapisina sahiptir. Yapi olarak 9,12,15-Oktadekatrienoik asit olarak
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adlandirilirken fizyolojik literatiirde 18:3 (n—3) seklinde adlandirilir. Linolenik asit
18 karbonlu bir zincire ve ii¢ tane ¢ifte baga sahip bir karboksilik asittir. 1k cifte bag
zincirin n ucu olarak da adlandirilan metil ucundan itibaren iigiincii karbonda yer
almaktadir. Dolayisiyla linolenik asit n-3 yani omega-3 yag asidi olarak adlandirilir.
Linolenik asit insanlar tarafindan sadece beslenme ile elde edilebilir ¢linkii insan
hiicreleri stearik asidin 12- ve 15- karbonlarinda doymamisligi saglayacak olan
enzime sahip degildirler. Gegmiste bazi calismalar asir1 miktarda linolenik asit
alimmin prostat kanseri riskini arttirdigmmi savunurken (Ramon ve ark., 2000;
Brouwer ve ark., 2004), Koralek ve ark. (2006) oldukca kapsamli bir ¢alismayla
aslinda alinan toplam linolenik asit miktari ile prostat kanseri arasinda bir iliski
olmadigini gostermislerdir. Bu konuyla ilgili son olarak da Simon ve ark. (2009)
linolenik asit ile prostat kanseri arasinda iliski kurulmasinin abartildigini
gostermislerdir. Linolenik asit tiiketiminin az da olsa kalp ve damar hastaliklar
olusumunu engelleyici etkisi olduguna dair kanitlar da bulunmaktadir (Reiner ve

ark., 2014).

Palmitik asit veya IUPAC adiyla heksadekanoik asit bitki, hayvan ve
mikroorganizmalarda en yaygin bulunan doymus yag asididir (Gunstone ve ark.,
2007). Ismini c¢ok¢a bulundugu palmiye agaclarindan alan palmitik asit 16:0
yapisinda bir lipid zincirine sahiptir. Insan hiicrelerinde karbonhidratlarin asirisi
palmitik aside ¢evrilmektedir. Dolayisiyla palmitik asit hayvansal hiicrelerin temel
bilesenlerinden birisidir. Yapilan bir c¢alismaya gore palmitik asit insan depo
yaglarinin %21-30’unu olusmaktadir (Kingsbury ve ark., 1961) ve bu yag asidi anne
stitiiniin 6nemli bir bilesenidir (Jensen ve ark., 1978). Biyolojide bazi proteinler bir
palmitol grubu eklenmesi ile modifiye edilirler ve bu prosese palmitolasyon adi
verilir. Bir¢cok proteinin membran lokalizasyonunda Palmitolasyon ¢ok 6nem arz
etmektedir. Palmitik asit sabun, kozmetik ve yiizey kayganlastirici olarak kullanim
alanlarina sahiptir. Son zamanlarda paliperidon palmitat ad1 verilen ve sizofren
tedavisinde kullanilan bir antipsikotik ila¢ yagli palmitat esteri kullanilarak
sentezlenmistir. Diinya saglik orgiitiine (2003) gore palmitik asit tiiketimi kalp damar
hastaliklar1 riskini arttirmaktadir ve bu sebeple trans yag asitleri ile ayni1 kategoriye

konulmaktadir. Retinil Palmitat bir antioksidan ve vitamin A kaynagi olup, diisiik
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yagl siitlerde yagin uzaklastirilmasi esnasinda yagla beraber kaybolan vitamin
icerigini kompanze etmek i¢in eklenir. Palmitat A vitaminin Retinol’iin alkol ucuna
baglanarak A vitaminin siitte kararli olmasini saglar. Yine fareler iizerinde yapilan
bir in vivo ¢alismada %20 palmitik asit ve % 80 karbonhidrat ile beslenen farelerde
insiilin salgilanmasini kontrol eden merkezi sinir sisteminde degisiklikler oldugu ve
insiilin ve leptin’den kaynaklanan istah artisinin baskilandigi gozlemlenmistir

(Benoit ve ark., 2009).

Linoleik asit bir doymamis omega-6 yag asididir ve oda sicakliginda renksiz

bir stvidir. Fizyolojik literatiirde, lipid zinciri 18:2 (A% 2

) yapisina sahiptir. Kimyasal
olarak, linoleik asit 18 karbon zincirine ve iki cis yapili ¢ifte baga sahip bir
karboksilik asittir. Bu ¢ifte baglardan ilki zincirin metil ucundan itibaren 6. Karbonda
yer almaktadir ve bu yiizden de omega-6 yag asdi olarak adlandirilir (Anneken ve
ark., 2006). Linoleik asit de insan viicudu tarafindan sentezlenemeyen ve disaridan
besinlerle alinmas1 gereken temel yag asitlerindendir (Burr ve ark., 1930). Linoleik
asit saglikli bir yasam igin tiiketilmesi gereken temel yag asitlerindendir. Linoleat
(linoleik asidin tuz formu) igermeyen bir beslenme sekli deride hafif pullanma ve sag
dokiilmesi (Cunnane ve Anderson, 1997) ve farelerde yaralarin iyilesmesinin
yavaglamasi (Ruthig ve Meckling-Gill, 1999) gibi etkiler dogurabilmektedir. Hamam
bocekleri dldiikleri zaman Oleik asit ile beraber linoleik asit salgilarlar ve bu diger
hamam bdceklerine o bolgeden uzak durmalar sinyalini verir (Anonim, 2009). Cilde
faydalarindan dolay1 linoleik asit son zamanlarda giizellik iirlinlerinde oldukca
popiiler olmaya bagladi. Bir¢ok ¢alisma cilde diizenli uygulandiginda linoleik asidin
anti-inflamatuar, akne azaltic1 ve nem tutucu Ozelliklerine isaret etmektedir (Diezel

ve ark., 1993; Letawe ve ark., 1998; Darmstadt ve ark., 2002).

Fitol (Pythol), E vitamini ve K1 vitamini sentetik formlarinin {iretiminde
kullanilan halkali olmayan bir diterpen alkoldiir (Daines ve ark., 2003; Netscher,
2007). Gevis getiren hayvanlarda,yenilen bitkilerin bagirsaklarda fermentasyonu
esnasinda klorofilden Fitol a¢iga ¢ikarilir ve sonrasinda yaglarla beraber depolanmak

tizere Fitanik aside doniistiiriiliir (Brink ve Wanders, 2006).

Bir otozomal resesif diizensizlik olan Refsum hastaligi dokularda yiiksek

miktarda fitanik asit birikmesinden kaynaklanmaktadir ve bu hastalik beyincik
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ataksisi (beyincik kaynakli kaslarda uyumsuzluk), retinis pigmentosa (gdorme kayb1
ya da korliige neden olan bir géz hastaligi), anosmia (koku alamama) ve isitme kayb1
gibi sorunlara sebep olabilmektedir (Wierzbicki 2007). Her ne kadar insan hiicreleri
klorofilden fitanik asit liretemeseler de, serbest fitol’ii fitanik aside doniistiirebilirler.
Bu sebeple Refsum hastalarininin fitanik asit ya da fitol alimini1 durdurmalari gerekir
(Wanders ve Komen, 2007). Serbest fitol igeren birgok yiyecek {riinleri
bilinmektedir (Brown ve Komen, 1993). Bu kimyasallar1 dogada bir¢ok canh
savunma amagh kullanmaktadir. Sumak piresi gibi baz1 boceklerin fitol ve fitanik
asit gibi bilesikleri avlanmaya karsi caydirict kimyasal olarak kullandigi rapor
edilmistir (Venci ve Morton, 1998). Bu bilesikler tizerlerinde yasadiklart bitkiden
kaynaklanmaktadir. Fitol ayn1 zamanda bir jeokimyasal marker (isaretleyici) olarak
ta kullanilir. Fitol muhtemelen biyosferdeki en ¢ok bulunan izoprenoid bilesiktir ve
bunun bozunma iriinleri sulak alanlarda biyojeokimyasal bir gosterge olarak
kullanilir (Rontani ve Volkman, 2003).Fitol’{in ticari amacl olarak kullanim alanlar1
da mevcuttur. Fitol gilizel koku endiistrisi yanisira kozmetiklerde, sampuanlarda,
tuvalet sabunlarinda, ev temizlik tiriinlerinde ve deterjanlarda kullanilir (McGinty ve
ark., 2010). Diinya ¢apindaki kullaniminin yaklasik olarak yillik 0.1-1.0 metrik ton
oldugu tahmin edilmektedir (Anonim, 2004).
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Linolenic Acid, Methyl Ester

Molecular Formula = C, H,,0,

Formula Weight =292.4562
Average Mass =292.463542 Da

Abundance

atrienoic acid, methyl ester, (Z,Z,Z)-$$ Linolenic acid, methyl ester $$ Methyl all-cis-9,12,15
79.0

9000

8000

7000

6000

5000
108.0

55.0
4000

3000

2000
135.0

1000

292.0
163.0 1010 236.0 ,04 o

| 213.0 M
0 ‘H“i” \‘\‘M‘HH‘M‘M“H‘H“MH‘\H‘\‘
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

m/z-->

Sekil 4.1b. Helleborus vesicarius bitkisinden elde edilen Heksen ekstresinde bulunan Linolenik
Asit’in yapist ve GC-MS spektrumu
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OCH,
Palmitic Acid, Methyl Ester
Molecular Formula = C,,H,,0,
Formula Weight = 270.4507
Average Mass = 270.45742 Da
Abundance

CANOIC ACID, METHYL ESTER $$ METHYL HEXADECANOATE $$ PALMITIC ACID ME1
74.0

9000
8000
7000
6000

5000 430

4000
3000

2000
143.0

1000 227.0
97.0
185.0 270.0
‘ | ! M ‘\

i N
0\\‘\\\\‘\\\\‘\ \\“\\\\‘\‘\‘\\“1\\\“\\{\‘\‘\\\1\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘

i
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

m/ z-->

Sekil 4.1¢. Helleborus vesicarius bitkisinden elde edilen Heksen ekstresinde bulunan Palmitik Asit’in
yapist ve GC-MS spektrumu
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o
AN =
OCH,
Linoleic Acid, Methyl Ester CH,

Average Mass

Abundance

Molecular Formula = C,H,,0,

Formula Weight =294.4721
= 294.479493 Da

#92659: METHYL (92,12Z2)-9,12-OCTADECADIENOATE $%$ 9,12-OCTADECA

9000

8000

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

ol |

18.0

41.0

20

m/z-->

40

67.0

60

95.0

123.0 150.0

178.0

199.0

263.0

220.0

294.0

“L

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Sekil 4.1d. Helleborus vesicarius bitkisinden elde edilen Heksen ekstresinde bulunan Linoleik
Asit’in yapisit ve GC-MS spektrumu
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AN

H,C OH

Phytol

Molecular Formula = C,,H,,O

Formula Weight =296.531
Average Mass =296.539081 Da

Abundance

$$ 2-Hexadecen-1-o0l, 3,7,11,15-tetramethyl-, [R-[R*,R*-(E)]]- $$ trans-Phytol $$ 3,7,11,15-Te¢
71.0

9000
8000 43.0
7000
6000
5000

4000

95.0
3000

123.0

2000

1000

152.0 179.0 50g.0 249.0 278.0
0\‘\‘\“\\ ‘HWH T I L R SR \\\\“\\\\ T

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

m/z-->

Sekil 4.1e. Helleborus vesicarius bitkisinden elde edilen Heksen ekstresinde bulunan Fitol’iin yapisi
ve GC-MS spektrumu
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CHs Stearic Acid, Methyl Ester
OCH,4
Molecular Formula = C, H,.0,
Formula Weight =298.5038
Average Mass = 298.511397 Da

Abundance

#121357: OCTADECANOIC ACID, METHYL ESTER $$ METHYL OCTADEC!
74.0

9000
8000
7000
6000
5000
4000

43.0
30001 18.0

143.0 298.0
2000

1000 97.0 199.0

‘1210 1710 227.0 ‘
OrTY_L’J‘ AYJJL

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

m/ z—->

Sekil 4.1f. Helleborus vesicarius bitkisinden elde edilen Heksen ekstresinde bulunan Stearik Asit’in
yapis1 ve GC-MS spektrumu
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OCHj Myristic Acid, Methyl Ester
Molecular Formula = C,.H,0,
Formula Weight = 242.3975
Average Mass = 242.403442 Da
Abundance

CANOIC ACID, METHYL ESTER $$ METHYL TETRADECANOATE $$ MYRISTIC ACID Ml
74.0

9500
9000
8500
8000
7500
7000
6500
6000
5500
5000
4500
4000
3500{ 43.0
3000
2500 143.0
2000 199.0
1500
1000 59.0

101.0 242.0

‘ 171.0 ‘ | 214.0 |
|

|
T ‘ T
140 160 180 200 220 240

500

0 T

m/ z-->

Sekil 4.1g. Helleborus vesicarius bitkisinden elde edilen Heksen ekstresinde bulunan Myristik
Asit’in yapist ve GC-MS spektrumu
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OCH,

7, 10, 13-Hexadecatrienoic acid, Methyl Estt

Molecular Formula = C,,H,,0,

Formula Weight = 264.403
Average Mass = 264.409564 Da

Abundance

#133590: Methyl 7,10,13-hexadecatrienoate
79.0

9500
9000
8500
8000
7500
7000
6500
6000
5500
5000
4500 95.0
4000
121.0
3500
3000
55.0
2500
2000

1500 264.0

208.0

500 147.0 189.0

163.0
it
Hm m Mm ol Ll b gl \

iy lw‘wu‘w‘“Hw“u”_H‘_m‘m
0 140 O 180 200 220 240 260

1000

L1
A L
60 80 100

01—

N;

m/z-->

Sekil 4.1h. Helleborus vesicarius bitkisinden elde edilen Heksen ekstresinde bulunan 7,10,13-
Heksadekatrienoik Asit’in yapisi ve GC-MS spektrumu
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Parinaric Acid, Methyl Ester

Molecular Formula = C,H,,0,

Formula Weight =290.4403

Average Mass =290.44759 Da
H5;C

Abundance

#167534: methyl parinarate or 9¢,11t,13t,15c-18:4
91.0

9000
8000
290.0
7000
6000
5000
133.0
40004 55,0

3000

2000

1000 115.0 161.0

261.0

189.0 211.229.0 H
[T Y TR PRSP OR  R

\
73.0

ANCA
\\\‘
8 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

\‘\
40 60

m/ z-->

Sekil 4.1i. Helleborus vesicarius bitkisinden elde edilen Heksen ekstresinde bulunan Parinarik
Asit’in yapist ve GC-MS spektrumu
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HsC
Cis-13-Eicosenoic Acid, Methyl Ester

Molecular Formula = C,H,,0, //O
Formula Weight =324.5411
Average Mass = 324.549423 Da O—CHgsz

Abundance

#60506: cis-13-Eicosenoic acid, methyl ester
55.0

9000
8000
7000
6000

83.0

5000

292.0
4000

3000

111.0

2000

1000 29.0

324.0

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
m/ z-->

Sekil 4.1j. Helleborus vesicarius bitkisinden elde edilen Heksen ekstresinde bulunan cis-13-
Eikosenoik Asit’in yapisi ve GC-MS spektrumu
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H3C\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\(OCH3
(0]

Docosanoic Acid, Methyl Ester

Formula Weight =354.6101
Molecular Formula = C,,H,:O,
Average Mass = 354.619352 Da

Abundance

63: Docosanoic acid, methyl ester $$ Behenic acid, methyl ester $$ Methyl behenate $$ Me
74.0

9500
9000
8500
8000
7500
7000
6500
6000
5500
5000
4500 43.0
4000 354.0
3500
3000
2500
2000 143.0
1500

311.0
1000

101.0
199.0 255.0
|1

500 : ,
W 171.0 227.0 ‘ 283.0
0! Hm‘wm‘\Mnhum‘_nH;HmeH‘$‘m‘J‘W‘HJ

20 40 60 8O0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

|
3

m/ z-->

Sekil 4.1k. Helleborus vesicarius bitkisinden elde edilen Heksen ekstresinde bulunan Dokosanoik
(Behenik) Asit’in yapisi ve GC-MS spektrumu
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4.2.  Mikrobiyolojik Analiz: Antimikrobiyel Aktivite

Helleborus vesicarius bitkisinden elde edilen metanol, butanol, heksan ve su
ekstrelerinin antimikrobiyel aktivitelerinin incelenmesinde Agar Disk Difflizyon
Metodu ve Minimum Inhibitor Konsantrasyonu olmak iizere iki yontem kullanildi.
“Kirby-Bauer Antibiyotik Testi (KB test)” veya “Disk Diffiizyon Antibiyotik
Duyarlilik Testi” de denilen Agar Disk Difflizyon Testi igin bakterilerin bitki
ekstresinden etkilenip etkilenmedigini test etmek i¢in ekstre emdirilmis 6zel kagit
diskler kullanilir. Bu testte, ekstreyi iceren kagit diskler daha 6nceden bakterilerin
yerlestirildigi bir agar plaka tizerine yerlestirilir ve tabaka inkiibasyona birakilir. Eger
ekstre bakterinin tiremesini durduruyor ya da bakteriyi oldiiriiyorsa diskin etrafinda
bakterinin liremedigi gozle goriiliir bir bolge olacaktir. Bu bdlgeye inhibisyon bolgesi
(inhibition zone) denir ve bu boélgenin ¢apinin biiyiikligi ekstrenin ne kadar etkili
antibiyotik aktiviteye sahip oldugunun gostergesidir. Antimikrobiyel aktivitesi
yiiksek olan ekstre daha biiylik bir inhibisyon bolgesi ¢ap1 olusturacaktir. Elde edilen
inhibisyon ¢ap1 bilinen bir antibiyotik ilag ile karsilastirilir ve bu bilgi kullanilarak
herhangi bir hastaliga 6zgii uygun antibiyotigi se¢mek i¢in kullanilabilir (Mohanty
ve ark., 2010).

Agar Disk Diffiizyon olduk¢a yaygin ve verimli bir yontem olmakla beraber
bazi eksiklikleri mevcuttur. Disk Diffiizyon Metodunun hassasligi sadece test edilen
maddenin (ekstre, kimyasal, ilag vb.) antimikrobiyel giicline bagh degil aym
zamanda o maddenin difflize olabilme yetenegine de baghdir. Bilesikler ¢ok iyi
antimikrobiyeller olsa bile eger polar agar ortam igerisinde 1yi diffiize olamiyorsa o
zaman sonu¢ ya negatif c¢ikacaktir (aktivite gostermeyecektir) ya da elde edilen
kiiclik inhibisyon ¢apindan dolay1 aktivite ¢ok zay1f bulunacaktir. Bu sebepten dolay:

mikro ve makro diliisyon metodlar1 ¢ok 6nem arz etmektedir.

MIK (Minimum inhibisyon konsantrasyonu) bir antimikrobiyelin bir gecelik bir
inkiibasyondan sonra bir mikroorganizmanin tremesini engelledigi en diisiik
konsantrasyon ~ demektir. Minimum  Inhibisyon  konsantrasyonlart  hem
mikroorganizmalarin bir antimikrobiyele direnglerini tespit etmek hem de yeni
antimikrobiyel maddelerin aktivitesini tayin etmek agisindan 6nem arz etmektedir

(Andrews, 2001). MIK testi hem Disk Diffiizyon ile elde edilen sonuglarin
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dogrulanmasi acgisindan hem de ekstrelerin etkin oldugu en diisiik konsantrasyonun

tespit edilmesi agisindan 6nemlidir.

4.2.1. Disk difiizyon testi analizi

Disk Difilizyon Testi sonucunda elde edilen antimikrobiyel aktivite sonuglari
Cizelge 4.2a’da verilmektedir. Daha kolay anlasilabilmesi ve aktivitelerin daha kolay
karsilastirilabilmesi i¢in Disk Difiizyon Testi Analiz sonuglar1 ayrica % Aktivite
Indeks cizelgesi olarak da cizelge 4.2b’de verilmektedir. Aktivite indeksi;

% Aktivite Indeksi = (Ornegin Inhibisyon Capi1) / (Standardin Inhibisyon Cap1) x 100

formiilii ile hesaplandi.

Cizelge 4.2a. Helleborus vesicarius ekstrelerinin disk diffiizyon metoduyla antimikrobiyel
aktiviteleri (Inhibisyon Bolge Caplart olarak)

Inhibisyon Bolge Caplari(mm)*
MeOH BuOH Heksan H,0

Mikroorganizmalar

ekstresi  ekstresi  ekstresi  ekstresi CF NYS
Salmonella thyphimurium 10 11 11 8 14 -
£ CCM5445
[15] L .
o Escherichia coli 9 10 12 8 14 -
Z ATCC 25922
E  Escherichia coli
© -
S 0157H7 10 12 12 8 13
~ Staphylococcus aureus 21 10 18 8 20 ]
ATCC 25923
Staphylococcus 10 10 10 8 12 -
‘£ epidermidis ATCC 12228
N .
$ Enterococcus faecalis 10 10 10 8 17 -
& ATCC 29212
S Enterococcus faecium 10 12 12 8 15 -
©  DSM 13590
% Candida albicans 11 8 10 12 - 18
= ATCC 10239

Bitki ekstreleri (25ug/disk); CF: Ceftazidime 30 pg/disk); NYS: Nystatin (20 pg/disk). * Filtre

kagidinin ¢apini da igermektedir (6 mm).
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Cizelge 4.2b. Helleborus vesicarius ekstrelerinin disk difflizyon metoduyla antimikrobiyel aktiviteleri
(Aktivite Indeksi olarak)

Aktivite indeksi (%)
MeOH BuOH Heksan H,O

Mikroorganizmalar

ekstresi  ekstresi  ekstresi  ekstresi CF NYS
Salmonella thyphimurium 72 79 79 57 100 -
5 CCM 5445
:5} Escherichia coli 64 72 86 57 100 -
Z ATCC 25922
E  Escherichia coli
S -
S 0157H7 77 92 92 62 100
Staphylococcus aureus 105 50 90 40 100 -
ATCC 25923
. Staphylococcus 83 83 83 67 100 -
= epidermidis ATCC 12228
S Enterococcus faecalis 59 59 59 47 100 -
& ATCC 29212
©  Enterococcus faecium 67 80 80 53 100 -
O DSM 13590
% Candida albicans 61 44 56 67 - 100
= ATCC 10239

Bazilar1 orta derecede bazilar1 da iyi olmak iizere ekstrelerin tamaminin test
edilen mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyel aktivite gosterdigi gozlemlendi. Elde
edilen sonuglara bakildiginda, genel olarak apolar bilesikleri ve ugucu yaglari igeren
heksan ekstresinin diger ekstrelere gore en yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahip
oldugu, daha cok sekerli bilesikleri iceren su ekstresinin ise en diisiik antibakteriyel
aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Aktivite acisindan Heksan ekstresini
polaritesi daha yiiksek olan sekonder metabolitleri i¢eren biitanol ekstresi takip
etmektedir. Metanol ekstresinin ise Ozellikle gram-pozitif bakteri Staphylococcus
aureus'a kars1 oldukca yiiksek bir inhibisyon bolge ¢ap1 sagladigi ve bu haliyle bu
bakteriye karsi referans antibiyotikten bile daha yiliksek aktivite gosterdigi
gozlemlenmistir. Gram pozitif bakteri Enterococcus faecalis genel olarak ekstrelerin
timiine kars1 en yiiksek direng gosteren mikroorganizma olarak goze ¢arpmaktadir.
Ayrica ekstrelerin tamamimin Candida albicans iizerinde orta derecede antifungal

etki gosterdigi gozlemlenmistir.
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4.2.2. Minimum inhibitor konsantrasyonu (MiK) testi analizi

Minimum inhibitor konsantrasyonu (MIK) Testi sonucunda elde edilen

antimikrobiyel aktivite sonuglar1 Cizelge 4.2¢’de verilmektedir.

Cizelge 4.2¢c. Helleborus vesicarius ekstrelerinin minimum inhibisyon konsantrasyonu

Bitki ekstreleri ve referans antimikrobiyellerin

. . MIC degerleri (ng/ml)
Mikroorganizmalar MeOH BuOH Heksan  H,O

ekstresi  ekstresi  ekstresi  ekstresi

AMP FC

Salmonella thyphimurium 31.2 31.2 15.6 7.8 3.9

= CCM5445
8, Escherichia coli 62.5 62.5 31.2 62.5 1.9 ;
2 ATCC 25922
§  Escherichia coli 625 312 312 625 3.9 ]
o 0157H7
Staphylococcus aureus 62.5 31.2 31.2 31.2 3.9 -
ATCC 25923
Staphylococcus 31.2 62.5 15.6 31.2 19 -
= epidermidis ATCC 12228
‘N Enterococcus faecalis 62.5 31.2 15.6 31.2 7.8 .
Qé ATCC 29212
© Enterococcus faecium 31.2 31.2 7.8 15.6 3.9 -
O  DSM 13590
S, Candida albicans 39 31.2 3.9 3.9 - 78
S ATCC 10239

AMP: Ampicillin, FC: Flucytosine, -: Saptanmadi

Mikro diliisyon yontemi ile yapilan minimum inhibisyon konsantrasyonu
tayininde mikroorganizmalarin tiremesinin durduruldugu en diisiik konsantrasyonlar
Heksan ekstresi ile elde edildi. Dolayisiyla heksan ekstresinin en yiiksek
antibakteriyel etkiye sahip oldugu goriilmektedir. Em yiiksek antibakteriyel
aktiviteler heksan ekstresi tarafindan Enterococcus faecium’a karsi ve su ekstresi
tarafindan Salmonella thyphimurium’a karst 3.9 pg/ml’lik elde edilen en diisiik
konsantrasyonlarla gosterilmistir. Ekstrelerin Antifungal etkilerine bakildiginda,
biitanol ekstresi hari¢ tiim ekstrelerin referans ila¢ Flucytosine’den daha yiiksek bir
antifungal aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Flucytosine 7.8 pg/ml
konsantrasyonda maya tiremesini durdururken bu ekstreler etkilerini 3.9 pg/ml

konsantrasyonda gostererek maya tiremesini durdurmuslardir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Ulkemize endemik olan ve hakkinda literatiirde daha once kimyasal ya da
biyolojik igerikli herhangi bir calisma olmayan Helleborus vesicarius bitkisi ilk defa
tarafimizdan ¢alisildi. Calismanin kimyasal kisminda elde edilen bes ekstreden birisi
olan Heksan ekstresinin igerdigi ugucu yaglar ve temel yag asitlerinin tayini GC-MS
analizi ile yapildi. Elde edilen sonuglara gore bitkinin temel yag asitleri agisindan
oldukca zengin bir igerige sahip oldugu belirlendi. Birer temel yag asidi olan
Linolenik asit (omega-3), Palmitik asit, Linoleik asit (omega-6) ve bir diterpen alkol
olan Phytol, heksan ekstresinin toplam bilesenlerinin %81’ini olusturmaktadir. Bu
bilesenler farmakolojik agidan olduk¢a Onem arz eden bilesenler olup insan
hiicrelerinde sentezlenemedikleri i¢in hazir olarak gidalarla disaridan alinmasi
gerekmektedir. Bu bilesenlerin istah artisini baskilayici, kalp ve damar hastaliklar:
olusumunu engelleyici, anti-inflamatuar, akne azaltict ve nem tutucu vb gibi etkilere
sahip olduklarina dair ¢esitli ¢aligmalar literatiirde sabittir. Doymamis yag asitlerinin
eksikliginin insan viicudunda zararli ve anormal degisimlere neden oldugu uzun
stiredir bilinmektedir. Bu bilesenlerin eksikligi deride hafif pullanma, sa¢ dokiilmesi
ve yaralarin yavag iyilesmesi gibi etkiler dogurabilmektedir. Ayrica endiistride

sabun, kozmetik, ilag ve yiizey kayganlastirici olarak kullanim alanlar1 mevcuttur.

Calismanin biyolojik kisminda bitkiden elde edilen tiim ekstrelerin cesitli
gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi antibakteriyel ve mayaya karsi
antifungal aktivitesi incelendi. Disk Difiizyon testi ve mikro diliisyon metodu olmak
tizere iki farkli yontem ile elde edilen tiim ekstrelerin antimikrobiyel aktiviteleri
calisildi. Sonuglar tiim ekstrelerin i1yi ya da orta derecede antimikrobiyel aktiviteye

sahip oldugunu gosterdi.

Helleborus vesicarius (Ranunculaceae) Tiirkiye’nin Adiyaman ve Toroslar
bolgesine endemik olup icerdigi dogal bilesikler ve biyolojik aktiviteleri hakkinda
bilinen bir ¢alisma yoktur. Bu ¢alisma halk arasinda halk ilaci olarak kullanilan
Ranunculaceae ailesi iiyesi olan Helleborus Vesicarius’un hem ugucu yaglarinin
icerigi ile ilgili olarak hem de antimikrobiyel etkisinin incelenmesi acisindan ilk
caligmadir. Bu bitkiye ait diger ekstrelerden ve oOzellikle sekonder metabolitlerin

zengin oldugu biitanol ekstresine ait dogal bilesik izolasyon ve karakterizasyonu



5. SONUCLAR ve ONERILER Tarik KARABULUT

caligmalarinin  ieride yapilmasi ve bu bilgilerin literatiire kazandirilmasi
planlanmaktadir. Ayrica biyolojik olarak aktif bir cinsin iiyesi olan Helleborus
vesicarius’a ait elde edilen farkli ekstrelerin bu ¢alismadaki antimikrobiyel aktivite
caligmalarinin yani sira antioksidan ve sitotoksik aktivitelerin de calisilmasi ve
literatiire kazandirilmas: da yine biiylik 6nem arz etmektedir. Bu caligma tim bu
kimyasal ve biyolojik caligmalarin ilk ayagini teskil etmektedir ve diger planlanan
caligmalar tamamlandiginda elde edilen veriler bitkinin farmakolojik a¢idan 6nemini

irdelemekte yardime1 olacaktir.
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