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OzZET

ENDEMIK DORYSTOECHAS HASTATA BOISS. & HELDR. EX BENTHAM UGUCU
YAGININ BAZI ACANTHAMOEBA TURLERi UZERINE AMEBISID ETKIiSi

Acanthamoeba tirleri cevrede yaygin olarak bulunan ve Acanthamoeba
keratiti, granilomatdz amibik enfeksiyon, kutan6z acanthamoebiasis gibi dnemli
hastaliklara yol agan 6zglr yasayan amip tirlerinden biridir. Acanthamoeba
tirlerinin yol actigi bu hastaliklara karsi erken donemde uygulanan kombine
tedaviler bulunmasina ragmen, tedavide kullanilan bu ilaglarin ciddi yan etkilerinden
dolayi ve istenilen aktivite ve selektiviteye sahip olmamalarindan dolayi tedavi igin
yeni ilag arastirmalarina gidilmistir. Bu kapsamda icerdikleri pek ¢ok madde gruplari
nedeniyle yiksek ilag hammaddesi potansiyeline sahip bitkisel kaynaklardan
yararlanmaya karar verilmistir. Calismamizda da bu amagla yurdumuzda monotipik
endemik bir cins ve tlir olan Dorystoechas hastata Boiss. & Heldr. Ex Bentham ugucu

yagi kullaniimistir.

Neo-clevenger tipi distilasyon diizeneginde, Avrupa Farmakopesi’'ne gore
yapilan distilasyonla elde ettigimiz ve gaz kromatografisi yardimiyla bilesiklerini
saptadigimiz ugucu yagimizin Acanthamoeba lizerinde amebisid etkisi denenmistir.
Acanthamoeba castellanii trofozoitlerine karsi Dorystoechas hastata ugucu yaginin
farkl dilGsyonlariyla 3 tekrarli olarak yaptigimiz bu ¢alisma sonunda ucgucu yagin 40
ug/ml dozu her saatte %100 letal etkili bulunurken, 20 pg/ml dozu da 48. ve 72.

saatlerde %100 letal etkili bulunarak anlamli sonuglar vermislerdir.

Anahtar kelimeler: Dorystoechas hastata; ucucu vyag; Acanthamoeba;

amebisid etki.



ABSTRACT

THE ESSENTIAL OIL OF ENDEMIC DORYSTOECHAS HASTATA BOISS. & HELDR.
EX BENTHAM’S AMEBICID EFFECT ON ACANTHAMOEBA SPECIES

Acanthamoeba species are one of the free-living amoeba which are
commonly found in the environment and causes serious diseases such as
Acanthamoeba  keratitis, granulomatous amoebic infection, cutaneous
acanthamoebiasis. Although there are combined treatments aganist Acanthamoeba
at an early stage of the disease, these agents in the treatment have severe side
effects and do not have desired activity and selectivity, so new drug researches
began. Because of the plant sources have many groups of substances, they have
high potential as pharmaceutical raw materials, so in this scope we decided to take
advantage from that. In our study, to this purpose, essential oil of the Dorystoechas
hastata Boiss. & Heldr. Ex Bentham which is monotypic genus and species in our

country, was used.

The essential oil was obtained in Neo-Clevenger-type distillation apparatus,
accordance with European standards, and compounds were identified with the aid
of gas chromatography, then amebisid effect of the essential oil on Acanthamoeba
was tried. In the 3 repetitive study which was done with Dorystoechas hastata
essential oil aganist the trophozoites of Acanthamoeba castellanii, the essential oil
gave significant results and 40 pug/ml dose of the essential oil was found 100% lethal
in all hours and 20 pg/ml dose of the essential oil was found 100% lethal in 48 and

72 hours.

Keywords: Dorystoechas hastata; essential oil; Acanthamoeba; amebicide

effect.
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1 GIRIS

Toprak ve tatl sularda 6zglir yasayan amipler insanlarda ve hayvanlarda
Olimcll parazitozlara neden olmaktadirlar. Acanthamoeba tiirleri de gevrede yaygin
olarak bulunan ve 6nemli hastaliklara yol agcan 6zglr yasayan amip tlrlerinden
biridir (1). Acanthamoeba’nin yasam donglisiinde iki formu vardir: Trofozoit ve kist
formu. Acanthamoeba’nin her iki formu da insan viicuduna erisebilir ve hastalik
yapabilir. Viicuda kontakt lenslerle temas, kesikler, cilt yaralari ve solunum gibi pek
¢ok yolla giren Acanthamoeba tirleri gozde, deride ve sinir sisteminde ciddi

enfeksiyonlara yol agmaktadirlar (2,3).

Acanthamoeba tirleri, gozde “Acanthamoeba keratiti”ne, beyin ve omurilikte
“granilomatoz amibik enfeksiyon”a, deride “kutandz acanthamoebiasis”e ve AIDS
hastalari gibi bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde de yaygin enfeksiyona yol acar
(3). Acanthamoeba keratitinde kontakt lens kullanimi ana risk faktori olarak
disunilmektedir ve ozellikle son zamanlarda yayginlasan kontakt lens kullanimiyla

birlikte bu hastaligin tedavisi iyice deger kazanmustir (2).

Acanthamoeba enfeksiyonlarinda genel tedavi olarak hastaligin erken
dénemlerinde kombine ila¢ tedavisi uygulanarak hasta tedavi edilmeye calsilir.
Fakat bu ila¢ tedavileri ciddi yan etkiler icermektedirler ve 6zellikle sinir sistemi
enfeksiyonlarinda tedavi ¢ogu zaman hastanin 6limiyle sonuclanir. Ayrica
Acanthamoeba’nin enfeksiyon alanindan eradikasyonu zordur c¢linkii olumsuz
kosullar altinda Acanthamoeba’lar kendini kese icine alarak trofozoit formundan kist
formuna donisdir. Kist formlari da kendilerini anti-amip ilaglara karsi dayanikli hale
getiren cift katmanl duvara sahip olmalarindan dolayi tedavi daha az etkili olur. Bu

ylzden de hastaligin ilerleyen dénemlerinde major terapétik ajanlar etkisiz kalir.



Acanthamoeba enfeksiyonlarinda uygulanmakta olan ¢ok basarili bir
kemoterapi olmamasindan dolayi, tedavinin hastalar tarafindan devamhligini
kolaylastiracak daha aktif ilaglar ve dinamik tedavilerin gelistiriimesi gerekmektedir
(4,5). Bu yuzden de yiksek yapil bitkiler ve mikrobiyal organizmalar yeni tedavi

yollari bulmak adina arastirilmaktadirlar.

Cok eski zamanlardan beri geleneksel tedavilerde kullanilan dogal Urlnler,
yalnizca geleneksel ya da etnik tedavilerin kaynagi degildir, ayrica tasidiklari ¢ok
cesitli madde gruplarindan dolayl pek cok yeni ilag hammaddesi potansiyeline de
sahiptirler. Bu hammadde potansiyelini degerlendirmek adina bu konuda
arastirmalar yapilmasi da yulksek aktivite ve segicilige sahip yeni molekiillerin

kesfedilmesi agisindan ¢ok degerlidir.

Ozellikle de giinimiizde pek cok paraziter hastaligin tedavisi icin yalnizca
birkag ila¢ bulunmasindan ve yeterli 6zglinlige sahip ilaglar bulunmamasindan 6tiri
yeni antiparaziter ila¢ arastirmalari yapilmaktadir. Bu arastirmalarda bitkisel
kaynakli alkaloidler, terpenler ve fenolik bilesiklerin siurpriz etki ve selektiviteye
sahip antiparaziter etkili madde gruplar oldugu gorulmuistir (6). Buradan yola
cikilarak pek cok bitki ekstresi ve ucucu yagi Acanthamoeba’ya karsi denenmis ve

olumlu sonuglar ainmistir (4,5,7,-13,15).

Acanthamoeba’ya karsi bitki ucucu vyaglan kullanilarak yapilan bir etki
¢alismasinda Pterocaulon polystachyum ucucu yagl Acanthamoeba polyphaga
trofozoitlerine karsi denenmis ve 10 ve 20 mg/ml dozlarinda %100 letal etkili

bulunmustur (7).

Acanthamoeba’ya karsi yapilan bir diger ucucu yag calismasinda da Croton
pallidulus, Croton ericoides, Croton isabelli ugucu yaglari Acanthamoeba polyphaga
trofozoitlerine karsi denenmis, en c¢ok amebisidal etki Croton ericoides’te
gorilirken, en az etki de Croton isabelli ucucu yaginda gorilmustir. Fakat ayni

zamanda bu 3 ucucu yag kornea hiicrelerinde sitotoksik etki gostermistir (8).

Ucucu vaglar kullanilarak yapilan bir baska etki denemesinde de Piper
hispidinervum ucucu yagl Acanthamoeba polyphaga trofozoitlerine karsi denenmis

ve ugucu yagin 0.5 mg/ml dozu %100 letal etkili bulunmustur. Ayrica yapilan
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testlerde ugucu yagin 0.25 mg/ml doza kadar memeli hiicrelerine sitotoksik etkili

olmadigi gorulmustir (9).

Bazi bitki ucucu vyaglarinin antiprotozoal aktivitesine bakilan baska bir
calismada ise, 16’sI Lamiaceae, 7’si Verbenaceae, 4’U Asteraceae, 3’'U Piperaceae,
2’si Annonaceae familyalarindan olan ve geri kalan bitki tirlerinin de her biri bir
familyaya ait olacak sekilde toplam 42 bitki tlrliniin ugucu yaglarinin antiprotozoal

aktivitesine bakilmis ve etkili bulunmuslardir (14).

Ucucu yaglarin antiprotozoal bir ajan olarak denendigi bir diger calismada ise,
Citrus sinensis (orange), Citrofortunella mitis (syn. Citrus microcarpa, calamansi),
Citrus poonensis (ponkan), Citrus reticulata (dalandan), Eucalyptus citriodora
(eucalyptus), Zingiber officinale (ginger), Cananga odorata (ilang-ilang),
Cymbopogon winterianus (citronella), Pandanus sp. (pandan) and Mentha piperita
(peppermint) ucucu vyaglarinin Acanthamoeba tirlerinin trofozoitlerine karsi
antiprotozoal aktivitesine bakilmistir. Cymbopogon winterianus, Citrus reticulata ve
Citrus poonensis %100 antiprotozoal aktivite gosterirken, Pandanus sp. ve Zingiber
officinale ucucu yaglari ise Acanthamoeba tiirleri lizerinde letal etki gostermemistir

(15).

Bu calismamizda, gerek daha o6nce Acanthamoeba’ya karsi bitki ucucu
yaglariyla yapilmis etki denemelerine dayanarak, gerekse ucucu yaglarin basta
terpenik maddeler olmak lzere antiparaziter etki saglayabilecek pek ¢ok potansiyel
bilesige sahip olmasi nedeniyle, Dorystoechas hastata ucucu yaginin Acanthamoeba

Uzerinde amebisid etkisinin denenmesi degerli bulunmustur.

Ayrica bu calisma kapsaminda ucucu yaglar ile ilgili literatir taramasi
yaparken, ugucu yaglarin pek ¢ok calismada kullanilmasi nedeniyle, ucucu yaglarla
ilgili literatlirlerin derli toplu bir arada bulunmasi ve bu literatiir bilgilerine hizlica
erisilmesi adina, taradigimiz literaturleri bir veri tabanina aktararak “Tiirkiye Ugucu

Yag Bitkileri Veri Tabani”nin olusturulmasi da ek bir amag edinilmistir.



2 GENEL BILGILER

Bu bolim Endemizm, Lamiaceae Familyasi, Dorystoechas hastata, Ugucu
Yaglar, Kromatografi, Veri Tabanlari ve Acanthamoeba olarak 7 ana baslk altinda

incelenecektir.

2.1 Endemizm
Yunanca endemos kelimesi yerli, o yere ait anlami tasir.

Endemizm, bir canlinin dar bir alanda bulunmasi olayidir. Diger bir deyisle dar
yayllis (stenokori) durumudur. Endemik bitki de sinirlari belli, dar bir alanda bulunan
bitkidir (16). Aslinda endemik bir canlinin bulundugu alan illa dar olmak zorunda
degildir, genis de olabilir. Ancak 6nemli olan s6z konusu bitki ya da hayvan tirinin

yayilisinin belirli bir bolgeyi ilgilendirmesidir (17).
Endemik tirlerin dar yayilislarinin genelde 2 nedeni vardir (16):

1) Jeolojik devirlerde genis yayilis alani olan bir bitkinin, daha sonra cevre
kosullarinin degismesi ile blylk oranda ortadan kalkmasi ve bu bitki
tirinden kalan bireylerin siginabildikleri ¢ok 6zel c¢evre kosullarinda
varliklarini devam ettirmesidir. Boyle tirler “paleoendemik”, “konservatif
endemik” ya da “relikt endemik” olarak isimlendirilir.

2) Yeni tir olusmasidir. Bu tirler heniliz yayilis asamasinda olduklari icin yayilis
alanlari dardir. Boyle tirler de “neoendemik” ya da “progressif endemik”

olarak isimlendirilirler.

Endemiklerin siniflandiriimasi konusunda Favarger ve Contandriopulus’un
1961 yilinda yaptiklari siniflandirma en ¢ok kabul edilen siniflandirmalardan biridir.

Bu siniflandirmaya gore endemikler 4 gruba ayrilir (16):



1) Paleoendemikler
2) Sizoendemikler
3) Patroendemikler

4) Apoendemikler

1) Paleoendemikler: Sistematik olarak izole olmus, atasal taksonlari ve kdken
bulduklari alanla iliskileri kesilmis taksonlardir. Bu endemiklere en iyi 6rnek
monotipik cinslerdir. Paleoendemiklerin buglinkii bulunduklari yer, ilk ortaya
¢iktiklari yer olmayip, jeolojik devirlerdeki daha genis bir alanin giinimizde kalan

son alanidir.

2) Sizoendemikler: Sizoendemikler ortak orjinli olup, kardes veya ayni
ebeveynden ortaya ¢ikan akraba taksonlardir. Buylk olasilikla da bunlar, yaklasik

ayni zamanda olusmuslardir. Tiir veya cins diizeyinde olabilirler.

3) Patroendemikler: Kendileri diploid olan ve poliploid yoluyla komsu
bolgelerde yeni taksonlar olusturan endemiklerdir. Atasal takson daha dar

yayilishyken, yeni olusan taksonlar daha genis yayilishdir.

4) Apoendemikler: Patroendemiklerin aksine, atasal bir taksondan olusmus
endemik taksonlardir. Sizoendemiklerden farkli olarak, blyik cogunlukla poliploid

yolu ile olugsmuslardir. Yani ani tiir olusumu s6z konusudur.

Endemikler genel olarak gelisiglizel dagilim gosterirler fakat bazi yerlerde daha
¢cok yogunlasmislardir. Bu yogunlasma da bazi habitatlarin 6zel yapilarinin yiksek
farklilasma gostermesi sonucu ve olusan bazi taksonlarin yayilislarindaki engellerden
dolayir olmaktadir. Daglar ve subalpin bolgeler, adalar, psammofitik habitatlar,
kayalar, kaya catlaklari, halofitik habitatlar, bu yogunlasmanin goérildigi
endemiklerce zengin olan alanlardir. Alpin bdlgeler, batakliklar ve c¢oller ise

endemikler acisindan fakir alanlardir.

Endemizm gerektigince incelendigi zaman, evrim, biyocografya, bitki tarihi ve
tir olusumlari konusunda onemli bilgiler saglayabilmektedir. Ayrica endemik
taksonlarin arastirilmasi ile alan parcalanmalari, gogler gibi bircok bitki cografyasi

problemlerinin  ¢éziimiine  énemli  katkilar  saglanabilmektedir.  Ozellikle



paleoendemikler, flora orjinleri ve eski jeolojik devirlere ait bilgilerin elde

edilmesinde ¢ok 6nemlidir (16).

2.1.1 Yurdumuzda Endemizm ve Endemik Bitkiler

Tirkiye, iklim ve toprak ozellikleri bakimindan farkliliklar gbésteren cografi
bolgelere sahip olmasi, Asya ve Avrupa kitalarinin kesisiminde bulunmasi, iki 6nemli
Vavilov gen merkezinin (Akdeniz ve Yakin Dogu) kesisiminde bulunmasi, g tarafinin
denizlerle cevrili olmasi, ic énemli fitocografik bolgeyi (Avrupa-Sibirya, iran-Turan
ve Akdeniz) (Sekil 1) barindirmasi nedeniyle bitki cesitliligi bakimindan diinyada
onemli bir yere sahiptir (18). Son yapilan teshislerin de eklenmesiyle birlikte
Ulkemizde 12000’in Uzerinde bitki taksonu bulundugu ortaya c¢ikmigtir (17,18).
Turkiye bitki cesitliliginde oldugu gibi endemizm bakimindan da dlinyada 6nemli bir
yere sahiptir. Tlrkiye kendisinden 15 kat biylk yliz 6lgimine sahip olan Avrupa
kitasiyla karsilastirildiginda, bu zenginligimiz daha iyi anlagilmaktadir (18). Nitekim
Avrupa ulkeleri arasinda en ¢ok endemik tiire sahip olan lilke 800 endemik tir ile
Yunanistan iken, llkemizdeki endemik tiir sayisi 3000'den fazladir ve endemizm

orani %34,4’tur (17,18).

Turkiye’de 63 familyada endemik bitkiler bulunmaktadir. Yurdumuzda tamami
endemik olan higbir familya yokken, 15 tane endemik cins vardir. En ¢ok endemik
tir, sahip oldugu 126 cinsten 40'inin endemik tir icermesiyle Asteraceae

familyasinda bulunmaktadir.

Yurdumuzda iran-Turan bélgesi taksonca en zengin bdlge olup, endemik
bitkilerin sayisal orani da bu bdlgede cok yiiksektir. iran-Turan bélgesini Akdeniz,
onu da Avrupa-Sibirya bolgesi izlemektedir. Yurdumuzun 3 flora boélgesinin birbirine
gecis bolgelerinde de endemik bitki sayisi oldukga yiiksektir. Ayrica i¢c Anadolu ve
Dogu Anadolu’yu birbirinden ayiran ve “Anadolu Caprazi” olarak isimlendirilen dag

siralari da endemik bitkiler agisindan zengindir (16).



Sekil 1: Turkiye’'nin Fitocografik Bolgeleri (18)

Sekil 2: Yurdumuzun Endemik Bitkiler Agisindan Onemli Yéreleri (19)



2.2 Lamiaceae (Labiatae, Ballibabagiller) Familyasi

Lamiaceae familyasi ¢ogunlukla gilizel kokulu olan, tek veya cok yillik otsu,
nadiren cali ya da agac seklindeki bitkilerdir (20). Kuzey yarimkiirede ve 6zellikle

Akdeniz bolgesinde yayilis gosterirler (21).

Lamiaceae kozmopolit bir familyadir, yaklasik 200 cins ve 3000 kadar tiir icerir.
Ulkemizde de 45 cins ve 546’dan fazla tiirii vardir (20). Familyanin endemizm orani

da %44,2 olarak belirtilmistir (22).

Lamiaceae familyasindaki bitkilerde govde ve dallar 4 koselidir ve bu 6zellik
familya icin karakteristiktir (23). Bu familyanin 6nemli 6zelliklerinden birisi de
govdelerinde epidermis altinda kése kollenkimasi ve ugucu yag salgilayan tiylerin

bulunmasidir (21).

Yapraklar basit ya da bilesik yapidadir, stipulasizdir ve karsilikli ya da dairesel
dizilislidir (20).

Taslyicl yapraklarin koltuklarindan gelisen gicekler, kimoz ya da rasemus

durumda toplanmistir, erdisidir ve zigomorf simetriye sahiptir (20,21).

Kaliks 5 sepalli, 2 dudakhdir. Korolla 5 petalli, tabanda tlpsu, Ustte 2
dudaklidir. Ust dudak 2, alt dudak 3 petalin birlesmesi ile olusmustur (21).

Stamenler genellikle didinamdir (20). Bunun disinda bazi tirlerde filamentleri

esit boyda 4 stamen bulunurken, bazi tirlerde de 2 stamen bulunur (23).

Pistil 1 tanedir. Ovaryum Ust durumlu, 2 karpelli, 4 gozlidir ve her gozde 1
ovil bulunur. Ovaryumun plesantasyonu bazal ya da eksenseldir. Stilus ginobaziktir

(20).
Meyve 4 nukstan meydana gelir ve sizokarp tiptedir.

Familyanin genel gigcek formili: z.Ks).Cis)As.Gz) (23).



Sekil 3: Lamiaceae (Labiatae) Cicegi. a:alt labellum; b:lst labellum; ¢:cicegin boyuna kesiti;
k:kaliks; o:ovaryum; st:stilus: stg:stigma (23)

Lamiaceae familyasi aromatik bitki bakimindan en zengin familyalardan biridir.
Bu familyaya ait bitkilerin cogu antik caglardan bu yana halk ilaci olarak cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu yonlyle antibakteriyel aktiviteye sahip
olan bitkilerin bakteriyel kaynakli insan, hayvan, bitki hastaliklarinin kontroliinde
etkili olabilecegi bildiriimektedir. Lamiaceae familyasina ait cinsler 6zellikle sahip
olduklari terpenik maddeler (mono, di, triterpenler), flavonoitler, iridoitler ve
tanenler nedeniyle 6nemli fizyolojik aktivitelere sahip bitkileri icermektedir (22). Bu
familyadan, familya Uyelerinin ¢ogunun icerdigi ucucu vyaglardan dolayi
farmakolojide, eczacilikta, parfiim ve kozmetik sanayinde yararlanilir. Ayrica familya

Uyeleri baharat ve sis bitkisi olarak da kullanilir (20,21).



2.3 Dorystoechas hastata

Sekil 4: Dorystoechas hastata Boiss. et. Heldr. ex Bentham (Fotograf: Bintug Oztiirk)

23.1 Taksonomik Bilgileri

Alem : Plantae
Sube : Angiospermae
Sinif : Dicotyledone
Alt Sinif: Asteridae
Takim : Lamiales
Familya: Lamiaceae
Cins : Dorystoechas Boiss. & Heldr. ex Bentham corr. Bentham

Tir : Dorystoechas hastata Boiss. & Heldr. ex Bentham (24,25).
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2.3.2 Dorystoechas Tiir Tayin Anahtari

1. Cigeklerde verimli stamen sayisi 4 veya gicekler disi 6
* Fertil stamen sayisi 2(-3), Ust ¢ift yok veya cok farklilasmis (kiyaslama: Micromeria
cymuligera 2

2. Anterlerin konnektifleri filamente oturdugu yere kadar uzamis ve parcalara (teka)

ayrilmis.

Salvia

* Konnektif kisa, filamente oturdugu yere kadar ayrilmamis. 3

3.Bir veya gok yillik otsu bitkiler, aromatik kokulu veya kokusuz bitkiler 5

* Calimsi,aromatik kokulu bitkiler 4

4. Yapraklar linear, herdem yesil. Canak tst dudagi tam. Rosmarinus

* Yapraklar mizrak seklinde, yazlari yesil.Canak tst dudagi 3 loplu.

Dorystoechas hastata

(26).

233 Genel Bilgiler

Dorystoechas hastata Boiss. & Heldr. ex Bentham, Lamiaceae familyasina ait,
Antalya’ya endemik, tersiyer relikt monotipik bir bitkidir. Bu tiir sadece Termossos
Milli Parki’'nda koruma altindadir ancak koti kosullar altinda ve ¢cimlenme zorluguyla
birlikte baska lokalitelerde de yasamaktadir. Antalya ve gevresinde “calba gay!”
olarak bilinen bu bitkinin taze ve kurutulmus yapraklari, yére halki tarafindan soguk
alginhgl ve grip tedavisinde kullanilmaktadir (27). Bu bitkiden elde edilen droglar,
sadece yoresel kullanimi olan droglardir ve istanbul aktarlarinda satilmamaktadir

(28).

Lamiaceae familyasindaki pek cok bitki dag cayi olarak isimlendirilir, fakat
Dorystoechas hastata 1999 yilinda Baytop tarafindan “Gergek Calba” olarak kabul

edilmistir (27). Daha sonra da “Devren Kekigi” olarak yeni bir isim verilmistir (29).
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2.3.4 Morfolojik ve Anatomik Ozellikleri

Dorystoechas hastata tim kisimlarinda gli¢li bir sekilde aromatik, 40-100 cm
uzunlugunda, odunsu bir calidir. Ergenlikte ¢ok sayida sesil bezleri ile yogun tiyli,
salgl organlari bazen kisa bas seklindedir. Yapraklari mizrak seklinde, hastattir, 2.8-
7.5*1.5-3 cm boyundadir, ¢ok sayida sesil bezlerine sahiptir, burusuktur, saplidir
(Sekil 6). Yaprak sapi 1-3.6 cm’dir. Cicek durumu, ince, dik, silindirik basak
seklindedir; yalanci gevrel gicek durumu hemen hemen siktir; gicekler biseksuel,
bazen erkek verimsizdir. Basak 6-17 cm’dir ve meyve zamaninda uzamaz, yalanci
cevrel cicek durumu 10-25 ciceklidir; meyve durumu sert ve sonraki mevsime kadar
kalicidir. Cigek saplart 1 mm boyundadir. Kaliks eksen lzerinde yatiktir, yogun olarak
salgl organsiz killi, nadiren bas seklinde salgi organhdir; 2 dudakli, dudaklar hemen
hemen esit, tipsi-¢ansi sekildedir, 8-11 damarhdir, birbirine yaklasan dudaklarla
meyvedeki bliyime agzi kapatir; st dudak 3 disli, alt 2 dislidir, dis 1.5 mm’dir.
Korolla beyazdir, 4-6 mm’dir; tlip seklinde ve hemen hemen kalikse esittir; 2
dudakhdir, Gst dudak genelde net bir sekilde 2 esit parcalidir, 3 loblu alt dudaktan
daha kisadir; iki dudak da sesil bezleri tasir. Stamenler 2 tane, nadiren 3 tanedir,
daha nadiren disari uzamistir, anterler tepede kivrilarak birlesmistir, teka yayilmistir;
verimsiz stamenler genelde yoktur; tabla kirmizidir, stilus 2 lobludur. Meyve nuks
tipidir; 2.5%1 mm, tlyslz, 3 koseli, dogrusal-dikdortgensi, diiz, plrizsiz, tepede
gagaldir. Ciceklenme 5.-7. Aylarda olur; kayalar ve frigana etrafinda, 650-2000 m
ylkseklikte bulunur. Endemik olup, Dogu Akdeniz elementidir. Antalya ilinde nadir
degildir fakat orayla sinirlidir (30). Dorystoechas hastata’nin yayihis alanlari sekil 7'de

gosterilmistir.
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10 an

Sekil 6: a: Dorystoechas hastata yaprak 6n yiiz, b: Yaprak arka yiz, c: Kaliks, d: Kaliks disleri,
e: Cicek, f:Korolla ve korollaya birlesik stamenler, g: Ginobazik stilus ve ovuller (24)
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Sekil 7: Dorystoechas hastata’nin Yayilis Alanlari (24)

235 Dorystoechas hastata ile Daha Once Yapilan Calismalar

Dorystoechas hastata bitkisinden ugucu yag eldesi ve analizi icin daha 6nce
yapilan calismalarda, elde edilen ugucu yaglarin a-terpineol, kafur, terpinen-4-ol, a-
fellandren, limonen, kamfen, a-pinen, 1,8-sineol, borneol, guaiol ve karyofillen gibi
bilesikleri icerdigi tespit edilmistir (31,32). Lamiaceae familyasinin ¢ogu lyelerinde
oldugu gibi, Dorystoechas hastata ucgucu yagl analizinde de ana bilesik 1,8-sineol

olarak bulunmustur (31).

Dorystoechas hastata’nin  fitokimyasal incelemeleri sonucunda bitkinin
yapraklarindan karnosol ve rosmanol adl diterpenlerin, luteolin, luteolin-7-glikozit
ve 6-metoksiluteolin-7-glikozit gibi flavonoitlerin yani sira kafeik asit, klorojenik asit

gibi fenolik asitlerin izole edildigi bildirilmistir (33).

Dorystoechas hastata ile yapilan baska bir calismada da bitkinin koklerinden

diterpenler ve norditerpenler tanimlanmistir (34).
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2004 yilinda Kantarci ve arkadaslan tarafindan yapilan bir galismada ise
Dorystoechas hastata ugucu yaginin serbest radikal sipiricl, antioksidan ve

antimikrobiyal etkileri oldugu goérilmastir (35).

Ayrica 2008’de Karagozler ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alisma sonucunda bu
tlrin dogal bir pirolin ve antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegi bildirilmistir

(36).

2011 yilinda yapilan bir calismada ise Dorystoechas hastata’nin cesitli fenolik

bilesikleri icerdigi ve giiclii antioksidan kapasiteye sahip oldugu gortlmustir (37).

Baska bir calismada da Dorystoechas hastata’nin aksillar sirgin

proliferasyonu yoluyla klonal ¢ogaltimi ¢ahsiimistir (27).

2.4 Ugucu Yaglar

24.1 Ugucu Yaglarin Tanimi ve Ozellikleri

Ugucu vyaglar, aromatik bitkiler tarafindan sekonder metabolitler olarak

olusturulan, gicli bir koku ile karakterize, ucucu, dogal, kompleks bilesiklerdir (38).

Ugucu yaglar oda sicakliginda sivi olan, kolaylikla kristallesebilen bilesiklerdir
(39). Genellikle renksiz ya da agik sari renklidirler fakat kirmizi ve mavi renkli ugucu
yaglar da vardir. Ornegin; tarcin ve karanfil ugucu yaglari kirmizi, papatya ucucu yagi

mavi mirekkep rengindedir (39,40).
Ucucu vyaglar acikta birakildiklari  zaman oda sicakhiginda  bile

buharlasabildikleri icin “ugucu yag”, “eterik yag”, glizel kokulu olduklari ve parfim

sanayinde kullanildiklari igin de “esans” olarak isimlendirilmislerdir.

Ugucu yaglar su ile karismadiklari ve su ylzeyinde tabaka olusturduklari igin
“yag” olarak anilsalar da sabit yaglardan farkhdirlar. Ugcucu yaglar su buhari ile
surliklenebilip, slizge¢ kagidinda leke birakmazlarken, sabit yaglar su buhari ile
suriiklenemezler ve slizge¢ kagidina damlatildiginda kalici, yagh bir leke birakirlar.
Ayrica ucucu vyaglar sulu alkollerde c¢oziiniirken, sabit yaglar sulu alkollerde

¢Ozlinemezler.
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Ugucu yag tasityan bitkiler cogunlukla sicak iklim bolgelerinde yetismektedirler.
Tirkiye’de de Akdeniz bolgesi ugucu yag tasiyan bitkiler bakimindan zengin bir
bolgedir (40).

Ugucu yaglar iceren bitki familyalari Lamiaceae, Apiaceae, Brassicaceae,
Chenopodiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, lIridaceae, Lauraceae, Myrtaceae,

Pinaceae, Poaceae, Rosaceae, Rutaceae, Zingiberaceae olarak sayilabilir (40,41,42).

Ugucu yaglar bitkinin tim organlarinda veya bitkinin belirli bir organinda,
bazen de bir organin belirli dokularinda da bulunabilmektedir. Bitkilerin bulundugu
familyalara gore salgl tiylerinde, salgl ceplerinde, salgl kanallarinda, salgi

hiicrelerinde ve nadiren parankima dokusu icinde yayilmis olarak bulunurlar (41).

Ugucu yaglar i1sik ve hava karsisinda zamanla oksitlenebilirler, recinelesebilirler
ve renkleri koyulasabilir. Bu ylzden serin ve kuru bir yerde, agzi sikica kapali bir

sekilde ve 6zellikle dolu olarak, renkli siselerde saklanmalidir.

Ucucu yaglar yiksek kirilma indeksine sahiptir ve optikce aktiftirler. Ucucu
yaglarin polarize 15181 spesifik ¢evirmeleri ugucu yagin taninmasinda o6nemli
Ozelliklerden biridir. Eger ugucu yagin kirilma indeksinde ve polarize 15181 ¢evirme
derecesinde herhangi bir degisiklik varsa, bu degisim ugucu yagin safliginin

bozuldugunun bir gostergesidir (40).

Ucucu yaglar tarcin ve karanfil ucucu yaglari hari¢ sudan hafiftirler (41). Petrol
eteri, benzen, eter, etanol gibi organik ¢oziicllerde ve yaglarda ¢ok ¢ozlinirler, suda
az ¢ozundurler. Aslinda ugucu yaglar kural olarak su ile karismayan maddeler olsa da,
kokularinin suya ge¢cmesine yetecek kadar suda ¢o6zlintrler. Aromatik sular da bu

Ozellikten yararlanarak hazirlanir (40,41).

2.4.2 Ugucu Yaglarin Yapisindaki Bilesikler

Gunlmuzde ucgucu vyaglarin yapisinda 2000°’den fazla kimyasal bilesigin
bulundugu gosterilmis olup, bunlarin % 90’1 terpenik maddelerden olusmustur.
Yapilarinda bugiin 150’den fazla monoterpen, 1000 kadar seskiterpen ile diterpenler
bulunmustur (43). Ayrica bitkiler aleminde dogal olarak ve yaygin sekilde bulunan
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terpenoitler de ucucu yaglarin temel bilesiklerini olusturmaktadir. Terpenoitler,
terpenik hidrokarbonlarin alkol, aldehit, keton, fenolik ester, eter, asit ve esterler
gibi oksijenlenmis tiirevleridir (44). Ugucu yaglarin kendisine has kokusu ve tadi da
terpenlerin oksitlenmesi ile olusan bu oksijenli tlrevlerden ileri gelir (43). Yani
ucucu yaglarda en ¢cok mono-, seski- ve diterpenler ile bunlarin oksijenli tiirevleri
olan terpenoitler mevcuttur denilebilir (41). Bunlarin yaninda alkoller (benzil alkol,
sinnamik alkol, sitronellol), organik asitler (asetik asit, benzoik asit, sinnamik asit),
fenoller (karvakrol, kativol, timol), ketonlar (kafur, karvon, pulegon), aldehitler
(benzaldehit, sinnamik aldehit, sitral), esterler (benzil benzoat, bornil asetat, geranil
asetat), fenol esterleri (anetol, 6jenol, safrol), ve diger bilesikler (stlfiir, nitrojen,

kumarin) bulunmaktadir (43).

24.2.1 Terpenler

Terpenler, dogal Urlinlerin en yaygin gruplarindan biridir. Bitkilerde ve
hayvanlarda birgcok farkh islevleri bulunurken gidalarda da aroma bilesenleri olarak
onemlidirler. Ornegin turuncgiller, tarcin ve diger baharat aromalari birkag terpen
ile karakterize edilir. Limonen ve sitral (her ikisi de limonda bulunur), kafur, pinen
(cam agaclari), 6jenol (karanfil), anetol, timol, geraniol (gil) ve mentol en yaygin

bilinen terpenlerdir (45).

Kimyasal anlamda terpenler, 5 karbonlu izopren birimlerinin iki veya daha
fazlasinin birlesmesiyle olusan molekiillerdir (38,45). izopren molekili sekil 8’de

gosterilmistir.

z

Sekil 8: izopren Molekiilii (CsHsg) (41)
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Terpenlerin siniflandirilmasi sahip olduklari izopren iskeleti sayisina bakilarak
yapilir. Mono-, seski-, di-, ve sesterpenler bas-kuyruk seklinde baglanmis
izoprenlerden meydana gelirken, triterpenler iki C15 ve karotenoidler
(tetraterpenler) iki C20 biriminin kafa-kafaya baglanarak olusturduklari yapilardir

(45). Karbon sayisina gore terpenler sekil 9’da gosterilmistir.

n Ad Bulunusu

10 Monoterpen Ugucu yaglar

|5 Seskiterpen Ugucu yaglar, recineler

20 Diterpen Recineler, aci maddeler

15 Sesterterpenler Recineler, aci maddeler

30 Triterpenler Regineler, aci maddeler

40 Tetraterpenler Yesil dokular, koker, meyveler
100 - Politerpenler Lateksler, kikler

Sekil 9: Karbon Sayisina Gore Terpenler (41)

24211 Monoterpenler
iki izopren molekiiliinden meydana gelmis, 10 karbonlu terpenlerdir.

Gunlmuzde tabiatta varligi bilinen ve yiliksek bitkilerden izole edilen
monoterpenlerin sayisi 1000’in lizerindedir. Ayrica algler, deniz canlilari, bocekler ve
bazi omurgali hayvanlarda da monoterpenlere rastlanmaktadir (41). Bugiin ugucu
yaglarda da 150’den fazla monoterpen bulunmustur (45). Parfimlerde ve gida
tatlandiricilarinda  yaygin olarak kullanilan monoterpenlerin, antibakteriyel,
antifungal ve antikanser etkilerinin oldugu bilinmekte, farmasotik endistrisindeki

onemleri de gilin gectikce artmaktadir (41).
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Monoterpenler yapilarina gore (g grupta incelenebilirler (41):

1) Asiklik veya linear yapida (6rn: sitral, geraniol)
2) Monosiklik yapida olanlar (6rn: mentol, limonen)

3) Bisiklik yapida olanlar (6rn: a-pinen)

1) Asiklik monoterpenler

Asiklik monoterpenler (g ¢ift bag icerirler (45) (Sekil 10).

Mirsen Osimen

Sekil 10: Asiklik Monoterpenler (45)

Asiklik monoterpenlerin alkol, ester veya aldehit grubu tasiyan oksijenli

turevleri bulunur (45) (Sekil 11).

YN

Sitronellol Linslol Sitral (Nezal)

Sekil 11: Asiklik Monoterpenlerin Oksijenli Ttirevleri (45)
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2)Monosiklik monoterpenler

Monosiklik monoterpenlerde iki ¢ift bag bulunur (45) (Sekil 12).

229

Linmpeen a-Terpinen B-Tapmen ¥ Tapnen

Sekil 12: Monosiklik Monoterpenler (45)

Monosiklik monoterpenlerin oksijenli turevleri alkol, ester, keton, epoksit ve

peroksit grubu tasiyabilirler (45) (Sekil 13).

|
Q
B
Mentol Olcalipiol

Mentil soetat Karvon
(1,8-Sincol)

Sekil 13: Monosiklik Monoterpenlerin Oksijenli Tlrevleri (45)

3)Bisiklik monoterpenler

Bisiklik monoterpenler 1 cift bag icerirler (45) (Sekil 14).

00

\
/
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e

Sekil 14: Bisiklik Monoterpenler (45)

Bisiklik monoterpenlerin alkol, ester veya ketonlu tirevleri bulunur (45) (Sekil

vy

15).

Sabvirnel Asesta

Sekil 15: Bisiklik Monoterpenlerin Oksijenli Turevleri (45)

24.2.1.2 Seskiterpenler

Seskiterpenler de asiklik, monosiklik, bisiklik ve trisiklik yapilarina gore alt
gruplara ayrilirlar. Bugiin ucucu yaglarda 1000 kadar seskiterpen baglantili tlirevier
bulunmaktadir. Seskiterpenlere 6rnek olarak Bisabolol, Kamazulen, Farnesol

verilebilir (45).

Daha ¢ok ucucu yaglarin bilesiminde bulunan seskiterpenler, ugucu yaglar
disinda 6zellikle Asteraceae familyasinin karakteristik (Santonin, Germakranolit gibi)

bilesikleridir. Antitimor, antilosemik, sitotoksik ve antimikrobiyal aktiviteleri
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bilinmektedir. Aktivitenin  a,B-doymamis-y-lakton halkasindan kaynaklandigi

distnilmektedir (41). Seskiterpenler sekil 16’da gosterilmistir.

G

a-Sclinen

Sekil 16: Seskiterpenler (45)

Seskiterpenlerin oksijenli tlrevleri yaygin olarak bulunur (45) (Sekil 17).

(G0
o Et ot

m—lrem

Sekil 17: Seskiterpenlerin Oksijenli Turevleri (45)
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2.4.2.2 Diger Bilesikler

Alkoller: Alifatik hidrokarbonlarin hidroksi slbstitlie tlrevleri bilesiklerdir.
Alkoller, ya ana hidrokarbon isminin sonuna —ol eki ya da hidroksi 6éneki ya da
hidrokarbonun alkil isminin sonuna alkol kelimesi getirilerek Ui¢c ayri sekilde
isimlendirilirler. Alkoller, OH grubunun bagh oldugu karbon atomunda bulunan alkil

sayisina gore primer, sekonder ve tersiyer olarak siniflandirilirlar (46,47,48).

Metanol, Etanol, izopropil alkol, Gliserol, Kolesterol, Tokoferol (Vit E), Kortizol,

Retinol (Vit A) alkol yapisindaki bilesiklerdir (46).

Fenoller: Aromatik hidrokarbonlarin hidroksi sibstittie tirevleri bilesiklerdir.
Alkollerin ve fenollerin bazi 6zellikleri benzer olmasina karsin, genel olarak bu
bilesiklerin kimyasal 06zellikleri olduk¢a farkhdir. Fenoller suda asit 0Ozelligi
gosterirken, alkoller gostermezler. Buna karsilik fenoller ester olusturmalari

acisindan alkollerle benzerler (47).

Bir cok dogal maddenin yapisinda fenolik grup bulunmaktadir. Ornegin;
katekol, rezorsinol, vanilya, timol, krezol, adrenalin gibi. Mikroorganizmalar icin

toksik oldugundan antiseptik ve dezenfektan olarak yaygin kullanimi vardir (46).

Organik asitler: Organik asitler(Karboksilik asitler), ayni karbon atomu
Uzerinde, hem bir karbonil (C=0) hem de bir hidroksil grubuna sahip bilesiklerdir.
Turemis olduklari hidrokarbonun adinin sonuna -oik eki getirilerek isimlendirilirler.
Primer alkollerin ya da aldehitlerin yikseltgenmesiyle elde edilebilirler. Karboksilik
asitler dogada genis bir sekilde serbest asit veya esterleri halinde dagilmislardir.
Birgoklari tuzlari halinde izole edilebildiklerinden eskiden beri bilinmektedir.
Karincalarin salgisinda bulunan formik asit, sirkeye eksi tadini veren asetik asit,

bozulmus tereyagindaki bitirik asit nemli karboksilli asitlerinden bazilaridir (46,48).

Aldehitler: Yapilarinda karbonil grubu bulunan organik bilesiklerden, karbonil
grubuna bir hidrojenin bagh oldugu bilesiklerdir. Aldehit grubu molekiliin ucunda
bulunur yani molekiildeki birinci karbondur. isimlendirme aldehit kelimesi eklenerek

veya -al eki getirilerek yapilir. CH3CHO asetaldehit/ethanal gibi (46).
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Aldehitler genel olarak yiksek sicakliklarda alkollerin dehidrojenasyonundan
elde edilebilirler, aldehit adi da buradan gelmektedir. Ayrica birincil alkollerin
yukseltgenmesi de aldehitleri verir. Aldehitler yapilarindaki karbonil grubu sebebiyle
bircok reaksiyona kolaylikla katilabilirler. Kolayca ylikseltgenerek karboksilli asitleri,

indirgenerek primer alkolleri verirler (48).

Ketonlar: Merkezdeki karbon atomuna ¢ift bagla baglanmis bir
oksijen(karbonil) ve ayni karbona baglanmis iki karbon atomundan olusan
bilesiklerdir. Bu iki karbon atomu alifatik veya aromatik bir bilesige ait olabilir.
isimlendirme keton kelimesi eklenerek veya -on eki getirilerek yapilir. Ornegin;

aseton gibi (46).

Ketonlar, yapilarindaki karbonil grubunda hidrojen bulunmadigl igin

yikseltgenmezler. indirgendiklerinde ise sekonder alkolleri olustururlar (48).

Esterler: Esterler, karboksilli asitlerle alkollerin bir denge tepkimesinde
olusturduklari bilesiklerdir. Esterin adlandirilmasinda onu olusturan alkolden gelen
alkil grubu ve ardindan karboksilik asitten gelen alkanoat grubu kullanilir. Ornegin,

metanol ve butirik arasindaki tepkimeden metil butirat adli ester olusur (46,48).

Kati ve sivi yaglar, yag asitlerinin gliserinle olusturdugu esterlerdir. Ornegin;
zeytinyagl, gliserin ve oleik asit esteridir. Cogu esterin kendine has bir kokusu vardir.
Molekil agirhgr kigik olan esterler, meyvelerde bulunmakta olup onlarin hos

kokularini olustururlar (48).

243 Ucgucu Yaglarin Etkileri

Ucucu vyaglar, aromatik bitkiler tarafindan sekonder metabolitler olarak
olusturulan, gicli bir koku ile karakterize, ucucu, dogal, kompleks bilesiklerdir.
Ucucu yag bitkileri tasidiklari basta terpenik bilesikler olmak Uzere pek cok bilesik
nedeniyle potansiyel antibakteriyel, antifungal, antioksidan, antiparaziter etkilere
sahiptirler (29,49). Ucucu yaglarin bunlarin disinda antiseptik, antiviral, insektisit vb.

bilinen etkileri vardir. Bu etkiler ve kokusundan dolayi gidalarin korunmasinda,
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antimikrobiyal, analjezik, sedatif, anti-inflamatuar, spazmolitik ve lokal anastezik

tedavilerde kullanilirlar.

Ucucu vyaglar dogada bitkilerin korunmasinda da antibakteriyel, antiviral,
antifungal, insektisit ajanlar olarak 6nemli rol oynarlar. Ayni zamanda otgcul
hayvanlarin istahini azaltarak bitkilerin korunmasina yardimci olurlar. Ayrica polen

ve tohumlarin dagilmasi i¢in bazi bocekleri cekmeye de yardimci olurlar (38).

Bunlara ek olarak antiromatizmal, okstruk kesici, idrar soktiricl, dezenfektan

vb. etkilere de sahiptirler (45).
24.4 Ugucu Yag Elde Etme Yontemleri

1300’lii yillarin basinda ispanya ve Fransa’da ugucu yag elde etmek icin
distilasyon metodu gelistirilmistir. 1550’li yillara gelindiginde de farkli ihtiyaclara
cevap verebilmek amaciyla yeni teknikler uygulanmaya baslanmistir. Glinimuzde
ise hem klasik distilasyon yontemleri hem de ileri teknolojiyi kullanan modern

yontemler ugucu yag eldesi icin kullanilmaktadir (39).

Ucucu yag eldesi icin uygulanan yontem, bitkinin isiya dayanikhligi gibi bitkinin
durumuyla ve distilasyon kosullari gibi gesitli kosullarla baglantilidir (40,41). Ugucu
yaglar bitkilerden elde edilirken miktarlari, bilesenlerin 6zellikleri ve ugucu yag elde

edilecek bitki kismina gore degisik sekillerde elde edilir (43).

2441 Distilasyon Yontemi

Ugucu vyaglarin su buhari ile siriklenebilme 6zelliginden vyararlanilarak
gerceklestirilen bir ayirma islemidir (44). Bitki materyallerindeki bitiin ucucu
maddeler dnce buharlastirip sonrasinda yogunlastirilarak ayrilir. Bu yontem ugucu
yagini kolay veren bitkiler icin uygulanir, ucuz ve kolaydir. Genellikle bitkinin
cicekleri dogrudan, vyapraklari hafif ufalandiktan sonra, kokleri vs. ise kigik
parcalara ayrildiktan sonra distile edilirler. Bitkiler c¢ok ince toz haline

getirilmemelidir (43).
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Distilasyon yéntemleri (39,43,44):

e Su Distilasyonu

e Su Buhari Distilasyonu
e Buhar Distilasyonu

e Vakum Distilasyonu

e Kuru Distilasyon

e Hidrodiflizyon

244.1.1 Su Distilasyonu

Bu yontem kurutulmus olan ve kaynatiimakla bozulmayan bitkisel materyal ile

calisiliyorsa segilir (40).

Kuru bitki materyali distilasyon aygiti icinde sicak su ile kaynatilir. Kaynama
sonucunda olusan buhar ile siriiklenen ucucu yag sogutucuda yogunlastirilarak bir
kapta toplanir. Kapta su ve yag tabakasi ayrilir ve ugucu yag alinir. Ugucu yag
Uretiminde geleneksel olarak kullanilan imbikler ve laboratuar tipi Clevenger aygiti

bu yontem igin kullanilir (43).
24.4.1.2 Su Buhan Distilasyonu
Bu yontem hem kuru hem de taze bitki materyaline uygulanabilir. Isidan

bozunan madde varliginda uygulanan bir yontemdir (40).

Su buharn distilasyonunda baska bir yerde elde edilen su buhari bir boru
yardimiyla su-drog karisimi icine yoneltilir. Boylece yiksek isi ile parcalanma olasiligl
ortadan kalkmis olur. Su buhari ile siiriiklenerek sogutucu Unitesine gelen ucgucu

yaglar yogunlasarak toplama kabinda birikir (40,43).

244.13 Buhar Distilasyonu

Taze bitki materyaline uygulanan bir yontemdir. Bitki taze oldugundan
yeterince su tasir, bu ylzden bu yontemde su ile maserasyona birakma geregi

yoktur (40).
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Bu yontemde cam kap igerisine yerlestirilen taze bitki materyaline basing
yardimiyla buhar uygulanir, yag damlaciklari buharla beraber siriiklenerek toplama

kabina gelir ve yag burada yogunlastirilarak sudan ayristirilir (39).
24.4.14 Vakum Distilasyonu

Bazi kaynama noktalari yiksek bilesikleri elde etmek amaciyla sicakligi
arttirmak yerine basinci disirerek yapilan distilasyondur. Basing bir kez bilesigin
buhar basincinin  altina indirildigi zaman kaynama ve distilasyon islemi

baslamaktadir (39).
24.4.15 Kuru Distilasyon

Ozel imbiklerde genellikle odun gibi kuru materyale uygulanan bir yéntemdir.
Pirojenasyon adini alan yuksek sicaklikta kuru i1sitma uygulanmasi islemi uygulanir ve

dogal olmayan, bozulma Grinlerinden olusan bir Grlin elde edilir (44).
2.4.4.1.6 Hidrodifiizyon

Bitkisel dokulardaki ucucu yaglarin bir kismi ylizeyde bulunur, bir kismi da ig
kisimlarda bulunur. Yiizeye yakin yerlerdeki ugucu yaglar buharla kolayca alinabilir
fakat ylzeye yakin olmayan bdlgelerdeki ucucu yaglar ancak diflizyon isleminden

sonra ylzeye ulasir.

Hidrodiflizyon islemi endstride buharin bitkisel materyal dolu kazana Ustten
verilmesi ve alttan ¢ikan buharin yogunlastirimasi seklinde, normal buhar

distilasyonunun tersi olarak uygulanir.

Bu yontemin, kazanin yiklenmesi bosaltilmasi sirasinda kullanim kolayligi,
distilasyon siiresinin kisa olmasi, harcanan buhar miktarinin az olmasi dolayisiyla
daha az masrafli olmasi, riflaks olayinin gerceklesmemesinden dolayr yag
bilesiklerinin hidrolize ugramamasi gibi pek ¢cok avantajlari vardir (43). Bu yontemle
elde edilen ucucu yag miktari da ylksektir fakat suda ¢6ziinen maddelerin ya da
sabit yaglarin ugucu yaga gecmesinden dolayl endustriyel kullanim olarak yaygin

degildir (44).
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2.4.4.2 Ekstraksiyon Yontemi

Ekstraksiyon, bitkisel materyalden ¢o6ziicller yardimiyla etken maddelerin

cekip gikariimasi islemidir (43).

Ekstraksiyon yontemleri geleneksel ve yeni metotlar olmak lzere iki gruba

ayrilabilir (39).

Geleneksel Metotlar:

e Organik ¢ozucilerle ekstraksiyon
e Sabit yag ile ekstraksiyon
Yeni metotlar:
e Siperkritik sivi ekstraksiyonu (Sivilastirilmis gazlarla ekstraksiyon)
e Mikrodalga ekstraksiyonu
e Sikistinlmis ¢6zicl ekstraksiyonu

o Kati-faz mikroekstraksiyon

244.2.1 Organik Coziiciilerle Ekstraksiyon

Bitkisel materyal, benzen, hekzan, petrol eteri, kloroform gibi ugucu yagi
kolaylikla ¢cozebilen kaynama noktasi disiik organik ¢ozliciilerle eritilir. Daha sonra
organik ¢ozlcl algak basingta ugurulur ve bu ugurmadan sonra icinde bir miktar
yabanci madde (sabit yag, boya maddeleri, mum vs.) iceren ucucu yag elde edilir.
Konkret adi verilen bu karisim 6nce alkolle muamele edilir, daha sonra vakum
distilasyonu ile alkol ugurulur. Boylece absolii (absolute) adi verilen, pahal ve

kullanilmasi kolay bir ucucu yag elde edilmis olur (43).

24.4.2.2 Sabit Yag ile Ekstraksiyon

Ucucu yag miktarinin az oldugu ve diger distilasyon yontemlerinin uygun
olmadigl durumlarda kullanilan bir yontemdir. Bu yoéntemde kokusuz, yumusak bir
sabit yag karisimi, ince bir ylizeye ya da cam levha Uzerine yayilir. Bitkisel materyal
bu yag Uzerine serilir ve bir slire temasta birakilir. Zamanla ucucu yag sabit yaga
gecer. Sabit yag alabildigi kadar kokulu madde absorbe edince, bulundugu ylizeyden

kazinir ve etanol ile tiketilir. Etanolli ekstreden mumlar ve diger maddelerin
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sogukta ¢oktlrilmesinden sonra etanol algak basingta ugurulur. “Anfloraj” adini
alan bu yontem, eskiden parfiim ve pomat hazirlanmasinda oldukga yararlanilan bir

yontem olarak bilinmektedir (40,43,44).

24.4.23 Superkritik Akiskan Ekstraksiyonu (Sivilastirilmis Gazlarla
Ekstraksiyon)

Superkritik akiskan 6zelligi gosteren maddelerin ¢ozlicli olarak kullaniimasiyla

yapilan bir ¢ozici ekstraksiyonudur (39).

Superkritik akiskan, kritik sicaklik ve kritik basing noktasinin Uzerine
(stperkritik evre bolgesine) ¢ikan ve sivi 6zellik gosteren gazdir (39,43). Superkritik
akiskan bu kritik noktada termofiziksel 6zellikler bakimindan sivi ve gaz arasindadir.
Sivi ¢ozlcllerin sahip oldugu ¢o6zme glicliyle bircok maddeyi ¢ozebilirken ayni
zamanda gazlara yakin difliizyon katsayisi 6zelligiyle de ¢6ziinen bir maddeyi hizli bir

sekilde yaymaktadir (39).

Superkritik ekstraksiyonda amonyak, etilen, toluen ve CO, (karbondioksit)
genel olarak amaca uygunluk gosterir (43). Ancak kolayca bulunabilmesi, maliyetinin
disik ve saflik oraninin yiksek olmasi, kullaniminin kolay ve gevre etkisinin
minimum olmasi nedeniyle CO,, sliperkritik sivi ekstraksiyonunda kullanilan
¢Ozlculer arasinda basta gelmektedir (39). 1869 yilinda Andrews tarafindan

kesfedilen CO,’nin stiperkritik noktasi 73 kg/cm? atm basing, 31°C sicakliktir (39,43).

Bu yontem yliksek basingli ekstraksiyon kabi icinde sivilastirilmis gazin kritik
noktasi yakinlarindaki sirklilasyonunu icerir. Ekstre, basincin degistiriimesi ile veya
tamamen buharlastirma ile ¢6zlici gazdan ayrilir. Geri kazanilan gaz sikistirilarak
yeniden kullanilabilmektedir. Bu (retim sisteminin kurulumunun maliyeti yiksek

oldugundan ancak pahali Grinlerin eldesinde kullanilabilmektedir (43).

24.4.2.4 Mikrodalga Ekstraksiyonu

Mikrodalga isinlari yardimiyla yapilan ekstraksiyondur. Bu ekstraksiyon iki
farkl sistemle gerceklestirilmektedir. En yaygin sistem, sicaklik ve basing kontrol
edilebilen kapali bir kap icerisinde yapilan kapali sistem ekstraksiyonudur. Diger

yontem ise atmosferik basing altinda acik kap icerisinde gerceklestirilmektedir.
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Mikrodalgalar 0.3-300 GHz (Gigahertz) araliginda degisen elektromanyetik
radyasyonlardir ve genellikle dogal Urlnlerde ekstraksiyon 2.5-75 GHz'de

gerceklestirilmektedir.

Bu yontemin avantaji, ekstraksiyon siiresinin ve kullanilan ¢6ziici miktarinin
blylk oranda az olmasidir. Bu yontemle bitkilerdeki polifenoller ve lignanlar

ayristirilabilmektedir (39).
2.4.4.2.5 Sikistirilmig Goziicii Ekstraksiyonu

Klasik ekstraksiyon yontemlerine alternatif olarak gelistirilen, ekstraksiyon
suresi, ¢ozicu tlketimi, verim ve tekrarlanabilirlik gibi avantajlari bulunan bir
yontemdir. Yiksek basin¢g ve sicaklikta organik coziictler kullanilarak yontemin
etkinligi arttinlmaktadir. Sicakligin artmasi, ekstraksiyonun kinetigini hizlandirirken,
ylkseltilen basing ¢oziclyl sivi halde tutarak givenli ve hizli bir ekstraksiyon
saglamaktadir. Ayrica yuksek basing, ¢ozliciinin, deney materyalinin i¢ kisimlarina

kadar nifuz etmesine de olanak saglamaktadir (39).
2.4.4.2.6 Kati-Faz Mikroekstraksiyon (SPME (Solid Phase Microextraction))

Kati faz mikroekstraksiyon, basit, hizli, ekonomik ve ¢dzgensiz bir ekstraksiyon
yontemi olup, 6rnek hazirlama, ekstrakte etme, konsantre hale getirme gibi bircok
islemi tek bir basamaga indirgeyen cok yénli bir tekniktir. izolasyon esnasinda
ucucu ve vyarl ucucu komponentlerin dilisyonuna yol ag¢madan GC (Gas
Chromatography)’'nin  enjeksiyon bloguna vyerlestirilerek ucgucu bilesiklerin

tanimlanmasini saglamaktadir.

Bir SPME Unitesi; bir enjektor, kati faz ile kaph bir fiber ve fiber lzerinde

hidrofobik ve hidrofilik karakterde destek materyalinden meydana gelir.

Bu teknik, SPME fiber lizerine ugucu ve yari ugucu maddelerin adsorpiyonu ve
maddelerin GC enjeksiyon portuna yerlestirilen SPME fiberden termal olarak GC

kolonuna desorpsiyonu ilkesine dayanmaktadir (50).

Bu teknik ayrica, HPLC (high performance liquid chromatography)’'de de
uygulanmaktadir (39).
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2.4.4.2.7 Cok Yonlii Ekstraksiyon Yontemleri

Bu yontem, 1964 yilinda Likens ve Nickerson tarafindan ortaya konulmustur.
Bu yontemde hem zaman hem de harcanan kimyasal miktari bakimindan ciddi
azalmalar s6z konusudur. Yontemin c¢alisma prensibine gore o6rnek, ¢ok yonla
ekstraksiyon aparatinin sol tarafina su dolu cam balonun icerisine konularak
kaynatilmaktadir. Ugucular, buharla distile olarak sol kolondan yukariya dogru
hareket ederken ayni zamanda ¢ok yonli ekstraksiyon aparatinin sag tarafindaki
¢Ozliclide buharlastiriimaktadir. Ekstraksiyon islemi aparatin tst kisminda yer alan
sogutucunun  cidarlarinda su ve ¢6zlici  buharinin  yogunlasmasiyla
gerceklesmektedir. Yogunlasan su ve c¢ozicl tekrar bulunduklari cam balonlara
dénmekte, su ve ¢ozlcl kismi ayri ayri yogunlastirilarak ugucu bilesikler elde

edilmektedir.

Cok yonla ekstraksiyon yontemini etkileyen gesitli parametreler vardir. Bu
parametrelerin basinda da kullanilan ¢ézici tiri gelmektedir. Yogunlugu sudan agir
veya hafif farkl farkli ¢oziiciilerle yapilan denemeler sonunda diklormetanin en iyi
¢Ozlicli oldugu gorilmustiir. Diger bir faktor ise polar ¢ozicilerin geri kazanimini
artirmak amaciyla o6rnege katilan tuzlardir. Baska bir 6nemli parametre de
distilasyon-ekstraksiyon siresidir. Maksimum verim c¢ogunlukla 30-45. dakikalarda

gerceklesmekle birlikte genel bir kural olarak islem 1-2 saat sirmektedir (39).

2.4.4.3 Mekanik Yontem

Bazi droglardan elde edilmek istenen ucucu yaglar distilasyon yontemleri ile
bozunmaktadirlar. Bu ugucu yaglarin elde edilmesi icin sikma ya da benzeri mekanik
yontemlerden yararlanilir (40). Bu yontem genel olarak portakal, limon, bergamot
ve mandalina gibi turunggil meyve kabuklarindan ucucu yag elde edilmesinde

uygundur (43).

Bu yontemle narenciyenin kabuklari i¢ ceperi keskin ve cikintili olan bir
kasenin icinde yuvarlanarak ya da slngerler arasinda sikilarak ugucu yag tasiyan

salgi ceplerinin parcalanmasi saglanir (40). Siingerden sikilarak alinan ya da kaseden
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alinan sivilar (usareler) genelde berrak olmadiklar igin santrifij edildikten sonra

ucucu yag elde edilir. Bu sekilde soguk presle ugucu yag elde edilmis olur (40,43).

2.5 Kromatografi

Kromatografi, karisim halinde bulunan maddelerin birbirinden ayrilmasinda
kullanilan analitik bir tekniktir. Kelime olarak renk bilgisi anlamina gelen
kromatografi, ilk kez renkli bilesiklerin ayriminda kullanildigindan bu ismi almistir.
Kromatografi, baslica saflastirma ve karsilastirma amaclariyla kullaniimaktadir.
Kromatografi isleminde, karisimda bulunan maddeler, birbiri ile karismayan iki fazh
bir sistemde ayrisarak baslangicta bulunduklarindan farkh bodlge ya da fazlarda

toplanirlar.
Bu fazlar;
- Hareketli faz (mobil ya da surikleyici faz)
- Hareketsiz faz (stasyoner ya da durucu faz)

olarak isimlendirilir. Hareketli ve hareketsiz fazlar; kati, sivi, gaz gibi farkli fiziksel

hallerde olabilirler.

Maddelerin ayrimlari, karisimdaki maddelerin cogunun hareketli ve hareketsiz

fazlara afinitelerinin farkli olma 6zelliginden yararlanarak gergeklesir.

Kromatografide karisimdaki maddelerin ayrimi doért mekanizmaya gore

gerceklesir.
Bu mekanizmalar sunlardir (Sekil 18):

1- Adsorbsiyon

2- Partisyon

3-iyon degistirme (iyon degisimi)
4- Jel gecirgenligi (jel filtrasyonu)
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1)

2)

3)

4)

Adsorbsiyon; gaz, sivi veya ¢6ziinmiis maddelerin bir adsorbanin ylizeyinde
tutunmasi olayidir.

Partisyon; karisimdaki maddelerin  birden fazla ¢06zlcl icerisinde
¢ozundurlukleri oraninda dagilmasi olayidir.

iyon degistirme; benzer yiikli iyonlarin geri déndiriilebilir bir sekilde yer
degistirmesi olayidir (Cl ile Br gibi)

Jel gegirgenligi; Karisimdaki maddelerin molekil bayikliklerine goére

ayrilmasini saglayan bir ayirma teknigidir.

MEKANIZMALAR FAZLAR

HAREKETSIZ HAREKETLI

ADSORPSIYON H KATI GAZVEYASIVI
|
PARTISYON H SIvI GAZVEYASIVI
IYON DEGISTIRME H KATI SV
|
JEL FILTRASYONU H KATI SVl

Sekil 18: Mekanizmalara Gore Hareketli ve Hareketsiz Fazlarin Durumu (41)

Kromatografik teknikler kapal sttun kromatografisi ve agik slitun

kromatografisi olmak lizere baslica iki baslk altinda siniflandirilabilir.

1. Kapali Sutun Kromatografisi: Hareketsiz faz bir sttun icine yerlestirilmistir.

Hareketli faz karisimdaki maddelerin uygulandigi siitunun Gst kismindan ilave edilir.
Hareketli fazin strikleyici etkisiyle karissimdaki maddeler siriiklenir ve ayrilan

maddeler sdtunun alt ucundan fraksiyonlar halinde toplanir. Kapali situn

33



kromatografisi teknikleri, hareketli fazin sivi veya gaz olmasi durumuna goére sivi

kromatografisi ve gaz kromatografisi olarak ikiye ayrilr.

e Sivi Kromatografisi: Sutun kromatografisi, ylksek basingh sivi
kromatografisi, orta basingh sivi kromatografisi, iyon degisimi kromatografisi, jel

kromatografisi bu grupta yer alir.

¢ Gaz Kromatografisi: Gaz-kati kromatografisi ve gaz-sivi kromatografisi de bu

grupta yer alir.

2. Acik Siitun Kromatografisi: Hareketsiz faz diz bir ylzey Uzerindedir.
Hareketli faz bu yizeyin bir ucundan uygulandiginda kapiler etkiyle hareketsiz faz
boyunca ilerler bu sirada karisimdaki maddeleri de beraberinde sirikler. Kagit
kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi acgik siitun kromatografisi teknikleri

icerisinde yer alir (41).

2.5.1 Gaz Kromatografisi

Hareketli fazi gaz olan ve tasiyici gaz olarak isimlendirilen, hareketsiz fazi da
kati ya da sivi olan kromatografik tekniktir. Hareketsiz fazin kati olmasi durumunda
gaz-kati kromatografisi, sivi olmasi durumunda ise gaz-sivi kromatografisi olarak
isimlendirilir.  Ancak glnimizde gaz kromatografisi denildiginde gaz-sivi
kromatografisi anlasilmaktadir. Buradaki hareketsiz faz porlu kati destek madde
(Kizelgur, ates tuglasi gibi adsorban oOzellikte bir madde) etrafina kaplanmis, yiksek
sicakhikta buharlagmayan bir sividir (Apiezon yaglari, polietilen glikol, silikon yaglari
gibi).

Gaz kromatografisinde sadece partisyon mekanizmasi rol oynar. Bu teknik
yiksek sicakliklarda (400°C'ye kadar) bozunmadan buharlasabilen maddelerin
ayrilmasinda kullanilir. Ugucu olmayan maddeler ise kimyasal reaksiyonla (6r: yag
asitlerinin metillenmesi) ucucu hale getirildikten sonra gaz kromatografisi ile analiz

edilebilirler.
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Sistem baslica su kisimlardan olusur (Sekil 19):

e Tasiyici gaz kaynagi,

¢ Ayrimi yapilacak karisimin kolona verildigi enjektor girisi (enjeksiyon alani),
e Ayrimin gergeklestigi kolon,

¢ Kolonun iginde yer aldigi bir firin,

¢ Kolondan ¢ikan maddelerin dedekte edildigi bir dedektor sistemi,

¢ Ayrilan maddelerin pik olarak kaydedildigi bir kaydedici.

Enjelrdr
Girisi Dredelerie

Gaz Kaynag

Sekil 19: Gaz Kromatografisi Bolimleri (41)

Gaz kromatografisi sistemlerinde kullanilacak tasiyici gaz, inert, saf, kolay
bulunabilir, ucuz ve dedektor sistemine uygun olmalidir. Gaz kromatografisi
sistemlerinde tasiyici gaz olarak en fazla azot kullanilirken, hidrojen, helyum, argon

gibi gazlar da kullanilmaktadir.

Gaz kromatografisi sistemlerinde kullanilan kolonlar, cam ya da paslanmaz
celikten yapilmis dolgulu ve kapiler kolon olmak Uzere iki tiptir. Dolgulu kolonlar
kapiler kolonlara gére daha kisa ve genis capli kolonlar oldugundan daha iyi ayrimlar
icin kapiler kolonlar tercih edilmektedir. Kolonlar diz, U seklinde ya da

uzunlugundan dolayr yer kaplamamasi icin spiral seklinde olabilirler. Kapiler
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kolonlarda hareketsiz faz kolon i¢ ¢eperlerine film seklinde kaplanir, destek madde

kullaniimaz.

Gaz kromatografisi sisteminde, uygun bir ¢6ziicide ¢6zlinmis haldeki madde
karisimi, firin icindeki kolona enjeksiyon alanindan enjekte edilir. Karisimdaki
maddeler firinin isisiyla tasiyici gazla beraber siirtiklenir ve partisyon mekanizmasina
gore gaz ve sivi faz arasinda dagilir. Hareketli faz ile daha fazla striklenme
egiliminde olan maddeler hizli bir sekilde kolonda ilerleyip kolonu terk ederlerken,
hareketsiz fazda tutunma egiliminde olan maddeler ise daha ge¢ kolonu terk
ederler. Bu sekilde karisimdaki maddelerin ayrimi gercgeklesir. Kolonu terk eden
maddeler dedektor vasitasiyla tespit edilirler. Ayrilip dedektoérde tespit edilen
maddelere ait sonuglar bir kaydedici yardimiyla pik seklinde kaydedilir. Maddenin
kolona girisi (enjeksiyon) ve ¢ikisi (kayit) arasinda kalan slireye Tutunma zamani= Rt
(Retention time) denir. Maddenin Rt degeri, ayni sartlar saglandiginda (ayni sicaklik
programi, ayni gaz akigi vs.) degisiklik gostermez. Bu 0Ozellikten yararlanilarak
karisimdaki maddelerin Rt degerleri standart maddelere ait Rt degerleri ile

karsilastirilarak maddenin tanimlanmasi miimkan olur.

Gaz kromatografisi sistemlerinde c¢ok cesitli dedektorler kullanilir. Alev
lyonlasma Dedektori, Isi iletken Dedektér ve Elektron Yakalama Dedektorii gibi
dedektorler kullanilabilecegi gibi bunlarin disinda Kiitle Spektrometrisi de
glinimizde dedektor olarak kullaniimaktadir. Kitle Spektrometrisi'nin dedektor
olarak kullanilmasi durumunda, kolondan c¢ikan her bir bilesigin kiitle spekturumu
alinmakta ve kitle spektrumlarinin bulundugu kitap ya da kitiphanelerden
yararlanilarak spektrumlarin karsilastiriimasi ile bilesiklerin tanimlanmasi miiimkdn

olmaktadir (41).

2.6 Veri Tabanlari

Bilgi artisiyla birlikte bilgisayarda bilgi depolama ve bilgiye erisim konularinda
yeni yontemlere ihtiyac duyulmustur. Veri tabanlari; blyldk miktardaki bilgileri

depolamada geleneksel yontem olan “dosya-islem sistemine” alternatif olarak
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gelistirilen birbirleriyle iliskili bilgilerin depolandigi alanlardir (51). Farkh bir ifade
olarak veri tabani, bir kitiphanenin hem mikemmel bir indeks sistemi, hem de

kitliphanenin kendisi olarak dustnlebilir (52) (Sekil 20).

Veri tabani, en genis anlamiyla; “birbiriyle iliskili verilerin tekrara vyer
vermeden, ¢cok amach kullanimina olanak saglayacak sekilde depolanmasi” olarak
tanimlanabilir. Eldeki ¢ok sayidaki bilginin belirli bir dizen iginde saklandigl bu
sistem eldeki bilginin Ozelliklerine gore gesitlilik gdsterebilmektedir. Akademik ve
cok 6zel durumlar haricinde iliskisel Veri Tabani Sistemleri kullanilmaktadir. iliskisel
Veri Tabani Sistemleri (Relational Database Management Systems-RDMS),
glinimizde en ¢ok kullanilan sistem olarak bilinmektedir. Bu sistemde, birbirleri ile
anahtarlar araciligi ile bagli tablolar bulunmaktadir. iliskisel veri tabani sistemlerinin
en onemli 6zelligi, sistem icinde bilgi tekrari olmamasi olarak bilinmektedir. Verilerin
kiictk tablolara boliinmesi olarak adlandirilan bu isleme normalizasyon denmektedir

(53).

iliskisel Veri Tabani Sistemleri veri tabanlarinin yapisini diizenler. Bu 6zellik

sayesinde su islemleri yapmak olasidir:
e Verilerin dogru ve etkin bicimde saklanmasini saglar.
« iliskisel buttinliik kural (database integrity) saglanir.

eDegisiklik kayitlari sayesinde, sistem c¢oktigiinde verileri kurtarmayi saglar

(52).

Veri tabanlar, veri tabani
yonetim sistemleri aracihgiyla
olusturulur ve yonetilir. Bu
sistemlere; Microsoft Access, MySQL,
IBM DB2, Informix, Microsoft SQL
Server, PostgreSQL, Oracle, Interbase

ve Sysbase ornek olarak verilebilir

(51).

Sekil 20:. Veri Tabani Gorseli (54)
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Veri Tabani Tiirleri

1) Paylasmali Veri Tabanlari (Distiributed Databases): Birden fazla fiziksel

ortamda depolanan veri tabanlarina paylagimh veri tabani denir. Bir veri tabaninin
paylasiminin iki temel yolu vardir. Birinci yol, merkezi veri tabanini kisimlara
ayirmaktir. Boylece her uzak islemci kendi yerel alanina hizmet etmek igin gerekli

veriye sahip olur. ikinci yolda ise merkezi veri tabani tiim uzak noktalara kopyalanir.

2) Nesne Adirlikli_Veri Tabanlarni (Object-Oriented Databases): Cizimlerin,

grafiklerin, imajlarin, fotograflarin, seslerin ve tim hareketli video gosterimlerinin
otomatik olarak canlandirilacak ve paylasilacak nesneler olarak depolayan veri
tabanidir. Bu veri tabani finans ve pazarlama alaninda kullanilir. Nedeni; finans ve
pazarlamanin ekonomik kosullardaki degisimlerine en uygun cevap veren depolama

sisteminin nesne agirlikl veri tabani olmasidir.

3) Hiper Medya Veri Tabanlari (Hypermedia Databases): Kullanicinin

modilden modile ge¢cmek icin kendi yolunu kendi secebildigi veri tabanlaridir. Bilgi
semasl onceden belirlenmis organizasyon semasini gerektirmez. Her modil ve

modadille diger veri tabanlari modiilleri arasindaki baglantilar ekranda gosterilebilir.

4) Cok Boyutlu Veri Analizi: Bu analiz kullanicinin ayni veriyi c¢ok farkh

boyutlariyla gdérmesini saglar. Ornegin Orta Anadolu, Ege, Marmara bdlgelerinde
somun, civata, sihhi tesisat ve vida gibi dort farkli Girlin satan bir isletme bunlarin fiili

satislarini gormek icin kullanabilir.

5) Veri Bankalari: isletmedeki tiim personelin beklentilerine uygun,

bitlinlesik, glincel ve tarihi verileri depolayan veri tabani yazilimlarina veri bankalari
denir. ic ve dis kaynaklardan duruma gére anlik, saatlik, giinliik, haftalik veya aylik
olarak derlenen veriler veri bankasinda kopyalanir. Bu veriler girisimin degisik
birimlerdeki yonetim acilimlarinda kolayca kullanilabilecek sekilde standartlastirilir
ve bdtlnlestirilir. Girisimdeki herkes veri bankasina girebilir ama degisiklik

yapamazlar (52).
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2.7 Acanthamoeba sp.

2.7.1 Giris

Yillar 6ncesinden baslayarak protozoologlarin ilgi odagi olan tath ve tuzlu
sularda 6zglr yasayan amipler, farkli cins ve tirlerinin insanlarda ve hayvanlarda
neden olduklari, 6limcil seyreden parazitozlar nedeniyle 1960’h yillardan itibaren

tip ve veterinerlik alanlarinin da ¢alisma konusu haline gelmistir.

Ozgiir yasayan bu amipler istemli ya da firsatqi parazit olarak da
tanimlanmisglardir ve buglinki bilgilerimize gére 3 cins icinde yer almaktadirlar:
Naegleria, Balamuthia ve Acanthamoeba cinsleri. Bu cinslerde insanda patojen olan
tir sayisi Naegleria ve Balamuthia cinslerinde birer tane, Acanthamoeba cinsinde

ise birden fazla tir olarak saptanmistir (1).
2.7.2 Tanim ve Sistematik

Acanthamoeba sp. cevrede genis dagilima sahip, firsatgl, 6zgir yasayan bir

amiptir (3).

Acanthamoeba ilk olarak 1930 yilinda Castellani tarafindan Cryptococcus
pararoseus mantarinin kiltirinde saptanip tanimlanmigtir (2,55). Saptanan bu
Acanthamoeba ilk olarak Hartmannella sinifina yerlestirilmistir ve Hartmannella ile
karistinlmistir.  Daha sonra acanthapodialarin  varligi ve kist sekillerinden
yararlanilarak Acanthamoeba ve Hartmannella’nin ayrimi yapilmistir. Sawyer ve
Griffin’in 1975 yilinda Acanthamoebidae familyasini kurmasiyla ve Page’in 1988
yilinda Hartmannella’yr Hartmannellidae familyasina yerlestirilmesiyle siniflandirma

son seklini almistir (Sekil 21) (3,55).
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Kingdom Protista

Sub-kingdom Protozoa

Phylum Sarcomaétigophora

Sub-phylum Sarcodina

Superclass Rhiszoda

Class Lobosea

Subclass Gymnamoebia

Order Amoebida " Schizopyrenida

Family Entamoebidae Hartmannellidae Acanthamoebidae Vahlkampfiidae

Genus Entamoeba Hartmannela Acanrﬁamoeba Balamuthia Naegleria Vahlkampfia

Sekil 21: Serbest Yasayan Amiplerin Siniflandiriimasi (3)

GUnumuzde Acanthamoeba’nin tir sayisi morfolojik 6zelliklerine gore 24
olarak tanimlanmistir. Ancak son zamanlarda yapilan genetik calismalarda
Acanthamoeba tirleri molekiler olarak 18S rDNA analizine gore 15 genotipte (T1-
15) tekrar siniflandirilmistir ve tir sayisinin daha az oldugu belirtilmistir. Tim
diinyada olgularin en sik T4 genotipine ait oldugu bilinmekle birlikte daha nadir
olarak T2, T3, T5, T6 ve T11 genotipleriyle olustugu bildirilmistir (56).

Acanthamoeba genotipleri ve hastaliklarla iliskisi sekil 22’de gosterilmistir.

Acanthamoeba genotipleri insan-hastalik iliskisi

T Emcephalitis *Bu genotip iki

T2a Keratitis hastalikla birden
T2b-ccap1501/3c-a-like sequences MA iliskilendirilmistir.
T3 Keratitis

T4* Encephalitis, keratitis ~ MA: Heniz bir

TS MA h?st_allkla_ ) o
6 Keratifis iliskilendirilmemistir.
Lk NA T2 genotipinin T2a ve
T8 NA T2k olmak Gzere ikiye
T2 MA bélonmesi Maghsood
Ti0 Encephalitis ve arkadaslan

T Keratitis tarafindan ileri

12 Encephaltis sUrdimustor. (2005)
T13 MA

T14 MA

T15 MA

Sekil 22: Bilinen Acanthamoeba Genotipleri ve Onlarin insandaki Hastaliklariyla iligkisi (3)
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2.7.3 Dagilim

Acanthamoeba tirleri gevrede yaygin olarak bulunan protozoalar arasindadir.
Bu tirler dinya c¢apinda genis bir dagihm gosterirler. Acanthamoeba tirleri
topraktan, tozdan, havadan, dogal ve islenmis sulardan, deniz suyundan, ylizme
havuzlarindan, kanalizasyondan, klima Unitelerinden, evlerdeki musluk sularindan,
icme suyu aritma tesislerinden, sise sularindan, dis tedavi initelerinden, hastaneler
ve diyaliz Unitelerinden, bakteriyel kontaminasyona sahip lensler ve lens
kaplarindan, mayalardan ve memeli hiicre kilturlerinden izole edilmislerdir (Sekil

23).

Acanthamoeba tirleri ayrica bitkilerden, balik, amfibi, sliringen ve memeli
grubundaki hayvanlardan, saglikli goriinen insanlarin burun mukozasli ve
bogazlarindan, enfekte beyin ve akciger dokusundan, bagisiklik sistemi baskilanmis

hastalarin deri lezyonlarindan ve keratitli hastalarin kornea dokusundan izole

& B o

edilmistir (2).
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Sekil 23: Acanthamoeba’nin Cevredeki Dagilimi (57)
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274 Yasam Dongiisii ve Morfolojisi

Acanthamoeba’'nin  yasam donglsiinde iki evre vardir: Aktif olarak

bolinebilen, beslenebilen “trofozoit formu” ve hareketsiz, direngli “kist formu”(2,3).

Trofozoit ve kist formunun boyutlar farkli tirler arasinda degisiklik gosterir.
Hem trofozoit hem de kist formu biyik, yogun, merkezi konumda bir ¢ekirdekgige
sahip tek bir cekirdek ile karakterizedir (55). Trofozoit form olumsuz cevre
kosullarinda ya da sert kosullara maruz kalma sonucu hiicre farkhlasmasiyla gift
duvarli kist forma donusir (2,55,58). Cevre kosullari uygun oldugunda da kistlerden

trofozoitler ortaya cikar (3) (Sekil 24).

Acanthamoeba tirlerinin yasam donglsi ve insanda olusturdugu infeksiyon

sekil 25’te gosterilmistir.

Trofozoit formu:

Acanthamoeba trofozoitlerinin ¢aplari 12-35 um arasinda degisiklik gosterir.
Acanthamoeba trofozoitleri ortamindaki bakteri, yosun, maya, kigclk organik
parcaciklar ile beslenir. Ayrica ortamdaki sivi besinleri pinositoz yoluyla alip da
beslenebilirler (2,3). Trofozoitler uygun kosullar altinda (gida temini, nétr pH, ~30°C

ve 50-80 mOsmol) mitoz bolinme yaparak ¢cogalirlar (58).

Trofozoitler kendi ylizeylerinde acanthapodia olarak bilinen omurga benzeri
yapilar sergilerler. Acanthapodialar ylizeylere tutunmada, hiicresel hareketlerde ve

av yakalamada 6nemlidir (3).
Kist formu:

Acanthamoeba kistlerinin caplari da 5-20 um arasinda, farkh tirler ve
genoptiplere gore degisiklik gosterir. Kistler hava yoluyla tasinarak cevrede
Acanthamoeba‘nin yayllmasina ve bu patojenlerin uygun konaklara tasinmasina
yardimci olurlar. Bircok calisma kistlerin uzun seneler boyunca patojenitesini
surdirerek canh kalabildigini gostermistir (3). Kistler distk sicakliklarda (0-2°C) canli

kalabilirler ve dezenfektanlara, klora ve antibiyotiklere karsi direnclidirler (2).
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Uygun
kosullar

1<)

Sekil 24: Acanthamoeba Trofozoit ve Kist Formlari ve Birbirlerine Dondstimleri (3)
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DOETYA YERLESERILIR

KIS R
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¢ Trofozoit form

Olumsuz
kosullar

Kist form

INFERSIYON

TROFQIOIT

Sekil 25: Acanthamoeba Tiirlerinin Yasam Déngiisii ve insanda Olusturdugu infeksiyon (59)
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2.7.5 Acanthamoeba’nin Neden Oldugu Hastaliklar

2.7.5.1 Acanthamoeba Keratiti

Acanthamoeba keratiti (AK), agnli, ilerleyici, gorme saghgini tehdit eden
korneal bir hastaliktir (2). Bu hastalik Acanthamoeba tiirleri tarafindan korneada
olusturulan bir enfeksiyondur ve hizlica tedavi edilmedigi takdirde korneada

lUlserasyon, gorme kaybi hatta korlik ve entikleasyon ile sonlanabilir (56).

Acanthamoeba keratiti ilk olarak 1974 vyilinda Nagington tarafindan
ingiltere’de kesfedilmistir ve énemli bir okiiler mikrobik enfeksiyon olarak kabul
edilmistir (3). 1980’lerin ortalarinda kontakt lens kullaniminin artisi ve kotl lens
hijyeniyle iliskili olarak Acanthamoeba keratiti salgini meydana gelmistir ve

1980’lerden sonra bu hastaligin insidansinda énemli bir artis gorilmuistir (2,56).

A. castellanii, A. polyphaga, A. hatchetti, A. culbertsoni, A. rhysodes, A. griffini,
A. quina, ve A. lugdunensis tirlerini iceren pek cok Acanthamoeba tiriinin

Acanthamoeba keratitine yol actigi bildirilmistir.

Acanthamoeba keratiti, graniilomatdz amibik ensefalit (GAE) ya da kutantz
acanthamoebiasis gibi bagisikhgl zayif insanlarda gorilen hastaliklarin aksine,
bagisikhigl tamamlanmis, saglikh kisilerde gorilen bir hastaliktir. Bununla birlikte bu

bireyler koruyucu bir bagisiklik gelistiremezler ve enfeksiyon tekrar olusabilir (2).

Acanthamoeba keratiti korneanin amiplerle direkt temasi sonucu
gelismektedir (1). Bu hastalik kontakt lens kullanmayan bireylerde de
gorilebilmesine ragmen, cogunlukla kontakt lens kullanimiyla iliskilendirilmistir
(58). AK olusumundaki ana risk faktériniin kontakt lens kullanimi oldugu
disanilmektedir (2). Genel olarak kontakt lens kullanimiyla AK olusmasi sireci,
lenslerin zamanindan fazla kullaniimasi, kisisel hijyen eksikligi, kontakt lenslerin
uygun olmayan temizligi, kontakt lenslerdeki biofilm sekli, kontamine sulara maruz
kalma gibi faktorleri iceren cok faktorli bir siirectir (58). Ayrica kontakt lens
kullaniminin disinda, korneal travma ve kontamine suya maruz kalma da AK

olusumu ile iliskilendirilebilir (2).
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AK semptomlari (2):

e GOz agrisi

e GoOzde kizariklik

e GOzde yasarma/sulanma

e Isiga karsl hassasiyet

e Bulanik gorme

e GOz kapaginda 6dem, goz kapaginin dismesi
e Korneaigi halka olusumu

o Gevsek kornea epiteli

e @GOziin saydam olmamasi

e Batma, yanma sikayeti

e Korneadaki beyaz goriiniimde olan leke

Tani:

AK’nin tanisi oldukca zordur, problemlidir ve genellikle bakteriyel, viral ya da
fungal keratitlerle karistirilip yanlis teshis edilebilir (58). Yanhs tani sonrasinda
uygulanacak olan anti-viral, anti-fungal veya anti-bakteriyel tedavi de hastanin
klinigini golgeleyebilir ve tedavide gecikmelere neden olabilir (2). AK, 6zellikle de
Herpes simplex keratiti ile karistirihr (1). Kontakt lens kullanimi sirasindaki
dayanilmaz bas agrisi bu enfeksiyonun glicll bir gostergesidir ve Herpes simplex ile

bu sekilde ayirt edilebilir (1,58).

Tani icin korneal veya konjuktival sitrintli Ornekleri uygun degildir. Doku
kesitlerindeki kist ve trofozoitlerin tanimlanmasinda korneal kazinti ve korneal
biyopsi 6rnekleri kullanilir. Kiltir icin, korneal kazintidan elde edilen materyal, E.coli
iceren besleyici olmayan agar Uzerine yerlestirilebilir ya da sivi bir ortam igine

astlanabilir (2).
Tedavi:
AK tanisi zor konuldugu icin tedavide siklikla gecikmeler gorilebilir ve

Acanthamoeba enfeksiyonu gérmenin tamamen kaybiyla sonuclanabilir. Eger

enfeksiyon erken fark edilirse etkenin sadece epiteli isgal etme olasiligi yiiksek olur.
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Ama eger Acanthamoeba enfeksiyonu erken tedavi edilmeden ilerlerse
organizmalar korneal bdélgenin derin tabakalarini isgal eder. Bu durumda tedavi
aylarca devam edebilir hatta 1 yil ve daha fazla da sirebilir. Ayrica kistlerin pek ¢ok
ilaca direngli olmasi nedeniyle hastaligin niiksii agisindan hastalar takip edilmelidir.
Tedavi basarisizliklari da sikhkla rapor edilmektedir. Bu basarisizliklarin da ilaglarin
ajana zayif niifuzu, tedavi sliresinin yetersiz kalisi ve kazanilmis bagisikliktan dolayi
oldugu disinilmektedir. Ayrica pek cok terapotik ajan 6zellikle Acanthamoeba
korneanin altindaki dokulari isgal ettiginde, enfeksiyonun ge¢ déneminde etkili

degildir (2).

AK tedavisi medikal veya cerrahi yontemlerle yapilmaktadir (56). Gliniimizde
etkili tedavi rejimi biguanidler (polihekzametilen biguanid ya da klorheksidin
diglukonat) ile diamidinlerin (propamidin izetionat ya da hekzamidin) birlikte
kullanildigr topikal tedavidir (56,58). Ayrica bir bakteri de enfeksiyonla
iliskilendiriliyorsa, neomisin ya da kloramfenikol gibi bir antibiyotigin de tedaviye

eklenmesi onerilmistir (58).

2.7.5.2 Graniilomat6z Amibik Ensefalit (GAE)
GAE nadir gorilen bir enfeksiyondur ama neredeyse her zaman oélimculdir
(3,58). insanlarda ilk defa acik bir sekilde tanimlanan graniilomatéz amibik ensefalit,

1972’de Jager ve Stamm tarafindan gézlenmistir (3).

GAE, kronik, uzun siren, yavas ilerleyen, akcigerleri de kapsayan MSS
enfeksiyonu ile karakterize bir hastaliktir. Serolojik laboratuar tanilarinda bazi
Acanthamoeba tirlerinin  GAE ile iliskili oldugu gorilmiustlr. Acanthamoeba
enfeksiyonlari igin kulugka siiresi bilinmemektedir ve klinik bulgulari saptamak icin

birkac hafta ya da ay gerekli olabilir.

GAE genellikle maligniteler, sistemik lupus eritematoz, diyabet, bobrek
yetmezligi, siroz, tUberkiloz, deri Ulseri, HIV (Human Immunodeficiency Virus)
enfeksiyonu, Hodgkin hastaligi gibi altta yatan bazi hastaliklara sahip bireylerle
iliskilendirilir. Ayrica alkolizm, ila¢ bagimhligi, steroid tedavisi, kanser kemoterapisi,
radyoterapi ve organ nakli gibi durumlar da bireyi GAE'ye yatkin hale getiren

faktorlerdir. Acanthamoeba tarafindan olusturulan GAE enfeksiyonu bagisiklik
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sistemini baskilayan ve zayiflatan kosullarla iligskilendirilse de immun sistemi kuvvetli

¢ocuk ve yetiskinlerde de gorilmistar.

Enfeksiyonun viicuda girisinin nazal yollar ve akcigerlerden solunum yoluyla ya
da deri yoluyla oldugu dusiiniilmektedir (2). Solunum vyoluyla vicuda giren
Acanthamoeba kan damarlarini istila eder ve kan yoluyla yayilarak, kan-beyin

bariyerini de asarak MSS’ye ulasir (58).

GAE semptomlari (2):

e Bas agrisi

e Konflizyon

e Bulanti

e Kusma

o Ates

o Uyusukluk

e Boyun tutulmasi
e Fokal norolojik defisit

e Artmis kraniyal basing belirtileri

Tani:

Hastaligin nadir gorilmesi ve merkezi sinir sistemi enfeksiyonuna yol agan
diger patojenlerin yaygin olmasi ve semptomlarin karmasikhgi nedeniyle GAE’nin
tanisi problemlidir (3). Tani, BOS (Beyin omurilik sivisi) ve/veya infekte dokularda
etkeni gormek, besiyerlerinde lretmek ya da serolojik deneylerin uygulanmasi ile
yapilir. Ancak son vyillardaki goruslere gore maalesef BOS'ta Acanthamoeba'yi

gormek zordur (1).
Tedavi:

GAE icin onerilen mevcut bir tedavi yoktur ve maalesef ¢ogu vakada tani
oldikten sonra otopsiyle konulmustur. Bu da antiamoebisid ajanlarin
Acanthamoeba’ya karsi disik duyarlilk gostermesinden ve de en onemlisi bu
bilesiklerin kan-beyin engelini asmada yetersiz kalmasindan kaynaklanmaktadir.

Mevcut terapotik ajanlar ketokonazol, flukonazol, siilfadiazin, pentamidin izetionat,
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amfoterisin B, itrakonazol ya da rifampinin kombinasyonlarini icermektedir. Bu
ajanlar 6zglir yasayan amiplerin neden olduklari merkezi sinir sistemi enfeksiyonuna
karsi etkili olabilirler ancak ciddi yan etkileri vardir. Son yapilan calismalarda
alkilfosfokolin bilesiklerinin Acanthamoeba’ya benzer kan beyin engelini ge¢me
ozellikleri sergiledigi icin tedavide degerli olabilecegi distnililmustir. Ancak bu
bilesiklerin basarisinin degerlendirilmesi, uygulama yontemlerinin gelistirilmesi ve
Acanthamoeba Uzerindeki kesin etkisinin belirlenmesi icin daha ileri ¢calismalara
ihtiya¢c duyulmaktadir. Ve de bu hastalikta tedaviye ragmen, kurtulan bireylerde

gorme bozuklugu ve isitme gicligu gelisebilir (3).

2.7.5.3 Kutan6z Acanthamoebiasis

Kutan6éz acanthamoebiasis, genelde AIDS (Acquired Immune Deficiency
Syndrome) hastalarinda MSS (Merkezi sinir sistemi) tutulumu ile birlikte ya da tek
basina gorilen, sert eritamatdz nodiller veya deri Ulserleriyle karakterize olan bir
hastaliktir. Bu hastalik ayrica HIV olmayan amebik ensefalitli hastalarda, organ nakli
icin immunsupresif tedavi géren hastalarda ya da immiun sistem rahatsizligina sahip
bireylerde de rapor edilmistir (2). Saglhkli bireylerde nadir gorilen ve kendini
sinirlayan  kutan6z acanthamoebiasis, merkezi sinir sisteminin tutulumu
gerceklestigi zaman haftalar icinde o6lime neden olur (3). Kutanoz
acanthamoebiasisin erken belirtisi sert papilonodiillerin meydana gelmesidir. Bu
papullonodiiller, irinli bir materyal toplayarak daha sonra iyilesmeyen sert Ulserlere
donisir. Kutanoz lezyonlarin histopatolojik incelenmesi sonucunda, nekroz odagi
cevresinde, inflamatuvar hiicreler, vaskilit, trofozoitler ve kistlerin bulundugu
gosterilmistir (2).

Tani:

Kutan6dz acanthamoebiasisde tani materyali olarak, lezyondan alinan biyopsi
materyali kullanilmaktadir. Bu materyal, Gzerine bakteri strilmis besleyici degeri
olmayan agar ortamina ekilerek, amip Uremesinin olup olmadigi takip edilir.
Histopatolojik tanida, biyopsi materyali, hematoksilen-eozin, periyodik asit-sif,

kalkoflor beyazi gibi boyalarla boyanarak amip varlig1 arastirilabilir. Buna ek olarak,
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PCR (Polymerase Chain Reaction), RFLP (restriction fragment length polymorphism),

gibi molekiler metodlar ile immiinokimyasal yontemler de tanida kullanilabilir (2).
Tedavi:

Heniiz kesin olarak dnerilen bir tedavi yoktur, fakat itrakonazol, 5-florositozin,

Ketokonazol ve Klorheksidin’in topikal uygulamalari degerli olabilir (3).

2.7.5.4 AIDS’li Hastalarda Acanthamoeba infeksiyonu

AIDS’li bir kisideki Acanthamoeba infeksiyonu ilk kez 1986 yilinda bildirilmistir.
Bu yildan sonra, AIDS’li kisilerde artan sayida yaygin Acanthamoeba infeksiyonu
rapor edilmistir. Bu olgularin ¢gogunda da teshis otopsi ile konulmustur. HIV, insanin
immun sistemini baskilayan bir virlis oldugundan, AIDS’li kisilerde infeksiyonun diger
organ ve dokulara yayilmasi sik gorilen bir durumdur. AIDS’li kisilerde hastalik ¢ok
hizli ilerler ve bircok hastada noérolojik semptomlarin gérilmesinden bir ay veya
daha kisa slire sonra olim gerceklesir. HIV pozitif bireylerde Acanthamoeba
enfeksiyonunun diger yaygin belirtileri de kronik sinlizit, otit, siniis lezyonlari ve deri
Ulserlerindeki Acanthamoeba organizmalari varliginda olusan kutandz lezyonlardir.
Bunun vyaninda bu hastalarda, Acanthamoeba cinsi amiplerin etken oldugu

I6kositoklastik vaskilit, amebik osteomyelit ve endofithalmi olgulari bildirilmistir (2).

2.7.6 Acanthamoeba’ya Karsi Bitkiler Kullanilarak Yapilan Etki

Calismalan

Acanthamoeba’ya karsi bitkiler kullanilarak yapilan bir etki calismasinda,
Turkiye’deki 4 Allium cinsinin metanolik ekstresinin Acanthamoeba castellanii
trofozoit ve kistleri lzerindeki amebisidal ve sistisidal etkisi denenmistir. Allium
scrodoprosum tirinin metanolik ekstresi etkili bulunmustur ve ayrica Allium
scrodoprosum’un 32 mg/ml’lik dozu korneal epitelyumun kiltirleri Gzerinde
sitotoksik etki gostermemistir. Buradan da Allium scrodoprosum’un metanolik
ekstresinin  Acanthamoeba  enfeksiyonlarinin  O6nlenmesi ve tedavisinde

uygulanabilecegi ortaya konmustur (10).

49



Bir diger c¢alismada sarimsagin (Allium sativum) metanolik ekstresinin
Acanthamoeba castellanii trofozoit ve kistleri Gzerindeki amebisidal etkisi ve kornea
hiicreleri Uzerindeki sitotoksik etkisi denenmistir. Sarimsagin metanolik ekstresi
Acanthamoeba’ya karsi etkili bulunurken, 3.90 mg/ml’den daha az dozlarda da

kornea hiicrelerine sitotoksik etki gostermemistir (11).

Baska bir ¢alismada Arachis hypogaea L., Curcuma longa L. ve Pancratium
maritimum L. bitkilerinin etanol ekstrelerinin Acanthamoeba castellanii kistlerine
karsi in vitro amebisidal aktivitesi denenmistir. 4 bitki de Acanthamoeba kistlerine

karsi etkili bulunmustur (12).

Diger bir c¢alismada da Origanum syriacum ve Origanum laevigatum
bitkilerinin metanolik ekstrelerinin Acanthamoeba castellanii kist ve trofozoitlerine
karsi in vitro amebisidal aktivitesi denenmistir. iki bitki de Acanthamoeba’ya karsi
etkili bulunmustur ve Acanthamoeba tedavisinde kullanilabilecek potansiyel

terapotik ilag olarak gorilmektedirler (4).

Baska bir Acanthamoeba c¢alismasinda, Salvia staminea ve Salvia
caespitosa’nin  metanolik ekstrelerinin  Acanthamoeba castellanii  kist ve
trofozoitlerine karsi in vitro amebisidal etki ¢calismasi ve kornea Uzerinde sitotoksik
etki calismasi yapilmistir. Calisma sonunda Salvia staminea’nin metanolik ekstresi
dikkate deger bir amebisidal etki gostermistir ve ayrica Salvia staminea‘nin 16
mg/ml’lik dozu kornea hiicreleri Uzerinde sitotoksik etki géstermemistir. Buradan
Salvia staminea, Acanthamoeba’ya karsi kullanilabilecek yeni bir terapotik ajan

olarak dustnulebilir (13).

Acanthamoeba castellanii’ye karsi yapilan baska bir calismada da Pterocaulon
polystachyum’un toprakisti kisimlarindan elde edilen ham ekstrenin hekzan,
diklorometan, metanol fraksiyonlari Acanthamoeba castellanii trofozoitlerine karsi
denenmis ve etkili bulunmustur (5). Ayrica Pterocaulon polystachyum ile yapilan
baska bir Acanthamoeba calismasinda da Pterocaulon polystachyum ugucu yagi
Acanthamoeba polyphaga trofozoitlerine karsi denenmis ve 10 ve 20 mg/ml

dozlarinda %100 letal etkili bulunmustur (7).
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Acanthamoeba’ya karsi yapilan bir diger ugucu yag calismasinda da Croton
pallidulus, Croton ericoides, Croton isabelli ugucu yaglari Acanthamoeba polyphaga
trofozoitlerine karsi denenmis, en c¢ok amebisidal etki Croton ericoides’te
goriliurken, en az etki de Croton isabelli ugucu yaginda gorilmistir. Fakat ayni

zamanda bu 3 ugucu yag kornea hiicrelerinde sitotoksik etki gdstermistir (8).

Ugucu yaglarin antiprotozoal bir ajan olarak denendigi bir diger ¢calismada ise,
Citrus sinensis (orange), Citrofortunella mitis (syn. Citrus microcarpa, calamansi),
Citrus poonensis (ponkan), Citrus reticulata (dalandan), Eucalyptus citriodora
(eucalyptus), Zingiber officinale (ginger), Cananga odorata (ilang-ilang),
Cymbopogon winterianus (citronella), Pandanus sp. (pandan) and Mentha piperita
(peppermint) ucucu vyaglarinin Acanthamoeba tirlerinin trofozoitlerine karsi
antiprotozoal aktivitesine bakilmistir. Cymbopogon winterianus, Citrus reticulata ve
Citrus poonensis %100 antiprotozoal aktivite gosterirken, Pandanus sp. ve Zingiber
officinale ucucu yaglari ise Acanthamoeba tiirleri lizerinde letal etki gostermemistir

(15).

Ayrica bazi bitki ugucu yaglarinin Acanthamoeba tirleri disindaki antiprotozoal
aktivitelerinin degerlendirildigi bir calismada ise, 16’s1 Lamiaceae, 7’si Verbenaceae,
4’ Asteraceae, 3’ Piperaceae, 2’si Annonaceae familyalarindan olan ve geri kalan
bitki tlirlerinin de her biri bir familyaya ait olacak sekilde toplam 42 bitki tlrinin
ucucu yaglarinin antiprotozoal aktivitesine bakilmis ve etkili bulunmuslardir. Etkili
ucucu yaglarda ana bilesik olarak Timol 8 tirde bulunurken, onu 4’er tirde ana
bilesik olarak bulunan Ojenol ve Terpinen-4-ol, onlari da 3 tiirde ana bilesik olarak

bulunan Karvakrol ve 2 tiirde ana bilesik olarak bulunan Kafur takip etmistir (14).

Acanthamoeba’ya karsi yapilan bu etki deneme g¢alismalari sonunda kullanilan
bitkisel kaynaklarin ¢ogunun terapo6tik ajan olarak degerlendirilme potansiyeli
yliksek bulunmustur. Ancak bu ajanlarin biyolojik etkinligini dogrulamak, tam
etkinlik ve yan etkilerin tanimlanmasi icin daha fazla in vitro ve in vivo ¢alismalara

ihtiyac vardir.
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Dorystoechas hastata Ugucu Yaginin Elde Edilmesi

3.1.1 Bitki Materyalinin Hazirlanmasi

Arastirma materyalimizin toprak st kisimlar, Kasim 2013’te, Antalya,

Kemer, Tahtalidag, teleferik istasyonu cevresi, 300 m’den toplanmistir.

Bitkinin teshisi tayin anahtarlari esas alinarak yapilmis, EGE ve IZEF (izmir Ege

Universitesi Eczacilik Fakiiltesi) herbaryumlarindaki érneklerle karsilastirilmistir.

Morfolojik ¢alismalarda kullanilmak amaciyla arastirma igin kullanilan
bitkilerin herbaryumlari yapilmistir. Bu o&rnekler iZEF herbaryumunda 5549

numaralariyla kayithdir.

Materyalimiz fanli kurutma dolaplarinda, goélgede kurutulmustur. Kurutma
sirasinda arastirma materyalleri siklikla ters yiz edilerek kurutmanin hizli ve etkin

olmasi saglanmistir.

Bitki materyalimiz ugucu yag eldesinde kullanilacak zamana kadar mukavva

kutu icerisinde muhafaza edilmistir.

52



3.1.2 Ugucu Yagin Eldesi

Sekil 26: Neo-Clevenger Tipi Distilasyon Diizenegi ve Balon icindeki Bitkimiz Dorystoechas
hastata (Fotograf: Damla Madencioglu)

Neo-Clevenger Tipi Distilasyon Diizenedi ile Su Distilasyonu:

El ile parcalayarak distilasyona hazir hale getirdigimiz kuru bitkisel
materyalimizden ucucu yag eldesi icin, Avrupa Farmakopesi’'nde kayitli olan ucucu
yag distilasyon metoduna gore, Neo-Clevenger tipi distilasyon dizenegi (Sekil 26)
kullanilmistir. Her seferinde 100 g kuru arastirma materyali, 2 It'lik balona konarak,
1 It su ilavesiyle ucucu yagin tikendiginin gostergesi olan bulanik su akisi bitinceye
kadar, 3 saat sireyle distillenmistir. Dlzenegin yapisi geregi, bir taraftan ucucu yag
izolasyonu yapilirken, diger taraftan izole edilen ucucu yagin, ml cinsinden miktari
belirlenmistir. Bu sayede her distilasyonun sonunda kullanilan bitkisel materyal
miktari (g) ve elde edilen ucucu yag miktari (ml) Gzerinden % ugucu yag verimi ml/g
cinsinden hesaplanmistir. Ugucu yaglar susuz sodyum siilfatla muamele edilerek
eser miktarda icerebilecegi suyundan arindirilmis, analiz zamanina kadar koyu renkli

viallerde +4°C‘de karanlikta saklanmislardir (60).
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3.2 Ucgucu Yagin Nitel ve Nicel Analizleri

3.2.1 GC ve GC-MS Yontemi

Sekil 27: Kombine Calisan GC-MS, GC-FID ve Otomatik Ornekleyici Sistemi
(FABAL: Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Bilimler Arastirma Laboratuari)
(Fotograf: Bintug Oztiirk)

Ucucu vyaglarin kimyasal icerikleri ve bunlarin gorece bolluklari gaz
kromatografisi (GC) ve gaz kromatografisi kitle spektrometresi (GC/MS) sistemleri

ile belirlenmistir.

GC-MS analizleri; “Thermo Scientific Trace GC Ultra” gaz kromatografisine
kombine bagli “Thermo Scientific DSQ II” kitle dedektoéri ve “Thermo TR-Wax”
kapiller kolon (60 m x 0.32 mm i.d.; film kalhnhg 0.25 um) ile yapilmistir. GC-MS
tanimlamasinda, iyonizasyon enerjisi 70 eV olan elektron iyonizasyon sistemi ile,
tasiyici gaz olarak 1 ml/dk akis hizinda helyum kullanilmistir. Firin sicakligi 70°C’den
210°C'ye 7°C/dk olacak sekilde programlanmis, detektor sicakhgr ise 230°C'ye

ayarlanmistir. Ucucu yag 6rnegi 1/100, h/h oraninda n-hegzan ile seyreltilmis ve 1.0

54



pl olarak “Thermo Scientific TriPlus” autosampler ile split modunda, enjektor
sicakligi 200°C, split akisi 50 ml/dk, split orani 50 olacak sekilde enjekte edilmistir
(61).

Ugucu yag bilesenlerinin nitel analizleri; ana bilesiklerinin ticari standartlarinin
alikonma siireleriyle, arastirma orneklerine ait bilesiklerin alikonma sirelerinin
karsilastirilmasi, alkan karisimindaki bilesiklerin alikonma siireleri yardimiyla
hesaplanan, ugucu yag bilesiklerinin aritmetik indislerin, Adams’in indis listesiyle
karsilastirilmasi ve GC-MS analizlerinden elde edilecek kitle spektrumlarinin,
“Xcalibur” yaziliminda yer alan kitle veri tabanlar ile karsilastiriimasi yoluyla
yapilmistir (62). Ugucu yaglarin nicel analizleri ise Ug¢ tekrar seklinde GC-MS analiz
sonuglarina gore yapilmis olup, incelenen pik altinda kalan alanin toplam piklerin
alanina orani seklinde, “Qromquest” yazilimi yardimiyla hesaplanmis ve yapilan (¢

enjeksiyonun ortalamasi alinarak kaydedilmistir (63).

Bilesiklerin indislerinin genellikle Kl (Kovats Indis) yada Rl (Retention Indis)
adlariyla bilinen logaritmik bir formille hesaplandig literatiirde kayitlidir. Ancak
asagida belirtilmis logaritmik olmayan ve benzer bir yolla hesaplanan Al (Aritmetic
Indis) degerlerinin, KI degerlerine oranla daha saglikl sonuglar verdigi Van den Dool
ve Kratz tarafindan kaydedilmistir. Bu nedenle alaninda bir otorite sayillan Adams’in
yeni kitabinda indis listesi Al seklinde hazirlanmistir. Bu bilgi 1s1ginda bizim
¢alismamizda da, ucgucu yag bilesenlerimizin indis hesaplarini asagida verilen Al

formiiline gore gerceklestirilmistir.

Al (x)=100 P, + 100 [(RT(x) — RT (P,))/(RT (Pz.1) = RT (P,))]

Al(x)=100 x 6nceki bilegigin karbon sayisi + 100 x (bilinmeyen bilesigin alikonma zamani — énceki bilesigin alikonma zamani

(sonraki bilegigin alikonma zamani - 6nceki bilesigin alikonma zamani)

Tablolarda sunulan Al degerleri Adams’in kitabinda yer alan listedeki
degerlerle bire bir ¢akismasa da, s6z konusu bilesiklerin gelis siralari, alikkonma
sureleri titizlikle kontrol edilmistir. Al degerlerindeki farkliliklarin, kullanilan kolon ve
metottaki farkhliklardan olabilecegi degerlendirilmis, bu durum kiitle spektrumlarini
iceren “Xcalibur” vyaziiminda bulunan kitle kutUphanesinin icerdigi ylzlerce
literatlir tarafindan teyit edilmektedir (62).
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3.3 Ucucu Yagin Acanthamoeba Paraziti Uzerinde Amebisid
Etkisinin Denenmesi

3.3.1 Deneylerde Kullanilacak Acanthamoeba castellanii Susunun
Elde Edilmesi

2005 yilinda Dokuz Eylil Universitesi (DEU) Hastanesi’ne gelen bir hastanin
kornea kazintisindan elde edilen ve DEU Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali’'nda in vitro
pasajlari devam ettirilen, PCR ve sekans analizi sonucu Acanthamoeba castellanii T4

susu oldugu belirlenen parazit kullaniimistir (64).

3.3.2 Calismanin In-vitro Asamasi

PYG (Peptone Yeast extract Glucose) Besiyerinin Hazirlanmasi

* %1.5 Glikoz » 15¢g

¢ %0.75 Pepton » 0.75g

* %0.75 Maya » 0.75g
Ekstrakti

% Distile su » 100 ml

e Malzemeler 100 ml distile suda eritildikten sonra hacmi 1000 ml'ye

tamamlanmistir.
e 121°C’'de 1 saat otoklavlandiktan sonra 4°C'de saklanmak UGzere dolaba

konmustur. 4°C’de 6 aya kadar saklanabilmektedir.

3.33 Deneysel Tasarim
Deneyler, 96 kuyucuklu steril kiltir plaklarinda (Sekil 28) gerceklestirilmistir.

Kuyucuklara DMSO (Dimetil Silfoksit) icerisinde seyreltilerek hazirlanmis 40,
20, 10, 5, 2.5, ve 1.25 pg/ml dilisyonlarda 100 pl ugucu yag konmustur.

Amiplerin trofozoitlerinin Gredigi PYG kiltiriinden 5 ml alinmis, 3 dakika
boyunca 2.000 rpm’de santrifij edilmistir, daha sonra slipernatan kisim atilip,

trofozoitlerin bulundugu cokelti PYG besiyeri ile iki kere yikanmistir.

Amipler 1.6X10* trofozoit/ml olacak sekilde PYG besiyeri ile seyreltilmistir.
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icerisinde farkli diliisyonlarda ucucu yag bulunan kuyucuklara 100’er pl kalibre
edilmis trofozoit sollisyonu eklenerek agizlari kapatilmis ve 1., 6., 24., 48. ve 72.
saatlerde amiplerin canlihg metilen mavisi kullanilarak thoma laminda (Sekil 29)

degerlendirilmigtir.
DMSO ve PYG ile hazirlanan kuyucuklar ise kontrol amacl olarak kullanilmistir.

Test Ug tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

Sekil 28: 96 Kuyucuklu Steril Kiiltir Plagi (Fotograf: Damla Madencioglu)
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Sekil 29: Thoma Lami ve Mikroskopta incelenmek Uzere Preparatimiz (Fotograf: Damla
Madencioglu)

3.4 Tiirkiye Ugucu Yag Bitkileri Veri Tabani Olusturulmasi

34.1 Veri Tabanina Girilecek Verilerin Hazirlanmasi

Calhsmamizin amaci Tirkiye’de su ana kadar ucucu yag calismasi yapilmis
bitkilerle ilgili literatlirleri tarayarak ve bir veri tabanina aktararak, Tirkiye’'deki
bitkilerin hangilerinin ugucu yag calismasinin yapildigina ve bu calismalarin
ayrintilarina dair bilgileri derlemektir. Ucucu vyaglarla ilgili literatirlerlerdeki
bilgilerin veri tabanina aktarimi tamamlandiktan sonra da bu veri tabanini uzaktan
hizmet sunabilir hale getirmektir. Bu amaca yénelik olarak, Ogr. Gér. Mehmet Ali
Ege tarafindan hazirlanan ugucu yag bitkileri veri tabanindan yararlanilmistir.
Literatlr taramamiz kapsaminda da Sciencedirect, Pubmed gibi ¢esitli bilimsel veri
tabanlarindan ve bazi bildiri kitaplarindan yararlaniimistir. Halen devam etmekte
olan literatir tarama calismamizda su ana kadar Tirkiye'deki ugucu yag bitkileri
hakkinda yaklasik 600 literatlir taranmistir. Bu 600 literatirdeki veri tabanina
aktarmak Uzere belirlenen bazi bilgiler (bitkinin ucucu yag elde edilen kismi, bitkinin
lokalitesi, ucucu yag bilesenleri vb.) ve literatiirlerin 6zet kisimlari veri tabanina
aktarilmistir. Devam eden literatlir taramamiz kapsaminda yeni bulunan
literatlrlerdeki bilgiler de ilerleyen zamanlarda veri tabanina aktarilarak veri

tabaninin tamamlanmasi planlanmaktadir.
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3.4.2 Veri Tabani Olusturulmasi

Hazirlanacak veri tabani igin gerekli olan lg¢ temel uygulama ve bunlarin
sinirlart belirlenmistir. Bu uygulamalar sirasiyla; “iliskisel Veri Tabani Sistemi”,
verilerin kaydedilecegi bir “Veri Girig Yuzii” ve bir de kaydedilen verilerin sunulup

sorgulanabilecegi bir “Son Kullanici Yiizii” seklinde planlanmistir.

3.4.2.1 lliskisel Veri Tabani Sistemi
Veri tabanina girilecek literatlrler hazirlandiktan sonra, veri tabaninda yer
alacak bilgilerin birbirleri ile olan iliskileri de “Microsoft Ofis 2010 - Access” yazilimi

kullanilarak, Sekil 30’da sunulan sekilde kurulmustur.

E I i igkiler - Microsoft Access = B 5
Girig Qlustur D3 Weti Wetltaban Araclan Tasanm al@oE R
= )
Ef, ¥ DozeniTemizle ‘P‘ﬁ SpTable Gizle
o8 B pogrudan fiskiler =
fliskileri 52 iski Rapory | Tablo ) _
Ditzanie 017 RaR Gaster 38 Tam Higkiler
Araglar Tligkiler
- = "
T Access MNesneleri « Herbanum Eitki Umwrg =
Tablolar e W HaD - ¥ BitkilD |« »—\ 7 Ucucuyagld = Literat m
E bilesikler kod Genushl T BitkiNo Fum -
DKod Bitki cehirho = Yararadi
2 itk Merkezh Spx Ticeho drastirmaddi
= BitkiBilesik Familyar Species Mevki Kanakadi b
= Genush otarsp YerelAdi il
A Bitkietki BitkiNo Sspx Cullanin Tamadi
E witkiResimler Bitki = Subspe = LitMa o= ) Link =
Tayinsey Otorssp T
A Bitkisehir FamTayi Varx
= et GenTayi Varyete
SpTayin Otorvar Etkil
E Etkiler T T e
S3pTasin P EtkilD -
3 ene varTayin TrLister] UcucuyagBilesik l UcucuyagEtki adi
UlkeNo DavisCil ;
EH Familya sema - \? Ucucuyaghlo # Ucucuyaghio Latince L
] ¥ BilesikNa ? EtkiNo Ingilizce
H Genus Tlee Gmur Miktar Aciklama Almanca
Kasaba Tapi Birim Fransa
5 cida Koy HayatFo arapea
 Herbarum Vuksekli Ozsubst b
Vuksekli IkCicek
= e Yuksekli SonCice
= wisiter Sicaklik OzCicek
Mem ©OzHabit
= e Habitat! v Mintuse v
E viteratur
-
I Merkez = 7 S
Hazir | Say Kilidi |

Sekil 30: Tiirkiye Ugucu Yag Bitkileri Veri Tabani-iliskisel Veri Tabani Sistemi

3.4.2.2 Veri Giris Yiiziiniin Hazirlanmasi
Veri giris ylUzi; kaydedilecek veri miktari ve kayit sirasinda kullanilacak ara
ylzin tasarimi gbéz Onlinde tutulup, “Embarcadero Delphi XE2” ve “Access”

yazilimlari kullanilarak hazirlanmistir.
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Tirkiye ugucu yag bitkileri veri tabani veri giris ara ylzinin tasarim ekrani

sekil 31'de gosterilmistir.

[ Bitki - Embarcadera RAD (=1 x|

File Edit Search View Refactor Project Run Component Tools AQtime Window Help (% & DefaultLayout - ‘ 9 &,
BEH UH-888 8- %~ s MERSK S
G structure R | i welcome Page | (53 Bitki| [ untvenicayit
5|
E+{T] frmYeniayit ) Yeni Kayrt ve Dizeltme - Herbaryum 1.0 [al[@] =]
2 58 <?> {Implied ADG Connection} o
Y} DateSource 1 ARA 7 | B
W OpenPictureDislog L Dat S
5 Fenelt Famiya | Genus| Soduk | Ofar | Bitki |
penP
atince
Latince DEEdi1
Aciklama
DBMemo3
1% pitki {TabSheet1}
[Z] StatusBar1 | Esdeger simles | Pesinler
= resim
#E Object Inspector I DBEGNS —
peGenel TPageConirol =
Properties | Events ‘7777777777777—|
Enabled ] True - ‘ |
Fant (TFont) <MNodata to display>
Height 502 | |
Helpcontext |0 | |
Helpkeyword
HelpType htContext | |
[Hint ‘ |
HotTrack ] False
Images | |
Left 0 ‘ |
LiveBindings LiveBindings
Margins (TMargins) Gidi | |
Muline [lFase oxBridTLevell dgidSozkk | |
% Name pcGenel d -
Ea——— o Customize.
New Page NextPage Previous Page R -alle]x
New LiveBinding. ..
TZEF Herbaryumu
Name
Al shown [ ] 1 Insert Code Design / History

]

- gﬂ@dc\ ®

B Biticpro - Project Manager nE
B-se 8-
Gluln|lE-2] - 0-
Fie
Q0 TargetPlatforms (Win32)
7] ModelSuppart
tAnaForm.pas
it pas
titkisulpas
tDataMocle pas
tEtket.pas
tOnine pas
tResimsec.pas
tSplash, pas
B untvenikayit pas =

D:\zeBitProgMDB\ntYeriKayit.pas
it dproj .. | B Model View | J3Data Explo. .

H[ Tool Palette 0E

Q, Search = v‘ Iy ‘

Standard o
Additional

Win32

System

Win 3.1

Dialogs

Data Access

Data Controls

dbExpress

BDE

FastScript

FastReport 4.0

FR4 tools

FastReport 4 exports

Rave

Tnternet >

Sekil 31: Turkiye Ugucu Yag Bitkileri Veri Tabani-Veri Giris Ara Yliziiniin Tasarim Ekrani

“Tiirkiye Ugucu Yag Bitkileri

Veri

Tabani”nin gelecekte gelistirilerek

zenginlestirilebilmesinin yani sira, iliskiler tablosu Uzerinde yapilacak gelistirme

calismalariyla, farkh sorgulama fonksiyonlari eklemek de mimkin olabilecektir.

Taranan

literatlrlerdeki ana veriler tamamlanan bos veri tabani yazilimina

aktarilarak planladigimiz “Tiirkiye Ugucu Yag Bitkileri Veri Tabani” olusturulmustur.

Henliz tam olarak tamamlanamayan literatlr tarama ¢alismamiz tamamlandiktan ve

gerekli diizenlemeler yapildiktan sonra da veri tabani kullanima sunulacaktir.

Boylece, basta Farmasotik Botanikciler ve Farmakognozlar olmak lizere ugucu

yag alanindaki calismalari merak eden tim bilim insanlarinin, Tirkiye’deki ucucu yag

bitkileri hakkinda yapilan calismalara bilgisayar araciligiyla hizli ve giincellenebilir

sekilde erisebilmesi mimkin olacaktir.
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4.1 Dorystoechas hastata Ugucu Yagi Eldesi

Neo-Clevenger tipi distilasyon diizeneginde 3 saat boyunca yapilan distilasyon

sonrasinda % 1,8 ml/g oraninda ugucu yag (Sekil 32) elde edilmistir.

Sekil 32: Dorystoechas hastata Ugucu Yagi (Fotograf: Damla Madencioglu)
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4.2 Dorystoechas hastata Ugucu Yagi GC, GC-MS Analizi

Gaz kromatografisi sonucu Dorystoechas hastata ugucu yaginin ve n-alkan
karisiminin kromatogramlari sekil 33 ve sekil 34’de verilmistir. Sekil 33’deki ugucu
yag kromatogrami yardimiyla Dorystoechas hastata ugucu yagindaki bilesikler
belirlenirken, Sekil 34’deki n-alkan karisimina ait kromatogram ise ugucu yag

bilesenlerinin Al degerlerini hesaplamak amaciyla kullaniimistir.

Thermo Scientific DSQIT REPORT

Data File: Dorystoechashastata_enj3
Instrument Method: C:'Xcalibur'methods\Ucncuyag'vcucnyag_adams meth
Current Data Path: C"Xcalibur'Data'2014'Bintug OZTURK'\2014 03 17\adams
A(‘quisition Date: 03/18/14 08:13:22 AM
Operator: Cigdem YENGIN

RT: 458-72.03 SM: 7G

RT: 8.91

-
[=1) = (2] 1] [=]
T

Relative Abundance
?l-lll?llll?llll?ll||$||||$||||?||||?l|||?||||?|||

7.50

[ 22

RT: 39.02

[

RT-1650 102194

—

| 27.73 3093 RT:3545 RT-42.69 e

o AT — ' =t . o
T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Time (min)

Sekil 33: Dorystoechas hastata Ucucu Yaginin Gaz Kromatogrami

Yapilan GC ve GC-MS analizlerinde, ugucu yagin % 91.65 ’ini olusturan 16 pik
tanimlanarak Sekil 36’da verilmistir. Bu analizlerde ana bilesikler ve gorece yiizde
miktarlari 1,8-sineol (% 33.25), Delta-3-karen (% 9.16) ve Guaiol (% 8.12) olarak

saptanmistir.
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Thermo Scientific DSQ]

Data File- Alkanhix CS8-C20
Instrument Method: CrXcaliburmethods \Ucncuyag'ncecuyag adams meth
Current Data Path - C'Xcalibur'Data' 2014\ Bintug OZTURK'\ 2014 03 1T\adams
Acquisition Date: 03/18/14 03:03:18 AM
Operator: Cigdem YENGIN

RT: 458 -7200 SM: 7G

\II\?IIII?IIII?IIII?IIH?IIH?IIII‘%IIIII%IIII%IIH%

[}

RT: 8.69
RT: 11.57

B

RT: 18.71

Relative Abundance
[&)]

RT: 26.23 RT: 36.75

[}

hJ

-

T 1 T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T

5 10 15 20 25 30 35 40
Time {mimn)

Sekil 34: C8-C20 Alkan Karisimlari

Aritmetik C oncek| C sonrakl Adams
Madde indis C onceki C sonraki Tanimlama

5,48 Trisiklen 1022,3022 5,17 6,56 MS, Al

6,08 Kamfen 1065,4676 10 5,17 11 6,56 MS, Al 946
6,74 Sabinen 1108,4507 11 6,56 12 8,69 MS, Al 969
7,5 Delta-3-karen 1144,1315 11 6,56 12 8,69 MS, Al 1008
7,76 B-pinen 1156,338 11 6,56 12 8,69 MS 974
8,55 (Z)-B-osimen 1193,4272 11 6,56 12 8,69 MS 1032
8,63 D-limonen 1197,1831 11 6,56 12 8,69 MS, Al 1024
8,91 1,8-sineol 1207,6389 12 8,69 13 11,57 MS, Al 1026
9,97 (E)-B-osimen 1244,4444 12 8,69 13 11,57 MS, Al 1044
10,53 p-simen 1263,8889 12 8,69 13 11,57 MS, Al 1020
18,87  Kafur 1504,2328 15 18,71 16 22,49 MS 1141
21,94  Karyofillen 1585,4497 15 18,71 16 22,49 MS, Al 1417
22,12  Terpinen-4-ol 1590,2116 15 18,71 16 22,49 MS 1174
25,66  Borneol 1684,7594 16 22,49 17 26,23 MS 1165
35,45 Karyofillen oksit 1961,4243 19 33,38 20 36,75 MS, Al 1582
39,02  Guaiol 2035,5799 20 36,75 22 43,13 MS, Al 1600

Sekil 35: Ugucu Yag Bilesiklerinin Tanimlanmasinda Kullanilan Aritmetik indis Hesap Tablosu
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RT Aritmetik % Tanimlama
indis

[0 548 10223022 Trisiklen 5.13 MS,Al
IPN 608 10654676  Kamfen 2.83 MS,Al
5 674 11084507  Sabinen 2.80 MS,Al
BZM 750 11441315  Delta 3-karen 9.19 MS,Al
[0 776 1156338 8-pinen 3.08 MS
P 855 11934272 (2)-B-osimen 1.15 MS
8.63  1197,1831  D-limonen 2.90 MS,Al
PEN 891 12076389  1,8-sineol 33.33 MS, Al
O 997 12444444  (E)-B-osimen 2.55 MS, Al
BN 1053 12638889  p-Simen 0.95 MS,Al
FIN 1887 15042328  Kafur 5.42 MS
IEPN 2194 15854497  Karyofillen 6.56 MS,Al
IFEN 2212 15902116 Terpinen-4-ol 0.54 MS
RN 2566 1684,7594  Borneol 6.57 MS
[ 3545  1961,4243  Karyofillen oksit 0.46 MS,Al
BTN 39.02 20355799  Guaiol 8.19 MS,Al
- Toplam % 91,65

Sekil 36: Dorystoechas hastata Ucucu Yaginin Bilesimi

4.3 Ucucu Yagin Acanthamoeba Paraziti Uzerindeki Amebisid
Etkisi

Dorystoechas hastata ucucu yaginin Acanthamoeba castellanii trofozoitleri
Uzerindeki amebisid etkisi igin, DMSO igerisinde seyreltilerek hazirlanmis farkh
dilisyonlardaki ugucu vyaglar metilen mavisiyle boyanarak thoma laminda
incelenmistir. 1., 6., 24., 48. ve 72. saatlerde mikroskopta canli ve 6li amipleri (Sekil
37) sayarak gergeklestirdigimiz 3 tekrarh ¢alisma sonunda, trofozoitlerin % canlilik
oranlarinin konsantrasyon ve saate gore degerlendirilmesi Sekil 38’de verilmistir. Bu
sonuclara gore Dorystoechas hastata ucucu yagi 40, 20, 10 ve 5 pg/ml dozlarinda
%50 ve daha fazla oranda letal etki géstermistir. Hatta 40 pug/ml dozu her saatte
%100 letal etkili bulunurken, 20 pug/ml dozu da 48. ve 72. Saatlerde %100 letal etkili

bulunarak anlamli sonuglar vermislerdir.
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Sekil 37: Olii ve Canli Acanthamoeba castellanii Trofozoitlerinin Mikroskop Gériintiisi
(Fotograf: Damla Madencioglu)

Ortalama

FAEER R
j
10 34,7 17,5 23,1 11,1 7,8

pg/mi

Sekil 38: Acanthamoeba castellanii Trofozoitlerinin 3 Tekrarli Calisma Sonundaki % Canhilik
Oranlarinin Ortalamasi
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4.4 Tiirkiye Ugucu Yag Bitkileri Veri Tabani

Veri tabani igin kullanilacak bilgi kaynagl olarak taranan literatirler
sonrasinda, bilgilerin hazirlanan veri tabanina aktarilmasiyla yazihm tamamlanmistir.
Bu degerli bilgilerin bir yazilim yardimiyla sayisal hale getirilmesi ve sifre ile
internetten indirilebilir olmasi, hedefleyip hazirladigimiz ¢agdas bilgi kaynaginin
onde gelen nitelikleri arasinda yer almaktadir. Ve hazirladigimiz bu yazilim Tirkiye
ucucu yag bitkileri adina yapilmis derli toplu, kapsamli ilk yazilimdir. Bir ilk adim
olarak ortaya konan bu yazilim tabi ki gelistirilebilir, hizh giincellenebilir olma
niteliklerine de sahiptir. igeriginin zenginlesebilmesine ilaveten fonksiyonel olarak

da gelistirilmis sirimleri bu ilk adimi takiben gelecek yillarda hazirlanabilecektir.

Sekil 39’da veri giris ylzlini sundugumuz ekrandan, taradigimiz
literatlrlerdeki veriler, veri tabanina kaydedilmistir. Son kullanici yiziinde de veri

giris yuzundeki veri iliskileri aynen korunmus, kontrol digmeleri kaldiriimis ve

kullanim kolayhgina yonelik bazi tasarimsal unsurlar eklenmistir.
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5 TARTISMA

Yﬁzdegﬁ:tarlarl* Mericli & Mericli

Bilesikler (min-max) Yaprak Cicek
borneol 7.295-26.14° 0.3 0.2
'],8-sineo| 5933'2358? 1.2 4.1
a-pinen 2.795-23.123 52 54
guaiol 5.14%-19.37° - -
kafur 1.92%-17.30* 14.6 12.5
f-pinen 2.11%-15.733 2.9 2.7
mirsen 0_793_1 3.282 " .
B-karyofillen 1.482-10.62 0.5 0.4
'gi’:r‘fifgsetat 2.175-9.75" 5.9 5.6
T 1.35%-6.26° 4.5 8.2
delta-3-karen 2.04?-5.594 6.6 54
a-terpineol 0.132%-5.494 0.2 0.4
terpinen-4-ol s 20.4 211
a-fellandren - 11.0 11.3
linalol 0.00"3-0.212 1.6 3.1
izoborneol 0.06°-0.74% 9.1 9.3

- 3.4 2.4
« Ustyazi bitki kisimlarini belirtir: 1-Cicekli yaprakli dallari-Buhar distilasyonu
2-Cicekli yaprakl dallari-Su distilasyonu, 3-Cicekli basak, 4-Yaprak, 5-Odunsu kdok

Sekil 41: Baser ve Mericli ugucu yag bilesenleri tablosu

Dorystoechas hastata bitkisiyle daha 6nce yapilan ugucu yag eldesi ve analizi
calismalarinda elde edilen analiz sonuglariyla (Sekil 41), kendi ugucu yag
calismamizin analiz sonuglarini kiyasladigimiz zaman kafur, terpinen-4-ol, limonen,
kamfen, 1,8-sineol, borneol, guaiol, karyofillen, B-pinen gibi ucucu yag bilesenleri
ortak bulunmus, ana bilesikler de 1,8-sineol, guaiol, borneol olarak Baser’in
calismasindaki ana bilesiklerle ayni bulunmus ve calisma sonuglarinin paralellik

gosterdigi goralmastir (31,32).
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Acanthamoeba’ya karsi yeni ilag arastirmalari sirasinda Pterocaulon
polystachyum, Croton pallidulus, Croton ericoides, Croton isabelli Piper
hispidinervum bitkilerinin ugucu yaglari Acanthamoeba trofozoitlerine karsi etki

denemelerinde kullanilmis ve belirli dozlarda letal etkili bulunmuslardi.

Dorystoechas hastata ugucu yaginin Acanthamoeba trofozoitlerine karsi

amebisid etkisi de tarafimizdan denenip etkili bulunmustur.

Buradan yola cikilarak etki calismalarinda kullanilan bitkilerin ucucu yaglarinin
ana bilesenlerinin kiyaslanarak amebisid etkide yliksek oranda etkili bilesigin

saptanabilmesi amaglanmistir.

Acanthamoeba polyphaga trofozoitlerine karsi denenen ve 10 ve 20 mg/ml
dozlarinda %100 letal etkili bulunan Pterocaulon polystachyum ugucu yaginin ana
bilesenleri; E-seskilavandulil asetat (%43.8), E-seskilavandulil (%17.3) ve B-
karyofillen (%10)’dir (7).

Acanthamoeba polyphaga trofozoitlerine karsi denenen, Croton pallidulus,
Croton ericoides, Croton isabelli ugucu yaglarindan en ¢ok amebisidal etki gosteren
Croton ericoides ugucu yaginin ana bilesenleri; B-pinen (%39), B-karyofillen (%8.1)
ve Linalol (%7.6), en az etki gosteren Croton isabelli ugucu yaginin ana bilesenleri;
Bisiklogermakren (%48.9), B-karyofillen (%14.3) ve Germakren-D (%12.6)’dir. Croton
pallidulus ucucu yaginin ana bilesenleri de Terpinen-4-ol (%13.6), B-karyofillen

(%11.5), Tau-kadinol (%7.8) ve Germakren-D (%7.6)'dir (8).

Bir diger etki calismasinda Acanthamoeba polyphaga trofozoitlerine karsi
denenen ve 0.5 mg/ml dozu %100 letal etkili bulunan Piper hispidinervum ugucu

yaginin ana bilesenleri de; Safrol (%85.08) ve Terpinolen (%5.40)’dir (9).

Acanthamoeba castellanii trofozoitlerine karsi amebisid etki calismasinda
kullandigimiz ve 40 pg/ml dozu her saatte, 20 pg/ml dozu da 48. ve 72. Saatlerde
%100 letal etkili bulunan Dorystoechas hastata ugucu yaginin ana bilesenleri de 1,8-
sineol (%33.25), Delta-3-karen (%9.16), Guaiol (%8.12), Borneol (%6.57), Karyofillen

(%6.56) olarak saptanmistir.
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Bu sonuclara gore Acanthamoeba trofozoitlerine karsi amebisid etki
denemelerinde kullanilan ugucu yaglarin bilesenleri arasinda amebisid etkide yiksek
oranda etkili bilesigi saptayabilmek adina bir iliski kurulamamistir. Ugucu yaglarin
bilesenleri arasinda genel olarak B-karyofillen’in ortak olarak bulundugu

gorilmustir fakat bu amebisid etkideki rolliini saptamak adina yeterli degildir.

Ayrica, 16’sl Lamiaceae, 7’si Verbenaceae, 4’li Asteraceae, 3’l Piperaceae, 2’si
Annonaceae familyalarindan olan ve geri kalan bitki tirlerinin de her biri bir
familyaya ait olacak sekilde toplam 42 bitki tiirlinlin ugucu yaglarinin Acanthamoeba
turleri disindaki antiprotozoal aktivitesine bakilmis ve etkili bulundugu gorilmustu.
Bu calismadaki ucucu yaglarin ana bilesenleri, 8 tiirde Timol, 4’er tiirde Ojenol ve

Terpinen-4-ol, 3 tlirde Karvakrol ve 2 tirde Kafur'dur (14).

Buradan yola cikilarak da antiprotozoal aktivitede yiliksek oranda rolli olan

bilesigi saptayabilmek adina bir iliski kurulamamistir.

Ucucu yaglarin antiprotozoal bir ajan olarak denendigi bir diger calismada ise,
Citrus sinensis (orange), Citrofortunella mitis (syn. Citrus microcarpa, calamansi),
Citrus poonensis (ponkan), Citrus reticulata (dalandan), Eucalyptus citriodora
(eucalyptus), Zingiber officinale (ginger), Cananga odorata (ilang-ilang),
Cymbopogon winterianus (citronella), Pandanus sp. (pandan) and Mentha piperita
(peppermint) ucucu vyaglarinin Acanthamoeba tirlerinin trofozoitlerine karsi
antiprotozoal aktivitesine bakilmis, Cymbopogon winterianus, Citrus reticulata ve
Citrus poonensis ugucu yaglari %100 antiprotozoal aktivite gosterirken, Pandanus
sp. ve Zingiber officinale ugucu yaglari ise Acanthamoeba tirleri Gizerinde letal etki
gostermemistir. Bu farkhligin sebebi de, gesitli aktif bilesiklerin bazilarinin arasinda
olan sinerjistik etki ve hasat zamaninin, ugucu yag bilesenlerini ve biyolojik

aktivitenin gliciinu etkilemesi olarak distntldigu bildirilmistir (15).

Bu yorumlamadan yola cikilarak, ucucu yaglarin aktivite calismalarinda yalniz
ana bilesiklerin degil, cesitli aktif bilesiklerin sinerjistik etkilesimleri, hasat zamani

gibi farkl faktorlerin de 6nemli oldugu gorilmdistar.
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6 SONUC VE ONERILER

Acanthamoeba tiirlerinin yol actigi hastaliklara karsi, eldeki mevcut tedavilerin
istenilen aktivite ve selektiviteye sahip olmamasindan ve yan etkilerinden dolayi
yeni ila¢ arastirmalari yapilmaktadir. Ozellikle de son yillarda yaygin lens kullanimina
bagl olarak artan Acanthamoeba keratitine karsi yeni ilag arayislari hiz kazanmistir.
Bu kapsamda da igerdikleri pek c¢ok madde gruplar nedeniyle vyiksek ilag

hammaddesi potansiyeline sahip bitkisel kaynaklardan yararlaniimaktadir.

Turkiye de sahip oldugu biyocgesitlilik ve yiliksek endemizm orani ile ilag
arastirmalarinda kullanilabilecek ¢ok fazla bitkisel kaynaga sahiptir. Bu zenginlikten
yararlanilarak Acanthamoeba’ya karsi Tirkiye’de monotipik endemik bir cins ve tir

olan Dorystoechas hastata bitkisinin ugucu yagi tarafimizdan denenmistir.

Acanthamoeba castellanii trofozoitlerine karsi Dorystoechas hastata ugucu
yagl ile yapilan amebisid etki deneme calismasi sonunda Dorystoechas hastata
ucucu yaginin terapotik etki degeri oldugu gorilmustiir. Ancak biyolojik etkinligin
dogrulanmasi, tam etkinlik ve yan etkilerin tanimlanmasi icin sitotoksik etki

calismalarina ve daha fazla in vitro ve in vivo ¢alismalara ihtiyacg vardir.
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