


BUPLEURUM LYCAONICUM SNOGERUP BIiTKi TURUNUN
BiYOLOJIK AKTIVITESI

Sezen ERTAN

YUKSEK LISANS TEZi
BiYOLOJI ANABILIM DALI

GAZi UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

OCAK 2017



Sezen ERTAN tarafindan hazirlanan “BUPLEURUM LYCAONICUM SNOGERUP BITKIi
TURUNUN BIYOLOJIK AKTIVITESI” adli tez calismasi asagidaki jiiri tarafindan OY BIRLIGI
ile Gazi Universitesi Biyoloji Anabilim Dalinda YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Damisman : Prof. Dr. Leyla ACIK

Biyoloji Anabilim Dali, Gazi Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum —~ ceeeeeeeeiiiiiiiiii..,

Baskan : Prof. Dr. Reyhan COLAK
Biyoloji Anabilim Dali, Ankara Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum

Uye : Yrd. Dog. Dr. Elif Burcu BALI

Biyoloji Anabilim Dali, Gazi Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum

Tez Savunma Tarihi:  20/01/2017

Jiri tarafindan kabul edilen bu tezin Yiksek Lisans Tezi olmasi i¢in gerekli sartlar1 yerine
getirdigini onayliyorum.

Prof. Dr. Hadi GOKCEN
Fen Bilimleri Enstitiisii Mudiirii



ETiK BEYAN

Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi Tez Yazim Kurallarina uygun olarak

hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

Tez ig¢inde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar
cercevesinde elde ettigimi,

Tim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar1 bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu,

Tez caligmasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimu,

Bu tezde sundugum calismanin 6zgiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarin1 kabullendigimi beyan

ederim.

Sezen ERTAN
20/01/2017



BUPLEURUM LYCAONICUM SNOGERUP BITKi TURUNUN BiYOLOJIK
AKTIVITESI
(Yiiksek Lisans Tezi)

Sezen ERTAN

GAZI UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
Ocak 2017

OZET

Bu c¢alismada Bupleurum lycaonicum bitki oziitlerinin antimikrobiyal, antioksidan
aktiviteleri ve DNA etkilesimlerinin arastirilmasi amag¢lanmistir. Bu amacla ilk olarak,
bitkinin metanol ve etanol oziitleri ¢ikarilmustir. Oziitlerin antimikrobiyal etkileri agar
kuyucuk yontemi ile hesaplanmistir. Bu oziitlerin E. coli ATCC 25922, B. subtilis ATCC
6633, B. cereus NRRL B-3711, K. pneumoniae ATCC 13883 ve P. aeruginosa ATCC
27853 bakterilerine karsi antimikrobiyal etkisi oldugu, buna karsilik mayalara karsi
herhangi bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Oziitlerin antioksidan etkileri 2,2’-difenil-
1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali siipiiriicii aktivite ve Folin-Ciocalteu reaktifli fenolik
icerik tayiniyle incelenmistir. Etanol, metanol 6ziitleri ve antioksidan Biitillenmis Hidroksi
Toluen (BHT)’iin DPPH radikal siipiiriicii aktiviteleri sirasiyla %76,48+1,69; %83,57+1,12
ve %79,15+0,33 olarak bulunmustur. Metanol ve etanol oOziitlerinin toplam fenolik
icerikleri sirasiyla 109,57+5,67 ug GAE/mg ve 86,23+3,00 pg GAE/mg olarak
hesaplanmustir. Ilaveten, bitki metanol ve etanol dziitlerinin plazmit DNA iizerine etkisi
agaroz jel elektroforezi yontemiyle incelenmistir. Oziitlerin konsantrasyona ve inkiibasyon
sliresine bagli olarak DNA’y1 kesme aktivitesi belirlenmistir. Sonug olarak, Bupleurum
lycaonicum bitkisinin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve DNA iizerinde etkili
oldugu tespit edilmistir.

Bilim Kodu : 20326

Anahtar Kelimeler : Bupleurum lycaonicum, antimikrobiyal, antioksidan aktivite, DNA
etkilesimi
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ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate the antimicrobial, antioxidant activities and DNA
interactions of Bupleurum lycaonicum extracts. For this purpose, firstly methanol and
ethanol extracts were obtained from this plant. The extracts were analysed for
antimicrobial activity by agar well diffusion method. The extracts were shown
antimicrobial activity against E. coli ATCC 25922, B. subtilis ATCC 6633, B. cereus
NRRL B-3711, K. pneumoniae ATCC 13883 and P. aeruginosa ATCC 27853, whereas the
exracts had no antimicrobial activity against tested yeast strains. In addition, the extracts
were subjected to in vitro antioxidant activity evaluation by the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) scavenging activity and total phenolic contents. DPPH free radical
scavenging effects of ethanol, methanol extracts and antioxidant Butylated hydroxytoluene
(BHT) were determined 76,48+1,69%, 83,57+1,12% and 79,15+0,33 respectively. Total
phenolic contents of the methanol and ethanol extracts were found to be 109,57+5,67 pg
GAE/mg and 86,23+3,00 ug GAE/mg respectively. The interaction between the extracts
and plasmid DNA were analyzed by agarose gel electrophoresis. It was found that the
extracts, depending on the concentration of compounds and the duration of incubation,
showed effects such as DNA destruction and cleavage. As a result of this study, it was
found that Bupleurum lycaonicum has a high antioxidant activity and it has an impact on
DNA.
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Xii
SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida
sunulmustur.

Simgeler Agciklamalar

g Gram

ng Mikrogram

nL Mikrolitre

pm Mikrometre

mg Miligram

mL Mililitre

mm Milimetre

nm Nanometre

°C Santigrat derece
Kisaltmalar Aciklamalar

BHA Biitillenmis Hidroksi Anizol
BHT Biitillenmis Hidroksi Toliien
DMSO Dimetil stilfoksit

DNA Deoksiribo Niikleik Asit
DPPH Difenilpikrilhidrazil

EDTA Etilen Diamin Tetra Asetikasit
ROS Reaktif Oksijen Tiirleri
TAE Tris Asetat EDT

TBHQ ter-Biitil hirokinon

TE Tris-EDTA



1. GIRIS

Bugiin yeryiiziinde dogal ¢evrenin belli bir bdliimiinii bitkiler olusturmaktadir. Insanlar
ister kirsal ister kentsel yasamda olsun ¢evresindeki bitkilere daima ihtiyag duymuslardir.
Iste ¢evremizde bulunan bu bitkilerin, bitkiler lemi i¢inde kendilerine 6zgii dzellikleri
vardir. Bunlarin bir kismi tarim, ilag, tekstil v.b. gibi sanayi dallarinda kullanilirken, diger

bir kismi da yalnizca siis bitkisi olarak yetistirilir [1].

Bitkilerin tedavide kullanimlari insanlik tarihiyle birlikte baslamistir. Binlerce yil dnce
insanlar, bitkilerin tedavi edici giiclinii tanimis ve saglikli yasayabilmek i¢in bitkilerden
yararlanmistir [2]. Diinya Saglk Orgiitii tarafindan yapilan agiklamaya gore, diinya
niifusunun yaklasik %80’i saglik sorunlarini, bitkisel droglar1 (tibbi bitkilerin ilag olarak
kullanilan ham kismi) kullanarak gidermeye c¢aligsmaktadir. Ayrica, gelismis tlkelerde
kullanilan regeteli ilaglarin yaklasik %25’ini bitkiler ve bitkisel kokenli etken maddeler
olusturmaktadir [3].

Glinimiizde basta kanser olmak fiizere pek ¢ok hastaliga kesin bir tedavi yontemi
bulunamamuistir. Bu nedenle, tedavi amagli yeni yontemler bulabilmek igin son zamanlarda
bitki oOziitlerinin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri arastirilmaktadir. Birgok
bitkinin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit edilmekte ve
kullanim1 6nerilmektedir [4, 5]. Antimikrobiyal maddeler, hastalik etkenlerinin kontrolii,
mikroorganizmalarin {iremelerinin engellenmesi, durdurulmasi ya da oldirilmelerini
saglayan kimyasal, biyolojik maddelerdir [6]. Dogada yetisen ve yenebilen tibbi bitkiler,
antimikrobiyal etkiye sahip olup yiyeceklerde bulunan mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal ajan olarak kullanilir [7]. Antioksidanlar ise viicutta bulunan ozellikle
serbest radikal gibi bazi toksik maddelerin olusumunu engelleyen maddelerdir. Beta
karoten, askorbik asit ve a-tokoferol gibi antioksidanlarin, in vivo ve in vitro ¢alismalar ile
serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonu engelledigi tespit edilmistir [8]. Tibbi
bitkilerin ve bitki 6ziitlerinin antioksidan ve radikal siipiiriicti 6zelliklerine olan ilgi gittik¢e
artmaktadir. Antioksidanlarin ekzojen kaynagini saglayan bitkiler, hiicrelerin dogal
savunma sistemlerine yardimci olabilmektedir. Bu yiizden, kullanilan bitkilerin ve bitki

oOziitlerinin antioksidan ve radikal stipiiriicii 6zelliklerinin arastirilmasi gerekir [9].



Bu tez ¢alismasinda Bupleurum lycaonicum bitkisinin antimikrobiyal ve antioksidan
aktivitelerinin aragtirllmasi amaclanmigtir. Bunun ig¢in bitkinin metanol ve etanol
ozitlerinin Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus NRRL B-3711,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella
typhimurium ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 bakterilerine ve
Candida albicans ATCC 1021, Candida krusei ATCC 62586, Candida tropicalis NRRL
Y-1296 mayalarina karsi, antimikrobiyal etkileri agar kuyucuk diflizyon yontemi ile
calisilmistir. Antioksidan etkileri ise 2,2’-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali stipiiriicii
aktivitesi ve Folin-Ciocalteu reaktifli fenolik igerik tayini yontemleri ile arastirilmistir.
Oziitlerin DNA iizerine etkisi de agaroz jel elektroforezi ydntemi kullamlarak tespit

edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Tibbi Bitkiler

Yaprak, cicek, kok, yumru, kabuk, tohum ve meyve gibi organlarda bulunan alkaloid,
glikozid, heterozid, flavonoid, fenolik bilesikler ve birgok biyolojik aktif sekonder
metabolitlerden dolayi ilaglarin ham maddesi olarak kullanilan bitkilere tibbi bitkiler denir

[10].

Ulkemiz Avrupa—Sibirya, Akdeniz ve Iran-Turan bélgesi olmak iizere ii¢ biiyiik temel
bitki cografyasinin kesisim bdolgesinde yer alir. Bu nedenle tibbi ve aromatik bitkiler

bakimindan zengin bir gesitlilik géstermektedir [10].

Tiirkiye Florasi’na gore; Tiirkiye, 174 familyaya ait 1251 cins ve 12 000’den fazla tiir ve
tiir alt1 taksonu ile olduk¢a zengin bir floraya sahiptir [11, 12]. Bu taksonlarin 234’1 kiiltiir
bitkisi ve yabanci kaynaklidir. Geriye kalan tiirler ise yurdumuzda dogal yayilis gosteren
bitkilerdir [13, 14]. Tim Avrupa kitasinin yaklasik 12 000 kadar bitki taksonuna sahip
olmasi yurdumuzun bitki Ortiisi bakimindan ne kadar zengin oldugu gosterir [15].
Yurdumuz endemik bitkiler bakimindan da oldukga zengindir. Tiim Avrupa iilkelerindeki
toplam endemik takson sayist yaklagik 2750 iken {ilkemizdeki endemik tiir sayis1 2891 dir.
Bu sayiya, endemik olan 497 alt tiirli ve 390 varyeteyi ekledigimiz zaman toplam endemik

takson sayis1 3750’den fazladir [12].

Ulkemizde ticari degeri olan tibbi bitkiler Asteraceae (Compositae), Lamiaceae
(Labiatae), Apiaceae (Umbelliferae), Fabaceae (Leguminosae), Solanaceae, Lauraceae,
Rutaceae ve Ranunculaceae familyalarina aittir. Tibbi ve aromatik bitkiler a¢isindan en
zengin olan familyalar ise; Asteraceae (Compositae), Apiaceae (Umbelliferae) ve
Lamiaceae (Labiatae)’dir [16]. Apiaceae familyasina ait tiirlerin tibbi kullanimina; Ammi
majus L. (agiz ve dis eti agris1 giderici), Coriandrum sativum L. (istah agici, hazmettirici),
Eryngium L. (6ksiiriik kesici, diiliretik uyarici, istah agici, seker kontrolii), Foeniculum
vulgare Mili. (midevi, gaz soktiiriicti, siit artiric1), Ferula eleaochytris Kor. (kisirlik) gibi

tiirler 6rnek olarak verilebilir [17].



Tiirkiye’de tibbi bitkiler, hastaliklarin tedavisinde onemli rol oynamaktadir [18]. Bu
bitkiler yillar boyunca aktif biyomolekiillerin 6nemli bir kaynagini olusturmaktadir. Bu
bitkilerin drog olarak kullanilan kisimlari (yaprak, ¢icek, tohum, kok, kabuk vs.)
iclerindeki etkili bilesiklerden dolayr hastaliklar1 tedavi etmektedir [19, 20]. Diinya
iizerinde bulunan 750.000-1.000.000 arasindaki bitki tiiriinden yaklasik 20.000°1 tibbi
amaglarla kullanilmakta, bu sayinin ise 100.000°e¢ kadar g¢ikabilecegi diisiiniilmektedir.
Tiirkiye’de yetismekte olan 9.000 kadar bitki tiirlinden de 500’1 tedavide kullanilmaktadir
[19].

2.2. Tibbi Bitkilerin Tarihcesi

Tibbi bitkilerin kullanimi insanlik tarihi kadar eskiye dayanir. Ancak, ¢cok eski donemlere
ait kayitlar ve belgeler yoktur. Bu nedenle arkeobotanik veya paleobotanik (etnobotanik)
caligmalar ve arkeolojik bulgularla, cagimizdaki ilkel topluluklarin davranis ve

uygulamalar1 dogrultusunda bitkilerin kullanimu ile ilgili tahminler yapilmaktadir [15].

Bitkiler, insanlarm hem temel besin kaynag: hem de ilag kaynagidir. Ilk ¢aglardan beri
insanlar; hangi bitkilerin yenilebilecegini, hangilerinin zehirli veya sifali (tibbi) oldugunu
deneme yanilma yoluyla 6grenmislerdir. insanlar bitkileri toplamanin yani sira kiiltiire de
almiglardir. Toplama veya kiiltiir yoluyla tirettikleri bu bitkilerin esas etkili maddesini elde

etmislerdir [10].

Insan sagligini etkileyen ve halk ilact olarak kullanilan tibbi bitkiler yetistirilirken,
toplanirken, satilirken ve tiiketilirken bazi noktalara dikkat edilmesi gerekmektedir.
Ulkemizde bu bitkiler genellikle dzen gosterilmeden toplanmakta, satis ve kullanim
bilgisine sahip olmayan kisilerce satilmakta ve bilingsizce tiiketilmektedir. Boylece sagliga
yararli olan bitkiler bile insanlara zararli olabilmektedir. Istenilen dzellige sahip bitkisel
iiriinler icin devamli ve kaliteli tibbi bitki elde edilmesi gerekir. Bu nedenle tibbi bitkileri

yetistirme teknikleri, toplanildig1 yer ve toplama yontemleri dnemlidir [21].

Bitkilerin ila¢ amaclh kullanilmasi, tarihi donemlerde degiskenlikler gostermistir. Bitkisel
kokenli droglar, kimyasal donemin acilmasi ve ilerlemesiyle eski degerini kaybetmistir.
Fakat bu droglar farmakolojik tedavi ajanlart i¢in degerlidir. Son zamanlarda sentetik
ilaglarin yan etkileri artmis ve bdylece insanlar tekrardan dogal veya kiiltiirel ortamlarda

yetisen bitkilerle tedaviye yonelmistir. Yoresel halk ilaci olarak kullanilan bitkilerin



incelenmesi ve bu bitkiler iizerinde daha ileri aragtirmalarin yapilmasi tedavide 6nemli rol
oynamistir. Bu nedenle degisik bdlgelerde halk ilaci olarak birgok bitki aragtirilmis ve bu
bitkileri inceleyen etnofarmakognozi, etnobotanik, etnofarmakoloji gibi bilim dallar

olusturulmus ve gelistirilmistir. Bu alanlar, giinimiizde popiilerlik kazanmislardir [22].

Tarih Oncesi donemden baslayarak Mezopotamya, Eski Misir, Hitit, Yunan, Roma,
Selguklu ve Osmanli donemlerinde bitkisel ilaglar kullanilmistir. Bu uygarlik donemleri

aciklanmustir [24].

Tarih 6ncesi donem

Anadolu’da Yontma Tas Devri’nden beri (yaklasik M.O. 50.000 yillar1) insanlar yasamis
ve ¢esitli amaglarla bitkilerden yararlanmislardir [19, 23]. Giiniimiize kadar kesfedilmis en
eski bulgular M.O. 50.000 yillarina aittir. Bu bulgular, Anadolu ve Mezopotamya
topraklarindaki Fianidar Magarasi’nda bulunan Neanderthal iskeletleri ve ¢esitli bitkilere
ait polenlerdir. Fransa Chauvet Magarasi’nda ve baska magaralarda, yaklasik M.O. 30.000
yillarina dayanan, Paleolitik Cag donemi arkeolojik bulgular1 ve kalintilar1 arasinda
giiniimiizde de kullanilan bazi tibbi bitkilere ait fosil kalintilar bulunmustur. Yine
arkeolojik ¢aligmalar sonucunda M.O. 10.000 yilinda ilk tarimsal faaliyetlere dair
arkeobotanik kanitlar tespit edilmistir [24].

Mezopotamya donemi

Stiimer, Akad ve Asur uygarliklarini igerir. Bu uygarlik déneminde tedavi, rahip hekimler
tarafindan sihir ve ila¢ yardimiyla yapilmustir. Ilaglarin biiyiik bir kismu bitkisel droglarla
az bir kismi1 ise hayvansal ve mineral kokenli droglarla hazirlanmigtir. Bitkisel droglarin
bir kismu yerli kaynaklardan bir kismi ise diger iilkelerden karsilanmistir. Drog elde
edilmesi i¢in bitkileri belli zamanlarda toplanmasina ve golgede kurutulmasma onem
verilmistir. Mezopotamya’da bilinen bitkisel droglarin miktar1 yaklasik 250 civarindadir.
Bu doneme ait tabletlerdeki recetelerde; adamotu, banotu, ¢opleme, egir kokii, hardal,
hashas, kekik, kitre, mese mazisi, nane, nar kabugu, rezene, safran, terementi, yarpuz gibi

bitkisel droglar kullanilmistir [19].



Misir dénemi

Ondokuzuncu yiizyilin ortalarinda Eski Misir donemine ait tibbi papiriislarin bulunmasi
Misir tibb1 ve ilaglar1 hakkindaki bilgileri ¢ok genisletmistir. ilaglar ve tedavi ile ilgili
papiriislerin en dnemlisi 1.0. 1550 yillarinda yazildig1 diisiiniilen Ebers papiriisiidiir. Bu
belge 1862 yilinda Alman Epigtologu G. Ebers tarafindan Teb’de EI Assassaif’in
mezarinda bir mumyanin bacaklar1 arasinda bulunmus ve 1875 yilinda yayinlanmistir. Bu
belge 110 sayfa ve 2289 satirdan olusmakta, 77 kadar bitkisel, hayvansal ve madensel drog
ve 800’den fazla regete tasimaktadir. Regetelerde en ¢ok ismi gegen bitkisel droglar; aci
marul, adasogani, ardic meyvesi, banotu, centiyane, ¢igdem, hardal, hintyag, incir, keten
tohumu, kisnis, miirver, nar kabugu, pelinotu, safran, sakiz, sarisabir, sogan, tar¢in,

terementi, tiztimdiir [19].

Hitit donemi

Hititler, 1.0. 1500 yillarinda Orta Anadolu’ya yerleserek bir uygarlik kurmuslardir. Hitit
tibb1 ve ilaglar1 hakkindaki bilgiler, Hitit devletinin bagsehri Bogazkdy (Hattusas) de
bulunmus olan tabletlere dayanmaktadir. Genel olarak Hitit tababetinin Mezopotamya
tababeti ile ayni oldugu diisliniilmektedir. Ancak Hititler bu tababete bazi1 katkilar

saglamislardir.

Hititler hastaligi, tanrilarin insanlart cezalandirmasi olarak kabul ettiklerinden dolayi,
tedavide sihir ve ilac1 beraber kullanmuslardir. Ilaglarin gogunu ise bitkisel droglar
olusturmustur. Tabletlerde ismi gecen bitkilerin karsiliklar1 henliz tam olarak
bilinmemektedir. Fakat Hititler doneminde kullanilan baglica bitkisel droglarin karsilig
tespit edilmistir. Hitit tabletlerinde kayith regetelerde; adamotu, aksirikotu, alig, arpa,
badem, bugday, banotu, defne, disotu, hardal, hashas, kayisi, k6knar, mazi, mersin,
meyankokii, safran, sarimsak, sedir, selvi, sogan, iizim, zeytin gibi Anadolu’da yetisen
bitkiler yaninda abanoz agaci, myrrha, mekke pelesengi, seytantersi gibi dis iilkelerden
getirilen droglar da bulunmustur. Hititler bitkisel droglar1 yabani bitkilerden elde ettikleri
gibi, bazilarmi elde etmek icin ekim yapmislar ve bunlardan bazilarimi (safran, hashas,

sogan, sarimsak vs.) da dis tilkelere satmislardir [19].



Yunan dénemi

Akdeniz’in dogu kiyilar1 ve Adalar’da olugsmus bir uygarliktir. Yunanlar, Mezopotamya ve
Eski Misir ile yakin iligkileri bulundugundan dolay1 bu uygarliklardan etkilenmistir. Eski
Yunan hekimleri, filozoflar1 ve birgok bilim adamlar: bitkisel tedaviye dnem vermis hatta
hekimler ameliyatlarda bitkisel droglar1 kullanmiglardir. Bu dénemde tedavi ve bitkisel
droglar hakkinda ¢ok &nemli eserler yazilmistir. Yiizlerce yil bu eserler islam ve Avrupa

tababetini etkilemistir [19]. Tibbi bitkiler ile ilgili en 6nemli kisi ve eserler sunlardir:

Hippocrate (1.0. 460-377)

Istanbul Adasi’nda dogmus ve yasamis, Teselya’daki Larissa kasabasinda 6lmiis olan iinlii
bir Yunan hekimidir. Hekimligin babasi olarak kabul edilir. Hekimlik ve saglikla ilgili
bir¢ok dillere ¢evrilmis 150 kadar eseri bulunmaktadir. Hipokrat’in eserlerinde bulunan
droglarin  miktar1 400 kadardir. Bunlarin c¢ogunu ise bitkisel kokenli droglar
olusturmaktadir. Hipokrat, tedavide perhize ¢ok onem vermis, hafif ve kuvvetli miishilleri
kullanmistir. Kuvvetli miishil olarak; ¢opleme, ebucehil karpuzu, hintyagi, mahmude; hafif
miishil olarak ise; defne, kavun, lahana ve siitlegeni daha sik kullanmustir. Idrar arttirict
olarak karpuz, kavun, pirasa, rezene, salatalik, sarimsak, sogan; uyutucu olarak adamotu,
afyon veya banotu tohumu, hashas; bogaz hastaliklarinda ise kekik, kereviz, nane gibi
bitkilerden hazirlanan gargaralari, ¢ibanlar1 olgunlagtirarak agriyr dindirmek igin
merhemler veya kokulu bitkiler (akzambak c¢icegi, giil c¢ice8i, mersin yapragl)

yumusatilmistir. Bunlarin yaninda kusturucu droglardan da yararlanilmigtir [19].

Theophraste (Tyrtamos 1.O. 370-287)

Egrelti otunun etkilerini bildiren ilk hekim olarak kabul edilir. Botanigin babasi olarak
bilinen hekim; Midilli adasinda dogmus, Eresos kasabasinda yasamis ve Atina’da
Olmiistiir. Yaklasik 240 kadar eser yazmis olmasina ragmen bunlardan bir kismi gliniimiize
kadar gelebilmistir. Botanik ile ilgili iki eseri vardir. Bunlardan birincisi, ‘Bitkiler
Hakkinda incelemeler’ isimli 9 kitaptan olusmus bir eserdir. Bu eserde bir¢ok bitki tiiriiniin
tarifini bulundurmustur. ikincisi ise, ’Bitkilerin Sebepleri’ isimli 6 Kitaptan olusan bir

eserdir. Burada da 6zellikle cinsler arasindaki farklar incelenmistir [19].



Roma ve Bizans donemi

Roma ve Bizans uygarliklar1 doneminde, ilaglara ve hastaliklar1 iyilestirmeye pek 6nem
verilmedigi goriliir. Bunun nedeni de kiliselerin kaderci iyilesmeyi kabul etmeleri ve
Tanrinin isine karismamak felsefesinin oldugunu diistinmeleridir [25]. Hastalik ve 6lim
genellikle Tanr1 tarafindan gelir, ‘Allah yapacagini bilir’ olarak kabul edilirdi. Allah
istedigi i¢in oliim gelmis demekti. Kul, buna karsi gelme cesaretini gosteremezdi [19].
Buna gore Romalilar hastaligin Tanri tarafindan insanlara ceza olarak verildigini
diistintirler. Hiristiyan din gorevlilerinin saglik hizmetleri vermeye baslamasiyla,
manastirlar tibbi biginin merkezi haline gelmeye baslamislardir. Boylece genel
rahatsizliklarin basit tedavileri i¢in gerekli malzemeleri saglayarak halk tababeti koylerde
ve kirsalda kendini gelistirmeye devam etmistir. Bu donemde Romal1 bilgin Plinius (M.S.
24-79) ‘Tabiat Tarihi’ baslikli birkag ciltlik tibbi bilgiler ansiklopedisini olusturmustur.
Miladi birinci asirda Yunan asilli Romali bilgin Diocorides ‘Miidavi Ilaglar’ kitabinda
600’den fazla tibbi bitki hakkinda etrafli bilgiler vermistir. O donemin meshur doktor ve
eczacist Klavdi Galen (M.S. 131-201) bitkisel kokenli ilag formiilleri elde etmis, bu
formiiller giinlimiize kadar ulasmistir. Galen; hastaliga neden olan viicut dengesizliklerini
gidermek i¢in karmasik ila¢ karigimlarimin bitki, hayvan ve mineral bilesimlerini iceren
dozlariyla dogrudan miidahaleye inanmis ve ¢aligsmalarini bu yonde yapmistir. Diocorides,
Neron ve Vespasien’in ordularinda hekim olarak Anadolu ve Dogu {ilkelerini gezmis, tibbi
bitkilerle ilgilenmis ve elde ettigi bilgileri ‘De Materia Medica’ (Ilaglar Bilgisi) adl
eserinde yaymlamistir. Bu eserin M.S. 312°de Bizans Imparatoru Anicus’un kizi prenses
Juliana icin hazirlandig1 bilinmektedir. Galen doneminden sonra Roma’da tababet
gerilemeye baslamig ve tedaviye sihir ve sarlatanligin hakim oldugu kabul edilir. Bundan
dolay1 bu zamandan Islam Uygarligi’na kadar gecen siire tip i¢in karanlik bir ¢ag olarak
bilinir. Bu donemde bitkilerle tedavi manastirlara diismiis ve rahipler tarafindan eldeki

eserlerin niishalari ¢ogaltilarak saklanmustir [19, 25].

Islam dénemi

Islam uygarlig1 doneminde, islam hekimleri temelde Yunan ve Hint tiplarinin bilgilerinden
faydalanmis ve 6zellikle bitkilerle tedaviye ¢ok dnem vermislerdir. Hem ceviriler yaparak
eski bilgileri yenilemis ve hem de kendi buluslariyla ¢agin tibbina 6nemli hizmetler

vermislerdir. Islam bitki uzmanlar1 tibbi bitkilerden hangisinin zehirli ve hangisinin



zehirsiz oldugunu ayirt etmek i¢in hayvanlardan istifade etmiglerdir. Onlar iizerinde
deneyler yaparak ilk arastirmalarin temelini atmislardir. islam iilkelerinde ikinci yiizyilda
Tip mektepleri agilmus, iigiincii yiizyilda ise ilimler Akademisi kurulmaya baslanmistir.
Biruni’den Ibn-i Sina’ya, Ibn-i Sina’dan Ibn-i Baytar’a, Emir Celebi’den Davudi’ye ve
giiniimiize kadar hizmet veren hekimlere kadar, gelmis gegmis her bilge kisi kendilerinden
onceki hekimlerin deneyimlerini daha da gelistirmistir. Bilgin kisilerin kendi deneyimlerini
de ekleyerek olusturulan birikim, asirlar boyunca nesilden nesile aktarilarak biiytik kiiltiir
mirasimiz1 olusturmustur [25]. Islam déneminde tibbi bitkiler ile ilgili en énemli kisi ve

eserler sunlardir:

Ebu Reyhan Biruni (973-1051)

Hive (Turkmenistan)’de dogup Gazne (Afganistan)’da Olmiis olan bir tibbi ilimler
bilginidir. Uzun siire Afganistan’da yasamis ve Gazneli Mahmut’un Hindistan’1 ele
gecirmesinden sonra Hindistan’a gitmis ve Hint ilmi ile geleneklerini incelemistir. 100°den
fazla eseri bulunmaktadir. Konumuz ile ilgili olan ‘Kitab al-Sayda’da fi al-Tib’ (Tip
miifredatt hakkinda kitap) Biruni tarafindan hayatinin sonlarina dogru tamamlanmistir.
Biruni’nin bu kitabinda; eczacilik, droglar ve droglarin ¢esitli dillerdeki isimleri hakkinda
bilgiler yer almaktadir. Ayrica kitapta 1048 ilag bitkisi hakkinda bilgi verilmis ve 200
kadar bitkisel drog kaydedilmistir. Bunlar arasinda karabiber, mahlep, mese mazisi,
ogulotu, sinameki, siisen kokii gibi bugiin de Tiirkiye’ de kullanilan droglar bulunmaktadir
[19].

Ibni Sina, Ebu Ali (980-1037)

Buharal1 biiyiik bir lim, filozof ve hekimdir. Tiirk diinyas:1 limleri icerisinde 6nemli yeri
vardir. Tibbi bitkiler ile ilgili en 6nemli eserleri ‘Sifa’ ve ‘Kanun Fit Tib’dir. Sifa isimli
eseri 18 kitaptan olusmus fakat dilimize ¢evrilmemistir. Kanun Fit Tip isimli eseri ise, her
biri ayr1 béliimlere ayrilmis olan bes kitaptan olusur. Ikinci kitap basit ilaglar (droglar) ile
ilgilidir. T1ibbi bitkiler bakimindan 6nemli olan ikinci kitapta 785 kadar bitkisel, hayvansal
ve madensel drogun tarifi tibbi kullaniglar1 verilmistir. Bu kitapta yazili droglarin
¢ogunlugu Dioscorides ve Galenus’da bulunan droglardir. Bununla birlikte ibni Sina, Arap
ve Hint kokenli droglar1 da alarak kitabindaki drog listesini zenginlestirmistir. Bunlar,

kuvvetli kokulu ve baharli droglardir. Kanun Fit Tip isimli eserde, ismi ¢ok gecen droglar
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sunlardir: Afyon, banotu, demirhindi, kafur, karabiber, kargabiiken, kebabiye, kenevir,

kurtbogan, mahmude, ravent, sakiz, sarisabir, siglayagi, tar¢in [19].

Selcuklu dénemi

Selguklu doneminde (1071-1308) insan sagligina biiyiikk 6nem verilmis, tam bir donanima
sahip saglik tesisleri (bimaristan, maristan, dariil’afiye veya dariissifa) kurulmustur.
Kayseri’de kurulan ‘Gevher Nesibe Sultan Sifaiyesi’ ve Sel¢uklu ordularinda kullanilan
‘seyyar hastane sistemi’ 6rnek olarak gosterilebilir. Bu donemde bitkilerle ilgili yazilan en
onemli eser, Yakup bin Ishak El-Kindi tarafindan yazilmis olan ugucu yag tastyan droglar

ve ugucu yaglar hakkindaki kitaptir [19].

Osmanli donemi

Osmanli dénemi tababeti, genellikle Selguklu ve Islam tababetinin bir devamidir. Bu
dénemdeki en onemli kaynak, ibn-i Baytar’m ‘Kitap al-Cami al Miifradat al-Adviye el
Agdiye’ isimli eserin Tiirk¢ce cevirisidir. Osmanlilar, Anadolu’ya yerlestikten sonra
Selcuklulardan kalma biitiin tedavi kurumlar1 ve vakiflar1 muhafaza etmis, kiilliyeler
kurarak hizmetlerin devamini saglamistir. Fatih doneminde yaptirilan medreseler ve ilme
verilen 6nemden faydali bitkilerde yararlanmistir. Unlii hoca Aksemsettin’in tibbi bilgilerle
ilgilendigi kayithdir. Bu dénemde, Geredeli Ishak bin Murat’in 792 (1389-90) tarihli
‘Edviye-1 Miifrede’ adl1 Tiirkge kitabu ilgi ¢cekmistir. Bu kitap, sade bir Tiirkgeyle yazilmis
ve alfabetik siraya gore dizilmistir. Bu kitapta her drogun 6zelligi, hangi hastaliklara iyi
geldigi, zararlari ve zararlarinin giderilmesi yontemleri hakkinda bilgi verilmistir. XV.
yiizyilin ilk yarisinda Amasya Dariisifasi’nda bashekim olarak ¢alismis olan Serefeddin bin
Ilyas Sabuncuoglu, Zaire-i Harzemsahi’den cevirdigi ve iki boliim ilave ettigi ‘Akredin’
isimli eserinde Anadolu’da kullanilan droglar hakkinda etrafli bilgi vermektedir. Yine bu
donemde Amasya’da yasamis olan Amirdovlat’in 1482 yilinda tamamlanan ‘Tibbi
Maddeler Sozligii’ bu donemde Anadolu’da kullanilan droglar1 Acemce, Arapga,
Ermenice, Yunanca ve Tiirkge isimlerini vermesi bakimindan 6nemlidir. XVII. yiizyilda
bitkilerle ilgili en 6nemli eser Sultan Murad IV bashekimi Emir Celebi nin ‘Emmuzeciit-
tib> (Tibbin Ornegi) adli kitabidir. Sultan Mehmet IV ve Siileyman |l donemlerinde
bashekimlik yapmis olan Hayatizade Mustafa Fevzi Efendi’nin ‘Haza Fihrist-i Risalei
Fevziye fi Lugat-1 Mefredati et Tibbiye’ isimli kitabi 6nemli eserlerdendir. Bu kitap,
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giiniimiiz Tirk¢esine cevrilmistir. Sah Siileyman (1666-1694) adina Mehmet Miimiin
Hiiseyni Tankubuni, Farsca ‘Tuhfet-iill Miimiinin> adli eser yazmistir. Degisik
kaynaklardan derlenerek hazirlanan bu eser, Osmanli hekimleri arasinda ¢ok biiyiik ilgi
gormiistiir. Mehmet bin Ali (1690-91) yillarinda tamamlanan ‘Terceme-i Cedide fil
Havassiil Miifrede’ (Nebati ilaglarla Tedavi) adl kitap, Salih bin Nasrullah bin Sallum’un
hazirladigi “At tibb al Cediid al-Kimya’ Alladi’htara-ahii Barakalsiis” (Paraselsiis
tarafindan bulunan tibbi kimyaya dair kitap) eser bu donemde kullanilmigtir. Bursali hekim
Ali Miinsi (6limi 1733) ‘Bidat al-Miiptedi’, ‘Kruzat al Kimya’ ve ‘Karabadin tercimesi’
eserlerinde droglar hakkinda bilgi vermektedir. Yine Sani Zade Mehmet Ataullah ‘Miyar
al-Etibba’ adl1 eseri ve Evliya Celebi’nin (1611-1681) Seyahatname adli eseri Anadolu’da
kullanilan droglarin kullanimini anlatmaktadir. Tibbi bitkileri konu alan dersler, 1I.
Mahmud’un 6grenime actigi Galatasaray Askeri Tip Okulu doneminden beri tip ve
eczacilik dgretim programlarinda bulunmaktadir. 1909 yilinda Istanbul Tip Fakiiltesi’ne
bagli olarak kurulan Eczaci Mektebi dgretim programina ‘Farmakognozi® dersi konmustur.
Orta Cag takip eden ylizyillarda faydali bitkilerin 6nemi, on besinci yiizyilda matbaanin
icadiyla yiizlerce faydali bitki kitabinin basilmasiyla devam etmistir. Theophrastus’un
‘Bitkilerin Tarihi’ adli kitabini, Dioscorides’in ‘De Meteria Medica’ adli eseri takip
etmistir. Avrupa tip alani, Amerika’nin kesfinden sonra, yeni birtakim bitkilerin ilavesiyle
zenginlesmistir. Bunlar; ginseng, kakao agaci, kinin agaci, koka v.b. gibi bitkilerdir. Bu
dénemde yazilan Ingilizce kitaplar ¢ok ciddi bir okuyucu kitlesine ulagsmustir. Grete
Herbal’in ‘Biiylik Sifali Bitkiler’, John Gerard’in ‘Sifali Bitkiler’ veya ‘Bitkilerin Genel
Tarihi’ (The Herbal or Genaral Historie of Plantes) ve Nicholes Culpeper’in ‘Genisletilmis
Ingiliz Hekimligi’ (The English Physicion Enlarge) adli kitaplar biiyiik ilgi gérmiistiir
[25].

Bitkilerin kullanimlar1 ile ilgili ilk yazili metinler arasinda M.O. 3.500-3.000 yillari
civarinda Stimerler’in ¢ivi yazisiyla kil tabletlere isledikleri tarimsal ve tibbi recete
bilgileri yer almistir. Geleneksel Cin tebabetinin k& kenlerinin dayandigi iddia edilen,
M.O. 3.000-2.700 yillarinda yasamis efsanevi Cin imparatoru Shennong’a ait tibbi bitki ve
tarrmi ile ilgili bilgiler daha sonraki yiiz yillarda yazilip giiniimiize getirilmistir. M.O.
1.700°1i yillarda Babil krali Hammurabi, i¢inde tibbi ve aromatik bitkiler ve saglikla ilgili
kanunlarin da (kodeks) bulundugu bir yazit1 biiyiik bir anit tasa isleterek sonsuzlagtirmigtir.
Yaklasik M.O. 1.500 yillarinda yazildig1 diisiiniilen ve en az 1.000-1.500 yil &ncesinin

bilgilerini igerdigi diisiinlilen Ebers papiriisleri ise, gliniimiize ulasan tibbi ve aromatik
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bitkiler ile ilgili en eski ve onemli yazili kaynaklardandir. Ayni sekilde Hindistanda,
binlerce yillik tibbi ve aromatik bitki kullanimlariyla ilgili geleneklere dayali ve Ayurveda
ogretisini iceren CharakaSamhita ve SushrutaSamhita adli eserlerin yaklasik M.O. 100
yillarinda yazilmasina karsilik kokeninin M.O. 2.000 yilina dayandig1 tahmin edilmektedir.
Helenistik dénemde, hekimligin de piri olarak kabul edilen Hipokrat (M.0O. 460-377) tibbi
bitkiler ile ilgili bilgiler ve yazili eserler birakmustir. Aristoteles (M.O. 384-322) ve
ogrencisi Theophrastus (M.O. 370-287)’un giiniimiizdeki bitki sistematigine &nemli

katkilar1 olmus, bitkilerin siniflandirilmast ile ilgili gok sayida eser yazmislardir [26].

Yazili metinlerin olugmasiyla 5.000 yil 6nceden baslayan ozellikle kekik, defne, kimyon
gibi bitkiler ile ilgili bilgiler diizenlenmistir. M.O. 2700 yil dnce, bilinen ilk sifali bitkiler
kitabryla 356 sifali bitki ve bu bitkilerin kullanimi belirtilmistir. M.O. 1000 yillarinda
Misirlilar; sarimsak, afyon, hint yagi, nane, kisnis, ¢ivit ve diger sifali bitkileri ilag, besin
ve boya maddesi olarak kullanmiglardir. Eski Yunanlilar ve Romalilar; bitkileri ilag, besin
katkisi, giizellik malzemesi, boya ve oda kokusu olarak degisik yontemlerde
kullanmiglardir. Bu donemde yazili kayitlarin en Onemlisini, Hipokrat ve Galen’in el
yazmalart olusturmustur. Hipokrat, o zamanki kayitlarinda insanin hayat giicliniin
saglanmasi i¢in; taze hava, dinlenme ve saglikli beslenmenin yaninda birkag tiir uygun
sifali bitki ilacim1 Onermistir. Galen ise, hastaliga neden olan viicut dengesizliklerini
ortadan kaldirmak i¢in; bitki, hayvan ve mineral bilesimlerinden olusan bir karigimin
biiyiik oranda uygulanmasini savunmustur. Sifali bitkiciler ve botanikgiler tarafindan M.O.
4. yiizyilda “Theophrastus’un Bitkilerin Tarihi” isimli Yunanca yaziti, botanik biliminin

kaynagi olarak kabul edilmistir [27].

2.3. Bitkilerde Bulunan ve Biyolojik Aktivite Gosteren Bilesikler

Bitkilerde bulunan ve akivite gosteren bazi bilesikler; fenolik bilesikler, u¢ucu yaglar,

alkaloidler, terpenler ve terpenoidlerdir [28].
2.3.1. Fenolik bilesikler
Fenolik bilesikler, dogal antioksidanlarin en Onemli gruplarini olustururlar. Bunlar

bitkilerin tiim kisimlarinda goriilen polifenolik bilesenlerdir. En yaygin bitkisel fenolik

antioksidanlar; flavonoidler, innamik asit tiirevleri, kumarinler, tokoferoller ve fenolik
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asitlerdir. Fenoliklerin yapis1 bitkilere giinesten gelen ultraviyole 1sinlarin1 emme 6zelligi
gosterir. Bu bilesikler; bitkileri genetik hasardan, besinlerde bulunan kolaylikla
oksitlenebilen maddeleri ise oksidasyondan korur. Bu nedenle uzun yillardir besinlerin
koku ve tat gibi 6zelliklerini arttirmak i¢in baharat ve aromatik bitkilerin kullanimi giderek

onem kazanmaktadir [10, 29].

Fenolik bilesikler, besinsel ve antioksidan 6zelliklere sahiptir. Lezzet, burukluk, renk gibi
birden fazla duyusal gida 6zelliklerini etkilerler. Bitki kokenli birgok gida tirlintiniin tadina
ve aromasina katkida bulunurlar. Bu tiir bilesiklerin aromaya olan katkisi, baslica ugucu
fenollerin varligiyla anlasilir [30]. Fenolikler reaktif oksijen tiirlerinin elektron verme
ozelliklerine gore siipiiriicii etki gosterir. Bu bilesiklerin antioksidan etkinlikleri; hidroksil
gruplarinin sayisina, bulundugu yere ve farkli sistemlerdeki kararliliklarima baghdir.
Birgok in vitro galismaya gore; fenolik bilesiklerin vitaminler ve karotenoidlerden daha

yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir [31].

Bitkisel materyallerde bulunan polifenolik bilesenler, flavonoidler ve fenolik asitler olmak
tizere iki gruba ayrilirlar (Sekil 2.1) [32]:

Polifenoller
¥
¥ k4
Flavonoidler Fenolik Asitler
Hidroksi-
v - p| sinnamik
izoflavonoidler Flavanonler Flavonlar H.Elﬂl.‘_,l'
. . - Ferulik
Genistein Hesperetin Erizin -
asit
¥ ¥ ¥
Flavonoller Flavanoller Antosiyanidinler Hidroksi
Eersetin, Kategin Sivanidin, delfinidin _benzoik
kamferol »  asitler
Gallik
asit

Sekil 2.1. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi [33]
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Flavonoidler

Fenolik bilesikler arasinda yer alan flavonoidler, dogal gida pigmentleridir. Bu
flavonoidler, sebze iiriinlerinin rengini etkilerler [30]. Polifenollerin ¢esitlilik gosteren ve
en yaygin olan grubu karbon (C) iskeletinin (Cg-C3-Cg) tlizerine kurulmuslardir [31].
Ozellikle Compositae, Umbelliferae, Polygonaceae, Rutaceae, Fabaceae gibi
familyalarda; sari, kirmizi, mavi renkli pigmentler olarak yaygindir. Genellikle yaprak,
cicek ve tomurcuklarda bulunur. Ayrica flavonoidler bitkide oksidasyon-rediiksiyon

olaylarma katilir ve biiytimede gorev alir [34, 35].

Karbon iskeleti C¢-C3-Cg seklinde olan flavonoidlerin ana iskeletinde 15 karbon bulunur ve
2-fenil benzopiran yapisindadirlar. Flavon yapilarindaki aromatik halkalar A ve B,
heterohalka ise C harfi ile gosterilir. A ve C halkalarindaki (benzopiran gekirdeginde)
karbon atomlari, oksijen atomundan baslayarak, B halkasindaki atomlar ise (‘) rakamlarla
numaralandirilir (Sekil 2.2) [36].

B --n- Q= =s====

Simmamnoal

smannn O

Sekil 2.2. Flavonoidlerin Benzoil (A) ve Sinnamoil (B) halkasi [36]

Flavonoidler, hidroksillenmis fenil bilesenleri icermelerinden ve Cg-Cjs iinitelerine bagh
olarak aromatik halka seklinde olmalarindan dolay1 bitkilerde olusan mikrobiyal aktiviteye
cevap verirler. Ayrica bu bilesiklerin in vitro sartlarda mikroorganizmalara karsi etki

gosterdigi, cok sayida viriis tiiriine karsi da etkili oldugu tespit edilmistir [37].
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Bilinen 5000’in iizerinde flavonoid vardir. Bunlar genellikle flavonlar, flavonollar,
flavononlar, izoflavonlar ve antosiyanidin olmak {izere alt siniflara ayrilmaktadir [31, 38].

Flavonoidlerin bu alt siniflarinin iskelet yapilar1 Sekil 2.3’te gosterilmistir.

G ‘
I | ‘ O
oH
O
Flarrom
‘ O
oH
]
Flavonon
+
O
C “\"\u‘_
iy ani

(]
Flavonol

Aot

Sekil 2.3. Flavonoidlerin alt siniflarinin iskelet yapilart [39]

Fenolik asitler

Fenolik asitler, kimyasal agidan Cs-C; fenilmetan yapisinda olan hidroksibenzoik asitler ve
Cs-C3 fenilpropan yapisinda olan hidroksisinamik asitler olmak {izere iki sekilde
gruplandirilir. Hidroksibenzoik asit tiirevlerine; p-hidroksibenzoik asit, pirokate suik asit,
vanilik asit, siringik asit ve gallik asit ornek olarak verilebilir. Hidroksisinamik asit
tirevlerine ise; p-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit ve sinapik asit 6rnek olarak

verilebilir (Sekil 2.4) [40, 41].
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R1 R1
nz—@—comﬁ HQAQ—CH-GH —COOH
R3 (a) R3 (b)

Asit Rl |R2] R3 Asit Bl B2 B3
p-Hidroksibenzoik | H |OH| H |p-Kumarik | H [OH | H
Pirokate suik H OH| OH | Kafeik H OH | OH
Vanilik CH,O [oH| H |Femlik CH,0|OH | H
Siringik CH,0 OH CH,O| sinapik CH,O| oH CH,0
Galhk OH OH] OH

Sekil 2.4. Fenolik asitlerin genel yapisi: a) Benzoik asit tiirevleri b) Sinamik asit tiirevleri
[42]

Insanlarin giinliik diyetinde yer alan fenolik bilesiklerin ana kaynagin1 meyveler, sebzeler
ve ¢ay gibi igecekler olusturur [43]. Baslica fenolik asit bulunduran meyve ve sebzelere;
kiraz, visne, elma, ¢ilek, frambuaz, portakal, domates, havug, brokoli, kepekli tahillar ve

findik, ceviz gibi kabuklu yemisler 6rnek olarak verilebilir [44].

Flavonoidler ile fenolik asitler, askorbat (C vitamini) ve tokoferol (E vitamini) gibi
antioksidanlarla da birlikte galisabilirler. Bu bilesikler, bu vitaminler iizerinde az da olsa
etkilidir [45].

2.3.2. Ucucu yaglar

Ugucu yaglar, su ile karismayan maddelerdir. Bu maddeler; oda sicakliginda sivi halde
olan kokulu ve yagimsi karigimlardir. Su buhar ile siiriiklenebilen ugucu 6zellikleri vardir.
Eter, etanol, petrol eteri, benzen gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilirler [46]. Bu nedenle
ucucu yag elde edilirken su buhar1 distilasyonu veya organik ¢oziiciiler ile ayristirma
yontemleri kullanilir. Bazi bitkilerin karakteristik kokulari, ugucu yaglara sahip
olmalarindan gelir. Ucgucu yaglar acikta birakilirsa, oda sicakliginda bile olsa
buharlasabildigi i¢in bu maddelere ugucu yag ya da eterik yag; ugucu yaglarin ¢ok az bir

kismi1 harig, hepsi giizel kokulu olduklar1 i¢in bu maddelere esans adi1 da verilir [47].
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Ugucu yaglar genel olarak renksiz veya acik sar1 rengindedir. Fakat yesilden maviye
(papatya yag1) ya da saridan kahverengiye (karanfil yagi) kadar degisik renge sahip olanlar
da vardir. A¢ik renkli olan ugucu yaglar, uzun siire agikta birakildiklar1 zaman renkleri

koyulasir [48].

Ugucu yaglar goriiniis olarak sabit yaglara benzerler. Fakat énemli farkliliklar1 vardir.
Sabit yaglarin yapilarinda yag asitleri ve gliserol varken, ugucu yaglarin yapilarinda yag
asitleri ve gliserol yoktur. Bundan dolayr acilasmazlar. Ancak, 1sik ve havayla uzun siire
temas ettikleri zaman, zamanla oksitlenip reginelestikleri i¢in; rengi koyu kaplarda,
karanlik ve serin ortamlarda saklanmalari gerekir. Ugucu yaglar su buhart ile
stiriiklenirken, sabit yaglar su buhari ile siiriklenmezler [10]. Sulu etanolde ¢dziinebilme
ozelligi, bu yaglar1 sabit yaglardan ayiran bir diger ozelliktir [47]. Ugucu yaglar sabit
yaglardan ayiran diger bir ozelligi de, agikta birakilan ugucu yaglar buharlasirlar ve

buharlastiktan sonra da leke birakmazlar [10].

Ucucu yaglar bitkilerde c¢ok yaygindir. Bitkilerin bir organmnin belirli dokularinda
bulunabildigi gibi tiim organlarinda da (¢igek ve meyve, yaprak, kabuk, meyve sapi,
odunsu doku gibi kisimlarinda) bulunabilir. Dogada yetisen bitki familyalarinin yaklasik
1/3’1 ugucu yag igerir. Ugucu yaglar, bitkilerin bagli bulundugu familyalara gore de; salgi
kanallarinda, salgi tiiylinde, salgi hiicrelerinde veya salgi ceplerinde bulunabilir [47, 49].
Ucucu yag iceren bu bitki familyalar1 Apiaceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Rosaceae,
Rutaceae, Iridaceae ve Asteraceae’dir. Apiaceae familyasinin ise meyvelerinde sadece
perikarpta ugucu yaglarin oldugu tespit edilmistir [50]. Gymnospermae’deki bazi
familyalara (Pinaceae ve Cupressaceae gibi) ait bitkilerde ugucu yag, recineyle birlikte
bulunur. Bitkiden elde edilen regine-ugucu yag karigimi, su buhari distilasyonuyla

karisimdan ayrilir [51].

Son yillarda antibiyotik direncli enfeksiyonlarda artis goriilmektedir. Bu nedenle bu
enfeksiyonlarla miicadelede yeni ilaglarin arastirilmasina yonelik ¢alismalar yapilmaktadir.
Bu acidan, bitki ugucu yaglart c¢ok Onemlidir ve bir¢cok arastirmaci tarafindan
antimikrobiyal ajanlar olarak adlandirilir. Boylece ugucu yaglar; ¢ig ve islenmis gidalarin
korunmasinda, modern ilaglarda katki maddesi ve dogal tedavilerde antimikrobiyal ajan
olarak kullanilmaya baslanmistir [52]. Ugucu yaglarin en onemli belirtilen 6zelligi,

antimikrobiyal olmalaridir. Bunun yaninda uguculuk, hidrofobik ve solunum sisteminde
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etki gosteren 0zel kokulara sahip olma 6zellikleri, onlarin biyolojik olarak aktif oldugunu
gosterir. Bu ozelliklerin ortaya cikarildigr testlerin belli bir standarti olmadigi i¢in, bu
testler uygun laboratuvar ortaminda yapilir. En ¢ok kullanilan teknikler, agar difiizyon ve
broth-diliisyon yontemleridir [53]. Bu metotlar disinda son yillarda kullanilan diger bir
yontem de, disk difiizyon metodudur. Bu metotla da, ugucu yaglarin inhibisyon zon ¢aplari
belirlenir [54].

2.3.3. Alkaloidler

Alkaloidler; yapilarinda bir ya da birden fazla nitrojen atomu bulunduran, bazik 6zellikli,
genellikle renksiz, kokusuz, normal 1sida sivi olan koniin ile nikotin disinda, kristalize
bilesiklerdir [55, 56]. Alkaloid molekiilleri genellikle halka benzeri zincirler olustururlar
[57]. Diistik dozlarda bile ¢ok kuvvetli etki gosterdiklerinden dolay1 tedavi alaninda birgok
alkaloid (morphin, kodein, kafein, atropin, kokain vb.) kullanilmaktadir [58]. Alkaloidler;
bitkinin kok, kabuk, meyve, yaprak gibi kisimlarinda birikmistir. Ozellikle baz1 inorganik
asitlerin (H,SO4, H3PO,) veya organik asitlerin (laktik asit, malik asit) tuzlari halinde ya da

akonitik asit, mekanik asit gibi 6zel asitlerin ig¢erisinde bulunabilir [37].

Yiiksek bitki familyalarmin % 20’sini alkaloidlerin olusturdugu disiiniilmektedir [57].
Alkaloit igerigi acisindan zengin bitki tiirleri Compositae, Leguminose, Papaveraceae,
Ranunculaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Berberidaceae, Apocynaceae, Solanaceae
Amaryllidaceae ve Fumariaceae familyalarinda bulunur [10, 55]. Ayrica Buxaceae,
Gramineae, Liliaceae familyalarina ait tiirlerde bazi alkaloidler bulundurmaktadir [59].
Avrupa’da geleneksel ilag olarak Compositae familyasina ait Anthemis tinctoria, Solidago
virga-aurea, Tripleurospermum inodorum ve Matricaria chamomilla bitki tiirlerini kanser
ve kanserli iilser tedavisinde kullanmaktadirlar [60]. Alkaloidlerin Giardia ve Entemoeba
gibi protozoa tiirlerine kars1 aktif oldugu ¢esitli ¢alismalarla tespit edilmistir [37]. Ayrica
Boophone disticha (L.f) Herb. etanol oziitiinden elde edilen bufanidrin ve distikamin
alkaloidleri S. aureus, E. coli, K. pneumoniae ve B. subtilus’a kars1 genis spektrumlu
antimikrobiyal etkiye sahip olduklar1 belirtilmistir [61]. Berberin ve harman alkoloid
aktivitesi ise mikroorganizmanin DNA molekiiliine interkalasyonu ile ilgili oldugu

anlasilmistir [37].
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2.3.4. Terpenler ve terpenoidler

Terpenler dogal iiriinlerin en biiylik sinifin1 olusturur [62]. Bu bilesikler genellikle uzun
bitkilerin her bolgesinde (kok, goévde, yaprak, ¢igek, tohum gibi), yosunlarda, yabani
otlarda, alglerde ve likenlerde, hatta mikrobiyal orjinli baz1 bdceklerde bile bulunur. Ilk
caglardan beri, sinifin ugucu yag veya ekstre gibi bilesikleri; aroma igerigi, koruyucu,

parfiim, ilag, sabun ve uyusturucu ilag olarak kullanilmaktadir [63].

Sadece hidrokarbon igeren terpenler oldugu gibi, oksijen igeren yani alkol, keton, aldehit
ve asit grubu tasiyan terpenler de ¢ok yaygindir. Oksijen ihtiva eden terpenler, terpenoidler
olarak da adlandirilirlar. Giiniimiizde hem agik zincirli hem de halkali yapida olan ¢esitli
fonksiyonel gruplara sahip 20.000’den fazla terpen yapisi bilinmektedir. Terpenler bitki
dokularinda genellikle serbest olarak, bazilar1 glikozidleri ya da organik asit esterleri

halinde, bazen de proteinlerle birlesmis olarak bulunurlar [64].
Terpenoidler izopren birimlerinin sayisina gore smiflandirilirlar (Cizelge 2.1). Ruzicka
tarafindan ortaya atilmis olan Izopren Kurali’na gére, biitiin terpenik bilesiklerin karbon

iskeletleri izopren birimlerinin iki ya da daha fazlasinin birlesmesiyle olusmustur [65].

Cizelge 2.1. Terpenlerin siniflandirilmasi [65]

Karbon sayisi | Izopren sayis1 | Isim Bitkilerde bulundugu ver
3 1 Hemiterpenler Dis kisim; ugucu vag
10 2 Monoterpenler | Tag yvaprak; ugucu vag
15 3 Seskiterpenler Tac vaprak; recine, ucucu vag
20 4 Drterpenler Givde; regine, ugucu vag
25 3 Sesterterpenler | Géwvde; regine, ugucu vag
30 6 Triterpenler Govde, vaprak listii; regine
40 7 Tetraterpenler Biitiin vesil béliimler, kak,
(Karotenler) yaprak
45-. .. Poli Poliizopren Lateks, vaprak tistii
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2.4. Apiaceae (Umbelliferae) Familyasimin Genel Ozellikleri

Apiaceae familyasi, 16. yy. sonlarina dogru botanikgiler tarafindan taninan ilk ¢igekli bitki
ailesidir. Bu familya karakteristik ¢igek durumlari, meyveleri ve bazi tiyelerinin toksisitesi
nedeniyle en ¢ok bilinen familyalardan biridir [66]. Familya Umbelliferae ismini, tiim
cinslerinde tipik olan c¢iceklerinin semsiyeyi andiran goériiniimiinden almaktadir. ICBN
(International Code of Botanical Nomenclature) ’ye gore familya isimlendirmelerine

uygun olmasi i¢in Apiaceae olarak diizeltilmistir [67].

Apiaceae familyasi diinyada 464 cins ve 3100 tiir ile temsil edilir. Diinyada en fazla tiire
sahip Apiaceae cinsleri Bupleurum L. (185-195 tiir), Eryngium L. (250-260 tiir), Ferula L.
(180-185 tiir), Pimpinella L. (170-180 tiir), Heracleum L. (170-180 tiir), Seseli L. (125-
140 tiir)’dir [68, 69].

Ulkemizde Apiaceae familyast 109 cins ile Poaceae ve Asteraceae’den sonra iigiincii
sirada gelmektedir. Yurdumuzda Apiaceae familyasinda en fazla tiir igeren cinsler:
Bupleurum L. (21’1 endemik, 47 tiir), Ferulago W.Koch (17’si endemik, 31 tiir), Eryngium
L. (10’u endemik, 23 tiir), Pimpinella L. (3’ endemik, 23 tiir), Ferula L. (8’1 endemik, 17
tir), Tordylium L. (9’u endemik, 17 tiir), Heracleum L. (7’si endemik, 17 tiir),
Chaeropyllum L. (5’i endemik, 16 tiir), Peucedanum L. (3’endemik, 14 tiir), Prangos
Lindl. (5’i endemik, 13 tiir)’dur [12, 68, 70].

Apiaceae familyast iiyeleri diinyada ekonomik éneme sahip bitki gruplaridandir. Ozellikle
besin kaynagi olarak, sebze ve hayvan yemi olarak kullanilirlar. Park ve bahgelerde siis
bitkisi olarak kullanilan tiirleri de vardir. icerdikleri alkaloidler ve recineler sayesinde tipta

(6zellikle barsak rahatsizliklari) ve kozmetikte yaygin kullanim alanlarina sahiptirler [68].

Apiaceae familyasi basit veya bilesik umbella ¢icek durumu ve sizokarp meyveleriyle
cicekli bitkiler iginde en iyi taninan, zengin familyalardan birisidir. Bir, iki veya ¢ok yillik,
nadiren de yar1 ¢ali veya c¢alilardir. Bu familya tiyelerinin ¢ogu, ugucu yag bulundurur.
Genis yaprak kininin govdeyi sarmasi (okrea) familya igin tipik 6zelliktir. Bilesik umbella
durumunun ¢igekleri tasiyict yapraklari involukrum, kismi ¢icek durumu umbellulalarin
tastyic1 yapraklari involusel adi verilen yesil Ortiiler olusturur. Yapraklart almasli, palmat

veya pinnat, parcali ya da basit sekillidir. Gosterissiz ve kiiciik, beyaz, sar1 veya yesil
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renklerde ¢icekleri vardir. Cicekler basit veya bilesik umbellalarda veya basciklarda
bulunur. Cicekler erdisi veya tek eseyli (bazi cinsler tek evcikli) ve 1sinsal simetrilidir.
Kaliks kiiclik ve 5 dis seklinde, birlesiktir. Bazen de yoktur. Korolla serbest, uclar1 kivrik 5
petallidir. Andrekeum tek daireli olup, uzun filamentli 5 stamenden ibarettir. Ovaryum alt
durumlu, 2 karpelli, sinkarp, 2 gozlidiir ve her gozde sarkik tek tohum taslagi bulunur.
Stiluslar tabanda ovaryumun iist kismini gevreleyen diskus (Nektaryum) adi verilen bir
organ meydana getirmistir. Meyve tipi, olgunlukta her biri tek tohum tagiyan 2 merikarpa
ayrilan sizokarptir. Merikarplar birbirine ince bir sap ile (karpofor) baglidir ve her birinin
sirt kisminda kosta denilen 5 ¢ikinti bulunur. Bu ¢ikintilarin arasinda kalan girintilerde
birer recine kanali uzanmaktadir. Cinslere gore farkli olmak iizere merikarp ¢ikintilarinin
arasinda sekonder ¢ikintilar da vardir. Bu sekonder cikintilar, re¢ine kanallarinin iizerinde
bulunur. Cikint1 sayis1 ve ¢ikintilarin iizerinde kiiciik ¢ikintilarin sekilleri degisiktir (Sekil
2.5). Apiaceae familyasimin birgok tiirlerinin meyvelerinde, yesil kisim veya koklerinde
ucucu yaglar bulundugundan gida maddesi ve baharat olarak veya tibbi amaglarla

kullanilmaktadir [71, 72, 73].

5 petal

involusel
5 stamen

stilus

\ stilopodium

Bilesik umbella

151N

involukrum

2 hiicreli meyve

Sekil 2.5. Apiaceae familyasina ait ¢igek ve meyve goriiniimii [28]
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Apiaceae familyasinda ayirt edici olarak kullanilan taksonomik karakterler; govdenin alt
kisminda kalan fibrilli kalintilar, yaprak boyutlari, yaprak tabanindaki okrea, yapraklarin
parcalanmis sekilleri, umbellerin say1 ve uzunlugu, brakte ve brakteollerin bulunup
bulunmadiklar1 ve sekilleri, ¢igek rengi, meyve sekli, tizerindeki ¢ikint1 (kosta) ve girintiler

(valekulum) ve salgi kanallaridir [74].

2.5. Bupleurum Cinsinin Genel Ozellikleri

Tek yillik veya cok yillik (nadiren ¢alimsi) bitkiler olup, her zaman tiiysiizdiir ve kok ile
govdenin birlesme kismi fibroz bir karaktere sahip degildir. Yapraklar daima boliinmemis,
tek parca halinde, biitiin, bazen ince disli serrulat 6zellik gosterir. Brakteler mevcuttur ya
da baz1 genis yaprakli tiirlerde oldugu gibi bulunmayabilir. Brakteolleri mevcuttur.
Petaller; sar1, beyaz ya da morumsu renkte olup, iyi gelismis ice kivrik apikal lop, petal
govdesinin orta hattina yapisiktir. Meyve silindirik, ¢ok degisken, tizerindeki sirt halindeki
5 adet kabarik hat dogrusal kanadi andiran bir yap: sergilemekte veya nadiren de belirsiz
olabilmektedir. Meyve yiizeyi diiz ya da cesitli 6zellikte siislere sahiptir. Sirttaki salgi
kanallar1 1-5 adet arasindadir. Merikarplarin birlesme bolgesinde de sayilar1 2-10 arasinda
olabilen salgi kanallarina rastlanabilir. Olgun meyvelerde nadiren de olsa salgi kanallari

belirgin degildir [74].

Bupleurum tiirlerinin teshisinde kullanilan taksonomik 6zellikler sunlardir [75]:

. Tek veya cok yillik oluglart

o Yapraklarin perfoliat ya da linear olusu
J Brakteole ait 6zellikler
J Govdenin sekli ve dallanma 6zelligi

. Umbelladaki 1s1n adedi

. Umbelliildeki ¢igek adedi
. Petalin yapisi

o Meyve boyutlari

. Meyve ylizey ozellikleri
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2.6. Bupleurum Cinsinin Sistematikteki Yeri

Bupleurum cinsinin botanik siniflandirmasi su sekildedir [72, 74]:

Alem . Plantae

Bolim . Spermatophyta
Altboliim : Angiospermae

Sif : Magnoliopsida

Altsimif  : Rosidae

Takim : Apiales

Familya : Apiaceae (Umbelliferae)
Cins : Bupleurum

2.7. Bupleurum lycaonicum 8. Tiiriiniin Genel Ozellikleri

Ust kisminda tam dikotomik olmayan dallanma gdsterip, ana umbellaya yakin dallarmn iyi
gelistigi, 15-35 cm boyunda olan tek yillik bitkilerdir. Yapraklar 2-7 cm uzunlugunda ve 1-
1,5 mm genisligindedir. Raylar 4-8 adet, 10-20 mm uzunlugunda fakat uzunluklari
birbirine esit degildir. Brakteler 5 adet, dar ovat, kisa ve sivri uglu, 2,5-6 mm uzunlugunda;
brakteoller de 2-4 mm uzunlugunda, 5 adet olup braktelere benzerler. Umbelliiller 5-7
cigekli, pedisel 1-3 mm uzunlugundadir. Petaller 0,4-0,5 mm, eflatun renkli, petal boyunun
3/4tine kadar ice kivrik loblu, genis ve bifiddir. Anterler 0,2-0,25 mm, stilopodium 0,7
mm geniglikte, stilus 0,2-0,3 mm uzunlugundadir. Meyve yaklasitk 3 mm uzunlukta,
yuvarlagimsi prizmatik, ¢ok ince graniiler papilli, ¢ikintilar filiformdur. Bitki endemik bir
tirdiir ve ciceklenme zamani Haziran ayidir. Orman, maki ve tasl yamaglarda yetisir.
1100-1500 m yiiksekliklerde bulunur. Bitki, Tiirkiye’de Konya ve Mersin’de yetismektedir
[74]. Bu tiir Mersin yoresindeki halk tarafindan “tavsan kulagi” ismiyle bilinmektedir [75].

Bitkinin herbaryum 6rnegi Resim 2.1°de gosterilmektedir.
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Resim 2.1. B. lycaonicum bitkisinin herbaryum 6rnegi (Foto: Sezen ERTAN)

2.8. Bitkilerin Biyolojik Aktivitesi

Bitkilerin biyolojik aktivitesi sahip olduklari metabolitlerin antioksidan ve antimikrobiyal

aktiviteleri sayesinde belirlenir [28].
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2.8.1. Antioksidan aktivite

Antioksidanlar

Antioksidanlar ortamdaki bulunan oksijeni alikoyarak oksidasyon reaksiyonlarinin
baslamasini veya ilerlemesini engelleyen bilesiklerdir [76]. Antioksidan bilesiklerin
potansiyel kaynaklarini sebzeler, meyveler, tohum yaglari, hububat {riinleri, kabuklar,
kokler, baharatlar, sifali bitkiler, ham bitki ilaclar1 gibi cesitli tipte bitki materyalleri
olusturmaktadir [77].

Antioksidanlar sentetik ve dogal olmak tizere iki temel kategoriye ayrilirlar [78]:

Sentetik antioksidanlar, 20. yilizyilin basindan beri gidalarda antioksidan olarak
kullanilmaktadirlar. Sentetik antioksidanlara Biitillenmis hidroksi toluen (BHT),
biitillenmis hidroksi anisol (BHA) ve ter-Biitil hirokinon (TBHQ) gibi antioksidanlar 6rnek
olarak verilebilir. Fakat bu bilesikler bir¢ok toksik etkiye sahip olduklarindan dolay1, dogal
antioksidanlara olan ilgi olduk¢a artmistir. Ornegin; BHT toksik olmamakla beraber,
karacigerde sitokrom P-450 sistemine hasar verdigine dair bazi ¢alismalar mevcuttur.
Farelere yiiksek dozlarda verildiginde ise karacigerde hasara sebep oldugu goriilmiistiir.
Ayrica yapilan bazi arastirmalar, BHT gibi bazi sentetik antioksidanlarin fazla alinmasi
durumunda viicuttan atilamadigi adipoz dokuda depolandigimi gostermistir [79, 80].
Binlerce sayida bitkinin antioksidan aktivitesi denenmistir ve bunlardan gelen ana ekstreler
ve bazi izole edilen saf maddeler sentetik antioksidanlardan (BHT ve vitamini) bile daha
aktif ¢itkmustir [81].

Dogal antioksidanlar, bitkilerin biitiin kisimlarinda vardir. Bunlar karotenoidler, vitaminler,
fenoller, flavonoidler, glutatyon ve endojen metabolitleri igerir. Laboratuvar ortaminda
yapilan ¢aligmalar belirgin bir sekilde fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesinin yliksek
oldugunu gostermistir. Fenolik antioksidanlar, hidroksil grubunun elektron yogunlugunu
arttirarak onun reaktifligini azaltir. Hidroksil grubuna gore para konumunda etil veya biitil
gruplarin siibstitiisyonu, antioksidan aktiviteyi arttirir. Bununla beraber sterik engelleme
nedeniyle para pozisyonlardaki uzun zincir veya dallanmis alkil gruplarimin varlig

antioksidan etkiyi azaltabilir. Orto pozisyonlardaki dallanmis alkil gruplarimin
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stibstitiisyonlar1 kararli rezonans yapilar olusturarak fenolik antioksidanin etkisini arttirirlar

ve antioksidan radikalinin reaksiyonlara katilma yetenegini azaltirlar [82].

Viicutta dogal metabolik yollarla serbest radikaller olusur. Serbest radikaller, bir atom ya
da molekiil yoriingesinde eslesmemis bir elektron igeren yiiksek oranda reaktif kimyasal

tirtinlerdir [83].

Serbest radikallerin hiicre dis1 etkileri hiicreler arasi bosluk ve sivilarda ortaya cikar.
Ozellikle eklem ve beyin omurilik sivilarinda antioksidan savunmanin yetersiz olmasi
nedeniyle, bu bdlgelerde serbest radikallere bagli yikimin daha fazla oldugu
gozlenmektedir [84, 85]. Biyolojik sistemlerde siklikla kullanilan serbest oksijen
radikalleri Cizelge 2.2°de verilmektedir.

Cizelge 2.2. En sik karsilasilan serbest radikaller ve 6zellikleri [86]

Adi Simge Etkisi
Hidrojen radikali H Bilinen en basit radikal
Siiperoksitradikali | 0y Oksijen metabolizmasmin ilk ara iirini
Hidroksil radikali | OH En toksik oksjen metabolit radikali

Hidrojen peroksit | H;0; | Reakfivitesi cok digiik, molekiiler hasar yetenegi zayif
Singlet oksijen 10; Yarilanma omrii kisa, giiclii oksidatif form

Perhidroksi radikali | HO, | Lipidlerle hizh ¢oziimerek lipid peroksidasyonunu arttirr

Peroksil radikali | ROO" | Perhidroksile oranla daha zayf etkili, lipidlerle lokalize olur

Triklorometil radikali | CCL; | CCLs metabolizmas: firiinii karacigerde tiretilen bir radikal

Tivil radikali RS | Silfirli ve ciftlenmemis elektron iceren tiirlerin genel adi

Alkoksil radikali RO | Organik peroksitlerin yikimi ile firetilen oksijen metaboliti

Azot monoksit NO L argininden in vive tirefilir

Azot dioksit NO, NO’in oksijen ile reaksiyonundan iiretilir
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Antioksidanlar dort ayr sekilde etki gosterirler:

o Temizleyici etki: Serbest radikalleri etkileyerek onlari tutma veya daha zayif bir
molekiile gevirme.

o Bastirici etki: Serbest radikallerle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini artirma.

. Onaricr etki: Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi.

. Zincir kirict etki: Serbest radikalleri kendilerine baglayarak zincirlerini kirip

fonksiyonlarini engelleme [87].

Oksijen canlilarin yagamlarini siirdiirebilmeleri i¢in ¢ok biiylik 6neme sahip bir elementtir.
Canlilarda solunum ile aliman oksijen mitokondrilerdeki elektron tasima sisteminde
asamal1 bir indirgenme igslemine girer ve suya metabolize olur [88]. Ancak bazi durumlarda
oksijenin reaksiyonunu tamamlamadan viicuttan ayrildigi ve geride reaktif ara tiriinler
biraktigr gozlemlenmektedir. Bu reaktif ara iirlinler genel olarak Reaktif Oksijen Tiirleri

(ROS) olarak isimlendirilir [89].

Reaktif oksijen tiirleri havayla solunum yapan biitiin organizmalarda bulunur ve bunlar
stiperoksit anyon radikali, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit radikali igerirler [90].

Reaktif oksijen tiirlerinin zararlar1 Sekil 2.6’da gosterilmistir.

nomal metabolizma
yiuksek pO,

arrrrrsigara (05, NOy)
L \\\"‘:“'\—hnynsal ve ilaglar

.................

Sekil 2.6. Reaktif oksijen tiirlerinin zararlar1 [28]
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Antioksidan savunma sistemleri oksidan giderme ve hiicre zararini engelleme isine yarayan
enzim (siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz vs.) ve enzim olmayan
(glutatyon, C ve E vitamini vs.) maddeler igerirler [33]. Bu antioksidanlarin alt gruplar

Sekil 2.7°de gosterilmistir.

Insanlarda ve diger organizmalarda antioksidan savunma sistemleri (enzimler gibi) ve
oksidatif tahribati onarici sistemler olmasina ragmen tiim zarar1 6nlemeye yetmemektedir
[91]. Antioksidanlar oksidasyon siirecini serbest radikallerle reaksiyona girerek, katalitik
metallerle kompleks olusturarak ve oksidan giderici gibi davranarak engellerler. Yillardir
birgok arastirmaci ozellikle bitkisel olmak tizere dogal kaynaklardan en giicli ve aym

zamanda toksik olmayan antioksidanlar aramaktadir [92].

ANTIOKSIDANLAR
h 4 b
Enzimatik Enzimatik Olmayan
Antioksidanlar Antioksidanlar
_ Mineraller o | Vitaminler
Birincil | Cinko, "l C Vitamini,
Enzimler [% Sel E Vitamini
S0D, katalaz, elenyum Vi
GSH-Px A Vitamint
Ih.nc]] Karotenoidler Organosilfir
Enzimler o .
- karoten, g > bilesikleri
Glutatyon ) .
rediiltaz likopen Allium,
allil sfilfit
Driigiik Molekiil Antioksidan
Agwrhkh P N Kofaktdrler
Antioksidanlar T Koenzim Q10
Glutatyon
Polifenoller |«

Sekil 2.7. Antioksidanlarin alt gruplar1 [33]
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Antioksidanlarin siiflandirilmasi

Antioksidanlar, reaksiyon mekanizmalarina gore birincil ve ikincil antioksidanlar olarak
ikiye ayrilmaktadir. Bazi antioksidanlar birden fazla aktivite mekanizmasi gosterirler ve

bunlar ¢ok fonksiyonlu antioksidanlar olarak adlandirilmaktadir [93].

Birincil antioksidanlar

Birincil antioksidanlar (tip-1 veya zincir kiric1 antioksidanlar) otooksidasyonun baslangic¢
asamasini erteleyen veya engelleyen ya da otooksidasyonun ileri agamasini yarida kesen
serbest radikal alicilaridir. Bir lipit (alkil) radikali (R.) olusturmak i¢in, doymamis yagdan
a-metilenik hidrojen ayrildiginda otooksidasyon baslar [94].

1
o)
RH — » R-OOH

ROOH — = RO + OH

RH —_— R + H

Olusan lipit radikali cok reaktiftir, ilerleyen asamalarda peroksi radikali (ROO.)

olusturmak i¢in oksijenle reaksiyona girer [94].

L]

R + O —— ROO" + H

Reaksiyonun ilerleyen asamalarinda peroksi radikalleri lipitle reaksiyona girerek

hidroperoksit ve yeni bir kararsiz lipit radikali olustururlar [94].

ROO" + RH — ROOH + R’

Daha sonra bu lipit radikali baska peroksi radikali olusturmak {izere oksijen ile reaksiyona
girecektir. Bu oksidatif mekanizma kendiliginden katalizlenir ve bdylece otooksidasyon

devam eder [94].

L]

R + O —— ROO" + H
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Hidroperoksitler (ROOH) kararsizdirlar ve bozunarak radikaller olustururlar. Bu da

reaksiyonun hizlanmasina neden olur [94].

ROOH —» RO’ + HO’

RO + RH — ROH + R’

Birincil antioksidanlar (AH) lipit radikali (R.) ve peroksi radikallerle (ROO.) reaksiyona
girerler ve onlar1 daha kararli, radikal olmayan iirlinlere gevirirler. Birincil antioksidanlar
lipit radikallerine hidrojen atomlar1 verirler ve lipit tiirevleri ile antioksidan radikaller
meydana getirirler (A.). Hidrojen verici olarak birincil antioksidanlar peroksi radikallerine
lipitlerden daha ¢ok ilgi gosterirler. Bu yilizden otooksidasyon reaksiyonunda olusan
peroksi (ROO.) ve oksi (RO.) serbest radikalleri birincil antioksidanlar tarafindan
giderilirler. Antioksidanlar lipit radikalleriyle dogrudan da etkilesebilirler [94].

ROO" + AH —— ROOH + A ROO'+A ——» ROOA
RO + AH —— ROH + A’ RO + AA ———» ROA

R+ AH —» RH + A A+ A — = AA

Hidrojenin verilmesiyle olusan antioksidan radikali lipitlerle ¢ok az reaksiyona girer.
Oksijen veya lipitlerle antioksidan radikalinin reaksiyonu ¢ok yavas oldugundan reaksiyon
hiz1 azalir. Kararli rezonans hibritler olusturmak icin fenol halkasinin ¢evresindeki
ortaklanmamis elektronun delokalizasyonu ile antioksidan radikali kararli hale getirilir.
Antioksidan radikaller peroksi, oksi ve diger antioksidan radikaller ile sonlandirma

reaksiyonlarina katilabilme yetenegine sahiptirler [94].

Kat1 ve siv1 yaglarda antioksidan dimerlerin olusumu goze c¢arpar ve bu olusum fenolik
antioksidan radikallerin kolayca sonlandirma reaksiyonlarma ugradigini gosterir.
Antioksidan, radikal olmayan seklinde ne kadar uzun siire kalirsa antioksidan dimerler

otokatalitik serbest radikal zincir mekanizmasini o kadar etkili sekilde durdururlar [94].
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Ikincil antioksidanlar

Ikincil (tip-2 veya koruyucu antioksidanlar) antioksidanlar ¢ok ¢esitli reaksiyon
mekanizmalarina sahiptirler. Bu antioksidanlar oksidasyon hizini yavaslatirlar. Fakat
serbest radikalleri daha kararli iiriinlere doniistiirmezler. Ikincil antioksidanlarin diger
gorevleri; prooksidan metallerle selat yapabilirler ve onlar1t deaktive edebilirler.
Hidroksiperoksitlerin radikal olmayan tiirlere pargalanmasini saglayabilirler. Singlet
oksijeni deaktive edebilirler. Ultraviyole radyasyonu absorbe edebilirler veya oksijen
giderici olarak davranabilirler. Bu antioksidanlar siklikla birincil antioksidanlarin
antioksidan aktivitesini arttirirlar. Ikincil antioksidanlara sitrik asit, askorbik asit, askorbil

palmitat, lesitin, tartarik asit, EDTA ve B-karoten 6rnek olarak verilebilir [94].

Ikincil antioksidanlar en énemli etki mekanizmalarina gore 3 gruba ayrilir (Sekil 2.8) [94]:

. Selat Yapicilar: Sitrik asit, fosforik asit, etilendiamintetraasetik asit (EDTA),
tartarik asit

J Oksijen Gidericiler ve Indirgeme Ajanlari: Askorbik asit, askorbil palmitat,

eritorbik asit, sodyum eritorbat, siilfitler.

J Singlet Oksijen Gidericiler: Karotenoitler (f-Karoten, likopen ve lutein) [94].

Hk
T -

HO

Etllendiamintetraasenkasat (EDTA) Askorbik asit {C Vitamini)

B-EKaroten (A Vitamam)

Sekil 2.8. ikincil antioksidanlarm etki mekanizmalarina gére siniflandiriimasi [94]
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Antioksidan aktivite tayin yontemleri elektron ve hidrojen transferine gore dayali olmak
tizere ikiye ayrilir: Elektron transfer metodunda antioksidan maddenin Glglimii, oksidan
maddenin indirgenmesi sonucu olusan rengin degisiminin Olgiilmesi ile yapilir. Renk

degisiminin derecesi 6rnekteki antioksidan madde konsantrasyonuna baglidir [87]. Bunlar;

. Antioksidan kapasite 6lgme metodu

. Demir iyonu indirgeme giicii metodu

o Bakir iyonu indirgeme kapasitesi metodu
° Total fenolik madde miktar1 6lgme metodu

o DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) serbest radikal giderim yontemi [87].

H atomu transferine dayali tekniklerin ¢ogunda antioksidan ve substrat arasinda rekabete
dayali reaksiyonlar gozlenir ve bu metoda dayal 6l¢iimler genelde azotlu grup tasiyan

maddelerin bozulup peroksil radikalleri olusumuna dayanir [87]. Bunlar;

o Oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC)
J Toplam radikal yakalama parametresi (TRAP)
o Toplam oksiradikal (TOSC) yontemi

o Luminol yontemi

o Krosin yontemi

J Diklorofloresin-diasetat (DCFH-DA) yontemi
. Fikoeritrin esasli yontemler

J Diisiik dansiteli lipoprotein otooksidasyonunun neden oldugu inhibisyon [87].

Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde kullanilan yontemler

Toplam fenolik icerik madde tayini

Singleton ve Rossi (1965) tarafindan ortaya konan yontemde, suda ve diger organik
¢oziiciilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin-Ciocalteu reaktifi ile alkali ortamda
renkli kompleks olusturur. Olusan saridan yesile dogru renkli kompleks 760 nm’de

maksimum absorbans olusturur.
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DPPH radikali temizleme aktivitesi

Blois (1958) tarafindan ortaya konan yonteme gore, DPPH radikali bir serbest radikaldir ve
bu radikal 517 nm’de maksimum absorbans olusturmaktadir. DPPH’1n serbest radikal olan
ve radikal olmayan yapilar1 Sekil 2.9°da goriilmektedir. Bu radikalin antioksidan
maddelerle muamele edilmesi, DPPH’tan kaynaklanan mor rengin siddetinin azalarak
absorbansin diisiisiine neden olur. Farkli numune derisimleriyle muamele edilen DPPH’1n
absorbansindaki degisim Olgiliir ve asagidaki esitlik kullanilarak siipiiriicii aktivite %

inhibisyon degeri olarak hesaplanir.

Serbest radikalin % inhibisyon degeri : (Akontroi- Admek /Akontrol) X 100

,f@g_g h@g_.ﬁ@

1: Difenilpilrilhidrazil (serbest radkal) Z: Duferlpilerilhadrarin (radikal degil)
Sekil 2.9. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)’in molekiiler yapisi1 [95]

2.8.2. Antimikrobiyal aktivite

Gilinimiizde enfeksiyon hastaliklar1 etken mikroorganizmanin antibiyotiklere duyarlilik
deneyi sonuglarina gore enfeksiyon etkeninin duyarli bulundugu en uygun antimikrobiyal
madde ile tedavi edilir [83]. Antimikrobiyaller, mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyon hastaliklarini tedavi etmek icin kullanilan ilaglardir. Antibiyotikler ise bazi
bakteri ve mantarlarca iiretilen, diger bakterilerin ¢cogalmasini engelleyen (bakteriyostatik)

veya onlari dldiiren (bakterisidal) dogal maddelerdir [28].

Antimikrobivyal aktivitenin belirlenmesinde kullanilan yontemler

Mikroorganizmalarin antimikrobiyal duyarliligi difiizyon yontemi ile belirlenebilir [96].
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Agar kuyucuk difiizyon yontemi

Perez ve digerlerinin (1990) ¢alismalarinda kullanilan bu yontemde, belirli derisimlerdeki
antimikrobiyal madde kat1 besiyerine difiize olup yayilir. Test edilecek bakteriden uygun
kat1 besiyerine ekim yapilir. Kullanilacak antimikrobiyal maddenin ilave edilmesi i¢in kati
agar besiyeri iizerinde belli caplarda kuyucuklar agilir. Daha sonra acilan kuyucuklara
belirlenen derisimlerdeki antimikrobiyal madde ilave edilir. Optimum inkiibasyon

sicakliginda yeterince bekletildikten sonra zon olusup olusmadigina bakilir.

2.8.3. Enfeksiyonlara neden olabilecek bazi mikroorganizmalar

Escherichia coli

Gram negatif, hareketli, kapsiillii, laktozu asit ve gaz olusturarak fermente eden, iireaz
enzimi negatif, hidrojen siilfiir olusturmayan, triptofandan indol olusumu pozitif
basillerdir. Dogada toprakta, sularda, insan ve hayvan gastrointestinal sistem floralarinda

bol miktarda bulunur [96, 97].

Normal bagirsak bakterisi olarak memeliler ve kuslarda bulunur. Bagirsak icinde kokusma,
mayalagsma ve beslenme ile ilgili islemlerde yardimci bir bakteri ve diger bagirsak
bakterileri ile dengeli olarak bulunan flora bakterisidir. Fakat canlinin savunma giiciiniin
azaldigr durumlarda doku ve kana yayilarak enfeksiyon 6zelligi gostermektedir [98]. En
sik idrar yolu enfeksiyonlari, yeni dogan menenyjiti, sepsit ve turist diyaresi gibi hastaliklara

yol agabilirler [96, 97].

Enterococcus faecalis

Gram pozitif, katalazi negatif bakterilerdir. Yuvarlak, oval, ciftler ve zincir seklinde
dizilim gosterirler. Alfa hemoliz veya hemolizsiz olabilirler. Enterokoklar insan ve
hayvanlarin normal floralarinda bulunabilirler. Hastane patojenidir. Ozellikle yogun bakim
iinitelerinde enfeksiyon olustururlar. Konak direncinin zayifladigi durumlarda; idrar yolu
enfeksiyonlari, septisemi, intraabdominal abseler, yara enfeksiyonlari1 ve endokardit gibi
hastaliklara yol acabilir [96, 97]. Safra kanali enfeksiyonlarinda ise safra tuzlarina

dayaniklilik agisindan incelendiginde E. coli tiiriinden sonra gelir [99].
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Bacillus subtilis

Gram pozitif, endospor olusturan bakteriler olup zorunlu veya fakiiltatif aeropturlar.
Dogada yaygin olarak toz, toprak, bitki, giibre, hayvanlar, siit ve sularda yasayan
bakterilerdir. Subterminal peritrik kirpikleri ile hareketli, bazen suslar kapsiillii ve uzun
zincirler yapabilen tiirlerdir [96, 100]. Kirpikler bakterinin kalinliginm1 asmaz ve hiicre
seklini bozmazlar. Genellikle kapsiilii yoktur. Uygun ortamlarda (bikarbonathi ve CO;’li)
polipeptid yapida kapsiil gelistirir. Jelozdaki kolonileri kirli beyaz, gri renkte, mat, ylizeyi
graniillii R tipindedir [101]. En sik besin zehirlenmesi, doku veya goz igerisinde girerek

g0z yangilarina, septisemiye gibi hastaliklara yol agabilir [96, 100].

Bacillus cereus

Gram pozitif, diiz veya ¢ok az kivrilmis, 3-12 um uzunlugunda olan bakteri, 30-40°C’de
gelisim gosterir [102]. Yaygin olarak toprak, su, siit gibi ortamlarda yasarlar. Hareketli,
kapsiilsiiz, santral veya subterminal yerlesimli sporlu, aerop ve fakiiltatif anaerop
basillerdir. Sporlar pastorilizasyon sirasinda saglam kaldigi igin ozellikle siit ve siit
iiriinlerinde onemlidir. insanlar ve hayvanlar i¢in patojendirler. Genelde laboratuarlarda
hava kaynakli kontaminantlar olarak goriiliirler. G6z enfeksiyonlari, sepsis, menenjit,
beyin kanamasi, akciger apsesi, pnodmoni, karaciger apsesi ve idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi
hastaliklara da yol agabilir [96, 100]. Ayrica B. cereus bagirsakta olusan enterotoksin ve
gidalar yoluyla olusup viicuda alinan emetik toksin olmak tizere iki farkli toksin olusturur.

Enterotoksin diyareye neden olurken emetik toksin ise kusmaya neden olur [103].

Klebsiella pneumoniae

Gram negatif, biiyiilk, hareketsiz, 1-2 pum boyunda, 0,5-0,8 pm eninde, etrafinda
polisakkarit yapida genis bir kapsiil bulunduran basillerdir. Bakteriyolojik boyalarla iyi
boyanirlar. Polisakkarit kapsiillerinden dolayr gram boyamada genis goriiniirler. Laktozu
fermente ederler. 30-35°C’de optimum iireme gosterir. Alkolizm, diyabet veya kronik
akciger hastalig1 olan bireylerde pnomoni etkenidir. Ozellikle hastanede yatan hastalarda
olmak flizere, idrar yollar1 enfeksiyonlarina ve solunum yolu enfeksiyonlarina yol agar

[100, 104].
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Staphylococcus aureus

Gram pozitif, yaklasik 1 um eninde ve boyunda, pigmentli, fakiiltatif anaerop ¢ogunlukla
aerop ireyen koklardir. Dogada her yerde yaygin olarak bulunurlar. Mikrofajlar1 ve
makrofajlar1 degraniile eder. Epidermolizden sorumludur. Koagiilaz ve hemolize
ugrayabilir. Mannitol, siikroz, maltoz ve trehalozdan asit yapabilir. %10 NaCl’de
iireyebilen, alfa toksin yapan, novobiosine duyarli, sporsuz, hareketsiz ve kapsiilsiiz bir
bakteridir. Lizozim enziminden etkilenmez. Serolojik olarak farkli bes enterotoksini vardir.
Genellikle iltihap olusumuyla seyreden lokal enfeksiyonlara ve besin zehirlenmelerine
sebep olurlar. Septisemi, endokardit ve grip sonrast pndmoni etkenidirler. S. aureus
enfeksiyonlar1 sonrasinda gii¢lii veya uzun siireli bir bagisiklik olusmaz; bunun en belirgin
gostergesi bireylerin yasamlart boyunca S. aureus enfeksiyonlarima duyarli olmalaridir
[105, 106]. Stafilokok tiirleri basit besiyerlerinde iiremelerine ragmen kanli besiyerinde
daha iyi cogalir ve kolonilerinin etrafinda tam hemoliz meydana getirebilirler. En iyi 37°C
sicaklikta, pH 7.4’te ve jeloz besiyerinde iirerler. Yuvarlak kenarli mat, kabarik, parlak
yiizeyli, S tipinde ve 1-2 mm ¢apinda koloniler yapar. Ayrica altin saris1 renginde pigment

olusturur [105].

Salmonella typhimurium

Gram negatif basillerdir. Insan, hayvan ve tavuklarin gastrointestinal sisteminde bulunur.
Kontamine olmus besinler ile oral veya fekal yoldan bulasir. Cig siit ve kaplumbagalardan
da bulasan bu bakterinin en énemli bulasma yolu, yumurta ve kiimes hayvanlaridir. Hem
ince hem kalin barsakta enfeksiyon olusturur ve diyareye sebep olur. Ayrica asemptomatik
kolonizasyondan, menenjit, osteomiyelit ve Ozellikle bebeklerde sepsis gibi Onemli
hastaliklara da neden olmaktadir. Ayrica bu tiir, salmonellalar iginde farkli konaklarda

hastalik olusturmasi ve ¢oklu antibiyotik direngligi nedeniyle 6nemlidir [100, 107].

Proteus vulgaris

Gram negatif, hareketli, lireaz enzimi ve hidrojen siilfiir iireten, laktoz negatif, kapsiilsiiz
ve sporsuz bakterilerdir. Idrar yolu enfeksiyonlarmin ve diger barsak disi enfeksiyonlarin
etkenidir. Yara enfeksiyonlari, pndmoni, septisemi gibi enfeksiyonlara da neden olabilir
[83, 108].
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Pseudomonas aeruginosa

Gram negatif, insan ve hayvanlarda firsat¢1 patojen olan, dogada ¢ok yaygin bulunan
basillerdir. Oksidaz pozitif, polar kamgili, hareketli, kapsiillii, zorunlu aerop bakterilerdir
[83, 108]. Genellikle 0,5-0,8 um eninde ve 1,5-3 um boyunda olan, tiim suslar1 glikozu
okside eden ve 42°C’de iireyebilen bakterilerdir [109].

P. aeruginosa’nin icerdigi ekzotoksinler, proteolitik enzimler ve enteretoksinler ile
hastalik yaparlar. En Onemli etkenleri; yara-yanik enfeksiyonlari, goéz ve kulak
enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, pndmoni, menejitler, bronsit, damar i¢i ilag

kullanicilarinda endokardit veya osteomyelite ve septisemi gibi hastaliklardir [96, 97].

Candida albicans

2-3 x 3-6 um boyutlarinda oval sekilli firsat¢1 patojen bir maya tiriidiir. Candida tiirleri
insan ve hayvan mukozalarinda kommensal olarak yasar. Kandidiyasis denen bir
enfeksiyona neden olurlar. Candida enfeksiyonlari; genellikle vitamin eksikligi, seker
hastalig1, nem artis1 gibi nedenlerle viicut direnci zayiflamis hastalarda goriiliir. Deri, agiz,
vajina ve bagirsaklarin normal florasinda bulunur. Antibiyotik kullanimi sonrasinda flora

ortaminda ¢ogalarak enfeksiyon olusturur [110, 111]

Candida krusei

Bir antifungal olan flukonazole dogal diren¢ olusturdugu i¢in 6nemli bir tiirdiir. Yalanci
hifler ve uzun ‘agaca benzer’ dizilim gosteren blastokonidyumlar olusturur. C. kruseli,

ozellikle flukonazol profilaksisi uygulanan merkezlerde soruna yol agmaktadir.

[lk kez 1991 yilinda flukonazol profilaksisi alan nétropenik ve kemik iligi
transplantasyonu geciren hastalarda gozlenmistir En sik ise notropenik (periferik kanda
mutlak notrofil sayisinin azaldigl) kanser hastalarinda goriilmektedir. Bunlar iginde ise

16semiler ilk siray1 almaktadir [112, 113].
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Candida tropicalis

Yalanci hif boyunca tek tek veya kiiclik kiimeler olusturmus blastokonidyumlar, bazen
yalanci hif uglarinda klamidyospora benzer ancak ince duvarli yuvarlak veya armut
gortiniimli hiicreler seklindedir [112]. C. tropicalis 6zellikle kanser hastalarinda ve kemik
iligi alicilarinda kandidemi ve invaziv kandidiyazise neden olan tiirdiir [114]. En yiiksek

risk faktorii olarak nétropeni tespit edilmistir [115].

2.9. ilac-DNA Etkilesimi

lag-DNA etkilesmesi; DNA hedefli antikanser ve antibiyotik ila¢ tasariminda, DNA’y1
algilama yontemlerinin gelistirilmesinde ve ¢evreye zararli maddelerin algilanmasinda ¢ok
Oonemlidir [116, 117]. Antikanser ilaglarin DNA ile etkilesimi ve ilag-DNA etkilesim
mekanizmalar1 elektrokimyasal sensor teknolojisi kullanarak agiklanmaktadir. Bu
sensorlerin yapilarina DNA, hiicre, doku, antikor, enzim vb. biyolojik maddeler eklenince,
bu sensdrler “biyo” (biyolojik kdkenli) ve “sensor” (algilayici) kelimelerinden olusan
“biyosensor” adimi alir. Biyosensorler, birbiri igine ge¢mis biri biyokimyasal, digeri
elektrokimyasal ozelliklere sahip iki ¢eviriciden olusan algilayici cihazlardir. Bu cihazlar
nitel ve nicel analiz yaparlar. Biyokimyasal cevirici, analiz edilecek madde ile etkileserek
onu tanir. Bu etkilesme sonucunda olusan madde ise, elektrokimyasal g¢evirici tarafindan

Olgiilebilir bir sayisal degere ¢evrilir [118].

Niikleik asitlerden olugan tanima yiizeylerine olan ilgi her gecen giin daha da artmaktadir.
Bu tiir tammma yiizeyleri, elektrokimyasal biyosensorlere yeni oOzellikler eklemektedir.
Elektrokimyasal yontemlerle birlikte DNA’nin nitel ve nicel analizini yapma amacina
yonelik tasarlanan biyosensorlerde, tanima yiizeyi olarak DNA kullanilir. DNA’nin
kullanildig1 bu biyosensorlere DNA biyosensorleri adi verilir. DNA biyosensorleri, dizisi
belli hibridizasyon olaylarinin izlenmesinde veya yiizey ile etkilesime giren analizlenecek
maddelerin (karsinojen madeler, ilaglar vb.) tayininde kullanilir. Boylece elektrokimyasal
DNA biyosensorlerinin doktor gozetimindeki yapilacak analizlerinde 6nemli oldugu
diistintilmektedir. [119, 120]. Ayrica ¢esitli kronik ve metabolik hastaliklarin da
tedavisinde kullanilan ilaglarin DNA ile etkilesiminin incelenmesi kisiye 6zgli ilag

gelistirilmesini saglamistir [121].
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Antikanser 0zellik tasiyan ilag molekiilleriyle DNA' nin etkilesmesi ve bu etkilesmenin
gelistirilen yeni yontemlerle tayin edilmesi yeni ilag gelistirilmesi i¢in ¢ok dnemlidir. Baz1
maddelerin (¢evresel kirlilik ajanlari, toksik molekiil, vb.) c¢ift sarmal DNA ile
interkalasyon (diizlemsel yapidaki maddenin DNA ¢ift sarmal1 arasina girerek yerlesmesi),
baza se¢imli baglanma vb. yollarla etkilesimi sonucu bir iiriiniin olusmast, bu tirline duyarl
elektrokimyasal DNA biyosensor tasarimini getirmistir. Bir kimyasal maddenin veya
metabolitin DNA ile etkilesimi sonrasinda DNA’da olusabilecek yan iiriinlerin kisa siirede

tespit edilmesi kanser arastirmalari igin oldukga 6nemlidir [122].

Antikanser ilaglarin biliylik bir kismi DNA’ya baglanir ve antitiimor etkisi gosterirler.
Boylece kanserli hiicrede DNA eslenmesini ve tiimor hiicrelerinin biiyiimesini engeller.
DNA baglanma ve kesme mekanizmasi, etkili antitiimor ilag tasarlanmasinda onemlidir.
Bu tiir ilaglarin basarisi, DNA’ya olan ilgilerine ve baglanma sekillerine gore belirlenir. Bu
da DNA’ya farkli fiziksel sartlar altinda baglanabilen maddelerin antitimor etki

mekanizmasindaki yapi ve aktivite iliskisi i¢in gereklidir [123].

Niikleik asitlerin  ¢esitli yontemlerle nanomalzemelerin yiizeyine tutturularak
elektrokimyasal sensor teknolojisinde kullanilmasi ve bu sensorlerin ilag-DNA etkilesimi
ve DNA hibridizasyonu analizlerine yonelik uygulamalari giderek yayginlik
kazanmaktadir [124].
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3. MATERYAL METOT

3.1. Materyaller

3.1.1. Bitkisel materyal

Calismada kullanilan ve bozkir alanlarda yetismekte olan 5358 kodlu Bupleurum
lycaonicum bitkisi, Yrd. Dog. Dr. Bilal Sahin tarafindan 28.06.2011 tarihinde, Malatya
Darende Yenikdy-Horhor koyleri arasinda, 1800-2000 m yiikseklikten toplanmastir.

3.1.2. Mikroorganizmalar

Bu arastirmada Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218,
Enterococcus hirae ATCC 9790, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Bacillus cereus NRRL B-3711, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Proteus
vulgaris RSKK 96029, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 bakterileri ve Candida
albicans ATCC 1021, Candida krusei ATCC 62586, Candida tropicalis NRRL Y-1296
mayalar1 kullamlmustir. Calismada kullanilan bu mikroorganizmalar Gazi Universitesi Fen

Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’ndan temin edilmistir.

3.1.3. Kullamilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler; Nutrient agar (Merck), Nutrient
broth (Merck), Saboroud dekstroz agar (Merck), Sodyum kloriir (NaCl) (Merck), Dimetil
stilffoksit (DMSO) (Sigma), 2,2’-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (Sigma), Gallik asit
(Sigma), Biitillenmis hidroksitoluen (BHT) (Sigma), Folin reaktifi (Merck), Etanol
(Merck), Metanol (Merck), Distile su, Sodyum karbonat (Na,CO3) (Merck), Agaroz
(Sigma), Tris Asetat EDTA (TAE) (Sigma), Brom fenol blue (Merck), Etidyum bromiir
(Merck). Calismada kullanilan besiyerlerinin tiimii 121°C’de 1,5 atm/Hg basingta 20 dk

otoklavda steril edilmistir.
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3.1.4. Kullanilan aletler ve cihazlar

Calismada kullanilan alet ve cihazlar; Evaporotor, blender, otoklav, etiiv,
spektrofotometre, hassas terazi, terazi, mikrodalga firin, manyetik karistirici, yatay
elektroforez, gli¢ kaynagi, derin dondurucu, 1sitmali karistirici, vorteks, mikrosantrifiij,
pipetler, pipet uglari, petri kaplari, siringa filtreleri, siringalar, ependorf, balon joje, beher,

cam sise, 0ze, drigalski 0ze, steril cerrahi eldiven, buzdolabi (+4 °C).

3.1.5. Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

BHT: 0,01 gram BHT 10 mL metanol i¢inde ¢6ziilerek hazirlandi.

DPPH: 0,004 gram DPPH tartild1 ve 100 mL metanol i¢inde ¢6ziildii. Karanlikta muhafaza
edilip +4 °C’de bir hafta saklandi. Bir hafta sonunda ¢ozelti tekrar hazirland.

Gallik Asit Cozeltisi: 0,001 gram gallik asit 1 mL metanol i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.

Stok Tris Cozeltisi: 500 mM Tris ( pH: 8,0)

Stok EDTA Tamponu: 500 mM EDTA (Etilendiamin-tetra asetik disodyum tuzu), 5M
NaOH (pH: 8,0) ile hazirland.

TE Tamponu: 10 mM Tris (pH:8), 1 mM EDTA (pH:8) ile hazirland:.

Agaroz: % 1 (w/v) agaroz TAE tamponunda ¢6ziilerek hazirlandi.

Tris Asetat (TAE) Tamponu: 242 gram Tris bazi, 57,1 mL Glasial asetik asit, 100 mL 0,5
M EDTA ( pH:8), saf su ile hazirlandi.

Yiikleme tamponu: % 40 siikroz, % 0,025 bromfenol mavisi, % 0,25 ksilen siyanol ile
hazirlandi.

Etidyum Bromiir: 10 mg/ml derisimde hazirland1 ve koyu renkli siselerde muhafaza edildi.
Mec Farland No: 0,5 bulanikiik standardi: BaCl, ( %1,175) 0,5 mL, H,SO4 99,5 mL, BaCl,
ve HySO, kanistirilip 15 mL’lik kapakli tiiplere dagitildi. Sonra karanlikta oda sicakliginda
saklandi.

Mueller-Hinton Agar: 34 gram alinip 1000 mL saf su i¢inde karistirilip ¢6ziildi.
Sabouraud Dektroz Agar: 65 gram alinip 1000 mL saf su i¢inde karistirilip ¢oziildii.
Nutrient Broth: 8 gram aliip 1000 mL saf su i¢inde karistirilip ¢6ziildii. Sonra kapakli
tiiplere 10’ar mL ilave edildi.

Sabouraud Dekstroz Broth: 30 gram alinip 1000 mL saf su i¢inde karistirilip ¢oziildii.
Sonra kapakl tiiplere 10’ar mL ilave edildi.
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3.2. Metotlar

3.2.1. Bitki oziitlerinin hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan Bupleurum lycaonicum bitkisi golgeli ve rutubetsiz bir ortamda 1
hafta siireyle kurutulmustur. Kurutulan bitki materyali kiiclik parcalara ayrilip 50’ser gram
bitki, blender yardimiyla toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen bitki materyali
lizerine ayr1 ayr1 iki erlenmayerde birine 500 mL metanol digerine de 500 mL etanol ilave
edilerek oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda 1 hafta boyunca iki giinde bir ¢oziicii
yenilenmek suretiyle bekletilmistir. Elde edilen sivi metanol ve etanol 6ziitli, kurutma
kagidi ile siiziildiikten sonra 45°C’de 70 mbar basing aralifinda rotary evaporotdrde

coziiclisiinden ayrilmis ve kati metanol ve etanol 6ziitii elde edilmistir.

3.2.2. Bitki oziitlerinin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi

Besiverlerinin hazirlanmasi

Bu calismada besiyerleri hazirlanirken bakterilerin gelismesi icin Nutrient broth ve
Nutrient agar kullanmilmistir. Nutrient broth’dan 8 gram alimip 1000 mL saf su iginde
¢cOziilmiis ve kapakli tiiplere 5 mL konularak steril edilmistir. Daha sonra kullanilmak
iizere buzdolabinda saklanmistir. Nutrient agar’dan ise 28 gram almip 1000 mL saf su
icinde ¢oziilmiistiir. Besiyerleri hazirlandiktan sonra 121°C’de, 1,5 atm basimngta, 15 dk
steril edilmistir. Agar besi yeri steril petri kaplarina yaklasik 25 mL olana kadar dokiilmiis

ve oda sicakliginda katilastiktan sonra buzdolabinda saklanmustir.

Bitki Oziitlerinin konsantrasyonlarinin hesaplanmasi

Antimikrobiyal aktivite tayini i¢in metanol ve etanol Oziitlerinin her biri 250 mg/mL
konsantrasyonlarda olacak sekilde %50 dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziilmiistiir.
Oziitler antimikrobiyal aktivite deneylerinde kullamlmadan once 0,45 um capindaki
filtrelerden gecirilerek steril edilmistir. DMSO negatif kontrol olarak kullanilmistir.
DMSO i¢inde c¢oziilerek hazirlanan Oziitler koyu renkli ve kapakli siselerin igerisinde

antimikrobiyal aktivite deneyleri yapilincaya kadar +4°C’de muhafaza edilmistir.
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Agar kuyucuk diflizyon yontemi

Elde edilen bitki oziitlerinin antimikrobiyal aktivitelerine, Perez ve digerlerinin (1990)
caligmalarinda kullanilan agar kuyucuk yontemi calisilmistir. Calismamizda kullanilan
bakteriler ve mayalar stok kiiltiirlerin aktiflestirilmesiyle elde edilmistir. Bu yonteme gore
kullanilan bakteri kiiltiirlerini aktif hale getirmek i¢in Nutrient Broth (NB), maya
kiiltiirlerini aktiflestirmek i¢in ise Saboroud Dekstroz Broth kullanilmistir. Hazirlanan
besiyerlerine Nutrient Broth ve Saboroud Dekstroz Broth ekilerek etiivde bakteriler
37°C’de 24 saat, mayalar 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda
izotonik sodyum kloriir (%0,9’luk NaCl) ¢ozeltisi hazirlanarak besiyerlerinde tek koloni

diisen mikroorganizmalar 6ze yardimiyla ¢ozeltiye alinmistir.

Agar kuyucuk yonteminde kiiltiirlerin siispansiyonu 0,5’lik McFarland standardina gore
ayarlanmistir. Bu standarta gore, kiiltiir slispansiyonlarindan 100 pL alinarak besiyerine
drigalski 6zesi ile petrilere yayillmistir. 6 mm ¢apindaki delgec ile petride uygun araliklarla
kuyucuklar agilmistir. Acilan kuyucuklara bitki dziitlerinden 50 uL konulmustur. Oziit
eklenen petriler, iki saat buzdolabinda bekletilerek bakteriler 37°C’lik etiive, mayalar
30°C’lik etiive konulmus ve inkiibasyondan sonra olusan zonlarin caplari (mm)
Ol¢iilmiistiir. Bu ¢alisma her bir 6ziit i¢in {i¢ tekrarli olacak sekilde yapilmis, elde edilen
sonuglarin ortalamasi ve standart sapmalar1 hesaplanmistir. Negatif kontrol olarak ¢oziicii
DMSO; pozitif kontrol olarak bakteriler icin kloramfenikol ve ampisilin; mayalar igin
ketokonazol kullanilmistir. Ayrica ¢oziicii olarak kullanilan DMSO’da kuyucuklara

konulmus ve DMSO’nun mikroorganizmalar iizerinde etkisinin olup olmadig1 denenmistir.

3.2.3. Bitki oziitlerinin antioksidan etkilerinin belirlenmesi

Bitki Oziitlerinin hazirlanmasi

Bitki oziitleri 2,2’-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) yonteminde kullanilmak tizere 100-500
pg/mL konsantrasyonlar1 arasi ¢alisilmistir. Fenolik igerik tayini igin Oziitler 1 mg/mL
konsantrasyonda hazirlanmistir. Antioksidan aktivite deneyleri i¢in bitkiler, Oziitleri
hazirlanirken kullanilan ¢oziiciilerine (metanol veya etanol) hazirlanmistir. Bu 6ziitler koyu

renkli siselerde +4°C’de calisma yapilana kadar saklanmustir.
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DPPH yontemi

Bitki oziitlerinin DPPH radikal siipiiriicii aktiviteleri Blois (1958)’in yontemine gore
belirlenmistir. Bu yontem kararli serbest radikal DPPH’nin elektron veya hidrojen atomlari
veren bir antioksidan varliginda bu kimyasal tarafindan siiptiriilmesi ile karakteristik mor
rengin agilmasimin spektrofotometrik olarak belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Buna
gore antioksidan madde ne kadar gii¢lii etkiye sahipse, DPPH nin mor renginin o kadar
acilmasi beklenir. Deneyde farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 6ziitlerden 1 mL alinarak,
I mL 9%0,004’lik metanolik DPPH (2,2’-difenil-1-pikrilhidrazil) ¢ozeltisi ile
karigtirllmistir. Daha sonra karanlikta oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan &rneklerin absorbanst 517 nm’de UV spektrofotometresinde
Olciilerek bos kontrole (1 mL metanol+1 mL DPPH) kars1 degerlendirilmistir. Pozitif
kontrol olarak biitillenmis hidroksi toluen (BHT) kullanilmustir. Oziitlerin bos kontrol
testleri ve pozitif kontrollerin absorbans degerleri kullanilarak DPPH’nin % inhibisyon

degeri asagidaki formiile gére hesaplanmistir.

% 1nhibisy0n = (Akontrol' Asmek / Akontrol) x 100

Toplam fenolik icerik miktar tayini

Oziitlerin toplam fenolik icerik miktarlari, Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak gallik asite
esdeger olarak Singleton ve Rossi (1965) tarafindan modifiye edilen Folin Ciocalteu
metoduna gore belirlenmistir. Calismada gallik asit, etanol ve metanol Oziitlerinin
cozeltileri 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlanmistir. Deneyde 100 pL 6ziit iizerine 200 pL
%350’lik Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildikten 3 dakika bekletilmistir. Sonra 1 mL
%?2’lik NayCO3 cozeltisi ilave edilmis ve oda sicakliginda 1 saat bekletilmistir. Bu siire
sonunda numunelerin absorbanslar1 760 nm’de Shimadzu-1700 UV spektrofotometresinde
olciilmiistiir. Oziitlerin toplam fenolik bilesik miktarlari, standart gallik asit grafiginden
elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak pg gallik asite esdeger mg 6ziit miktar1 olacak

sekilde belirlenmistir.

A= 10,0047 gallik asit (ng) -0,0017 (R: 0,999)



46

3.2.4. Bitki oziitlerinde DNA etkilesiminin belirlenmesi

Bitki etanol ve metanol 6ziitleri, DMSO igerisinde 100 mg/mL konsantrasyonda ¢oziilerek
hazirlanmis ve pBR322 plazmit DNA iizerinde etkisi aragtirilmistir. Yiiksek
konsantrasyondan diigiikk konsantrasyona seyreltilerek hazirlanan 6ziitler, pPBR322 plazmit
DNA ile 37°C’de inkiibe edilmistir. 24, 48 ve 72 saat sonunda agaroz jel elektroforezi
yapilarak bant olusumu gézlenmistir. Kontrol olarak ise, oziitler ile muamele edilmemis

pBR322 plazmit DNA’s1 jeldeki birinci kuyucuga konularak karsilastirma yapilmistir.

3.2.5. Agaroz jel elektroforezi

%1 (w/v) agaroz, TAE tamponu i¢inde kaynatilarak ¢06ziilmiis ve sonra tabaga
dokiilmistiir. Olusan jel polimerlestikten sonra inkiibasyon sonrasi 6ziit-DNA ¢ozeltisi ile
yiikleme tamponu karistirilmis ve jelde olusan kuyucuklara yiiklenmistir. TAE tamponu
icinde 40-90 V uygulanarak 3-4 saat siire ile dogru akimda yiriitilmiistiir. Sonra Etidium
bromiir i¢cinde birkag dakika boyama yapilmistir. Daha sonra jeller BioDoc Analyze
(Biometra) goriintilleme cihazinda goriintiilenmis ve bilgisayar ortaminda fotograflar

alimastir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Oziitlerin Antioksidan Etkileri

4.1.1. DPPH radikalini siipiiriicii etki

Oziitlerin antioksidan aktiviteleri siipiiriicii aktiviteleri DPPH yontemi ile belirlenmistir.
Calismada B. lycaonicum etanol ve metanol 6ziitlerinden 100-500 pg/mL araliginda farkli
konsantrasyonlar hazirlanmistir. Pozitif kontrol olarak BHT kullanilmustir. Oziitlerin ve
BHT’nin 517 nm’de okunan absorbans degerleri, % 1nhibisyon = (Axontrol~ Asmek /Axontrol) X

100 formiilii ile hesaplanan DPPH siipiiriicii etkileri Sekil 4.1’de gosterilmistir.

DPPH Serbest Radikalini Stuplrme Aktivitesi

% inhibisyon
Ln
[=]
2

Eonsantrasyon 100 200 500 A00 500
e ETAMOIL 47,596 76,50 23,84 86,95 87,16
il [V ETAMNOIL 56,09 87,87 91,14 91,31 91,42
il BHT 43,69 69,46 9407 493,89 84 65

Sekil 4.1. B. lycaonicum etanol ve metanol 6ziitlerinin DPPH serbest radikalini siipiiriicii
etkileri (Konsantrasyon : pg/mL)

Sekil 4.1°e gore; DPPH serbest radikali siipiiriicii etkileri 100 pg/mL konsantrasyondaki
etanol, metanol oziitleri ve BHT igin sirastyla %47,96; %56,09 ve %43,69; 200 ug/mL
konsantrasyondaki etanol, metanol oziitleri ve BHT i¢in sirasiyla %76,50; %87,87 ve
%69,46; 300 pg/mL konsantrasyondaki etanol, metanol oziitleri ve BHT igin sirasiyla
%83,84; %91,14 ve %94,07, 400 pg/mL konsantrasyondaki etanol, metanol oziitleri ve
BHT icin sirastyla %86,95; %91,31 ve %93,89; son olarak 500 pg/mL konsantrasyondaki
etanol, metanol oOziitleri ve BHT igin sirastyla %87,16; %91,42 ve %94,65 olarak
bulunmustur. Bu sonuglara gore, 100 ve 200 pg/mL konsantrasyondaki etanol ve metanol

Oziitlerinin DPPH serbest radikalini siipliriicii etkilerinin antioksidan BHT’den daha
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yiiksek oldugu tespit edilmistir. 300, 400 ve 500 pg/mL konsantrasyonlardaki metanol
Oziitiiniin ise BHT ye yakin gii¢lii bir radikal siipiiriicii etkisi oldugu tespit edilmistir. Yine
ayni dozlarda (300-500 pg/mL) etanol 6ziitiinlin radikal siipiiriicii etkisinin, metanol 6ziitii
ve BHT den diisiik oldugu saptanmis olsa da etanol 6ziitiinlin yiiksek bir radikal siipiirticii
etkiye sahip oldugu belirlenmistir. 100-500 pg/mL konsantrasyonlarda uygulanan bes
dozdaki ortalamalar alindiginda etanol, metanol ve BHT i¢in ortalama DPPH serbest
radikalini siipiiriicii etki degerleri ise sirasiyla %76,48+1,69; %83,57+1,12 ve %79,15+0,33

olarak bulunmustur.

4.1.2. Toplam fenolik icerik tayini

Toplam fenolik icerik tayininde, kontrol olarak gallik asit kullanilmis ve gallik asit egrisi
elde edilmistir (Sekil 4.2). Oziitlerin toplam fenolik icerik miktarlar1, pg gallik asite
esdeger mg ekstre olacak sekilde gallik asit egrisine gore, asagida verilen formiil

kullanilarak hesaplanmistir.

A= 0,0047 gallik asit (ug) -0,0017 (R% 0,999)

y = 0,0047x + 0,0017
R? = 0,999

2,5

N

Absorbans (760 nm)
o v =~ i

100 200 300 400 500 600

o

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.2. Gallik asit esdeger egrisi

Gallik asit egrisine gore, hesaplanan metanol ve etanol 6ziitlerinin fenolik igerik miktarlar
Cizelge 4.1 ve Sekil 4.3’te goriilmektedir. B. lycaonicum fenolik madde miktar1 etanol
oziitlinde 86,23+3,00 ug GAE/mg ve metanol 6ziitiinde 109,57+5,67 ng GAE/mg olarak
hesaplanmistir. Buna gore, etanol ve metanol 6ziitlerinden en fazla fenolik igerigin metanol

Oziitiine ait oldugu gorilmiistiir.
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Cizelge 4.1. B. lycaonicum etanol ve metanol oziitlerinin GAE esdegeri olarak toplam
fenolik madde miktar1 degerleri (ug GAE/mg 06ziit)

GAE/mg 6ziit)

Oziitler Etanol Metanol
B. lycaonicum’un toplam
fenolik madde degerleri (pug 86,23+3,00 109,57+5,67

120,00

Oziitlerin Fenolik Madde Miktari

100,00

80,00 +—

60,00 +—

40,00 +—

mg GAE/g oziit

20,00 +—

0,00
Etanol

Metanol

Sekil 4.3. Bitki 6ziitlerinin fenolik madde igerik miktarlari (ug GAE/mg 6ziit)

4.2. Oziitlerin Antimikrobiyal Etkileri

4.2.1. Agar kuyucuk difiizyon yontemi

Calismada kullanilan B. lycaonicum bitkisinden elde edilen metanol ve etanol 6ziitlerinin

antimikrobiyal etkilerine agar kuyucuk diflizyon yontemi ile bakilmistir. Bunun i¢in her bir

oziitten 25, 50 ve 100 mg/mL olacak sekilde 3 farkli konsantrasyon hazirlanmistir. Negatif

kontrol olarak %350’lik DMSO; pozitif kontrol olarak ise bakteriler i¢in 10 pg/mL

ampisilin ve 30 pg/mL kloramfenikol, mayalar i¢cin 50 pg/mL ketokonazol kullanilmistir.

Metanol ve etanol 6ziitlerinin bakteri ve mayalara kars1 olusturduklar1 zon caplar1 Cizelge

4.2 ve Cizelge 4.3’te; oziitlerin antimikrobiyal etkilerini belirten zon g¢aplari ise Resim

4.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. B. lycaonicum metanol 6ziitiiniin (250 mg/mL) agar kuyu difiizyon yontemiyle
patojen mikroorganizmalara kars1 olusturduklart inhibisyon ¢aplari (mm)

Bupleurum DMSO | Amp* C* Keto*
lycaonicum
metanol 6ziiti
Mikroorganizma
Escherichia coli ATCC | 14+1 - 18+0 2540 -
25922
Escherichia coli ATCC | - - - 8+0 -
35218
Enterococcus hirae ATCC | - - - - -
9790
Enterococcus faecalis | - - 27+0 20+0 -
ATCC 29212
Bacillus subtilis ATCC | 13+0 - 23+1 21+0 -
6633
Bacillus cereus NRRL B- | 12+0 - - - -
3711
Klebsiella ~ pneumoniae | 13+1 - - - -
ATCC 13883
Staphylococcus  aureus | - - 44+1 24+1 -
ATCC 25923
Salmonella  typhimurium | - - - - -
ATCC 14028
Proteus vulgaris RSKK | - - - - -
96029
Pseudomonas aeruginosa | 14+1 - 60+0 34+0 -
ATCC 27853
Candida albicans ATCC | - - - - 11£1
10231
Candida krusei ATCC | - - - - 33+0
6258
Candida tropicalis NRRL | - - - - 18+1
Y-12968

*Bakteriler i¢in pozitif kontrol: Ampisilin (Amp) ve Kloramfenikol (C); mayalar i¢in pozitif kontrol: Ketokonazol (Keto).
Negatif kontrol: DMSO (%100)

Cizelge 4.2’ye bakildiginda B. lycaonicum bitkisinin metanol 6ziitiiniin E. coli ATCC
25922, B. subtilis ATCC 6633, B. cereus NRRL B-3711, K. pneumoniae ATCC 13883 ve
P. aeruginosa ATCC 27853 bakterileri suslari iizerinde etkisi goriilmiis ve zon ¢aplari
Ol¢lilmiistlir. Bitkinin metanol 6ziitliiniin mayalar iizerine etkisi goriilmemistir. Ancak E.
coli ATCC 25922 ve P. aeruginosa ATCC 27853 bakterilerine kars1 orta derecede etki

(zon ¢ap1 14+1 mm) gosterdigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. B. lycaonicum etanol 6ziitiiniin (250 mg/mL) agar kuyu diflizyon yontemiyle
patojen mikroorganizmalara kars1 olusturduklart inhibisyon ¢aplari (mm)

Bupleurum DMSO | Amp* C* Keto*
lycaonicum
etanol oziitli
Mikroorganizma
Escherichia coli ATCC | - - 18+0 25+0 -
25922
Escherichia coli ATCC | - - - 8+0 -
35218
Enterococcus hirae ATCC | - - - - -
9790
Enterococcus faecalis | - - 27+0 20+0 -
ATCC 29212
Bacillus subtilis ATCC | 14+0 - 23+1 21+0 -
6633
Bacillus cereus NRRL B- | 12+0 - - - -
3711
Klebsiella ~ pneumoniae | 14+0 - - - -
ATCC 13883
Staphylococcus  aureus | - - 44+1 24+1 -
ATCC 25923
Salmonella typhimurium | - - - - -
ATCC 14028
Proteus vulgaris RSKK | - - - - -
96029
Pseudomonas aeruginosa | 14+0 - 60+0 34+0 -
ATCC 27853
Candida albicans ATCC | - - - - 11+1
10231
Candida krusei ATCC | - - - - 33+0
6258
Candida tropicalis NRRL | - - - - 18+1
Y-12968

*Bakteriler igin pozitif kontrol: Ampisilin (Amp) ve Kloramfenikol (C); mayalar i¢in pozitif kontrol: Ketokonazol
(Keto). Negatif kontrol: DMSO (%100)

Cizelge 4.3’e bakildiginda B. lycaonicum bitkisinin etanol 6ziitiniin B. subtilis ATCC
6633, B. cereus NRRL B-3711, K. pneumoniae ATCC 13883 ve P. aeruginosa ATCC
27853 bakterileri suslar1 iizerinde etkisi goriilmiis ve zon gaplari Olglilmistiir. Bitkinin
etanol Oziitiiniin mayalar tizerine etkisi gériilmemistir. Ancak B. subtilis ATCC 6633, K.
pneumoniae ATCC 13883 ve P. aeruginosa ATCC 27853 bakterilerine kars1 orta derecede

etki (zon ¢ap1 14+0 mm) gosterdigi belirlenmistir.
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Resim 4.1. Oziitlerin mikroorganizmalar iizerinde olusturduklar1 inhibisyon zonlar1: ()
Metanol oziitiiniin B. cereus NRRL B-3711 {izerine etkisi, (b) Metanol
ozitiiniin B. subtilis ATCC 6633 {izerine etkisi, (¢) Etanol 6ziitiiniin B. cereus
NRRL B-3711 iizerine etkisi, (d) Etanol 6ziitiiniin B. subtilis ATCC 6633
tizerine etkisi

Sonug olarak; B. lycaonicum bitkisinin metanol ve etanol oziitlerinin bakterilere karsi
antimikrobiyal etki gosterdigi ve etanol 6ziitiindeki antimikrobiyal etkinin metanol 6ziitiine
gore daha iy1 oldugu goriilmiistiir. Calismada kullanilan 6ziitlerin higbiri patojen mayalar

iizerinde etkili olmamustir.
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4.3. DNA’ya Baglanma ve Kesme Aktivitesi

DMSO’da ¢oziilerek 100 mg/mL olarak hazirlanan B. lycaonicum metanol ve etanol
Oziitlerinin pBR322 plazmit DNA iizerine etkisi agaroz jel elektroforezi yontemi ile
incelenmistir. Bilesiklerin DMSO igerisindeki ¢ozeltileri 100 mg/mL’den baslayip,
seyreltme yapilarak farkli konsantrasyonlarda hazirlandiktan sonra plazmid DNA ile
37°C’de inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra DNA-6ziit karisimi %1°lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitillerek UV 151k altinda fotograflar ¢ekilmistir. Elektroforez sonucu
genellikle plazmit DNA’nin ii¢ farkli bi¢imi gozlenir: form I (siiper sarmal form), form II
(acik dairesel form) ve form III (dogrusal form). Molekiil agirliklart ayni olmasina karsin
bu ii¢ formun jeldeki go¢ sirasi, agaroz derisimine, DNA’nin biiyiikliigiine, uygulanan
akima ve tamponun iyonik kuvvetine baglidir. Optimize olmus kosullarda genellikle form I
digerlerine gore daha hizli hareket eder [128]. Plazmit DNA iizerindeki bir iplik¢ikte kesim
olusursa, siiper sarmal form gevseyerek daha yavas hareket eden acik dairesel olan form II
olusur. Her iki iplik¢ik de kesilirse, I ve II formlar arasinda go¢ eden dogrusal bir form

yani form 11l meydana gelir [129].

Bitki etanol Oziitiinlin 24 saat siireyle plazmit DNA {izerine etkisini gosteren

elektrofotogram Resim 4.2’de verilmistir.

Form IT

Form III

R R R _§ ] FormI

Resim 4.2. Plazmit DNA’nin B. lycaonicum etanol 6ziitii ile 24 saat inkiibasyonu sonrasi
jel elektroforez goriintiisii P: 6ziit ile muamele edilmemis plazmit DNA; 1: 100
mg/mL; 2: 50 mg/mL; 3: 25 mg/mL; 4: 12,5 mg/mL; 5: 6,25 mg/mL; 6: 3,125
mg/mL

Resim 4.2’ de goriildiigii gibi, en yliksek konsantrasyonda Form I’in hem yogunlugu hem

de hareketliligi azalmistir. Daha sonraki azalan konsantrasyonlarda Form I’in hareketliligi

ve yogunlugu artmistir. Ayrica Form I1I gézlenmistir.
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Bitki metanol o6ziitinlin 24 saat siireyle plazmit DNA iizerine etkisini gosteren

elektrofotogram Resim 4.3’te verilmistir.

Form IT

Form III

Form1I

Resim 4.3. Plazmit DNA’nin B. lycaonicum metanol 6ziitii ile 24 saat inkiibasyonu sonrasi
jel elektroforez goriintiisii P: 6ziit ile muamele edilmemis plazmit DNA; 1: 100
mg/mL; 2: 50 mg/mL; 3: 25 mg/mL; 4: 12,5 mg/mL; 5: 6,25 mg/mL; 6: 3,125
mg/mL

Resim 4.3’te goriildiigli gibi, metanol 6ziitlinde de benzer durum gozlenmistir. Ancak

birden fazla dogrusal DNA goriilmiistiir. Buna gore bitki metanol 6ziitii, etanolden daha

etkili bulunmustur.

Bitki etanol Oziitiinlin 48 saat silireyle plazmit DNA iizerine etkisini gosteren

elektrofotogram Resim 4.4’te verilmistir.

P 1

()
()
'
th
(=

Form IT

Form IIT

Form I

Resim 4.4. Plazmit DNA’nin B. lycaonicum etanol 6ziitii ile 48 saat inkiibasyonu sonrasi
jel elektroforez goriintiisii P: 6ziit ile muamele edilmemis plazmit DNA; 1: 100
mg/mL; 2: 50 mg/mL; 3: 25 mg/mL; 4: 12,5 mg/mL; 5: 6,25 mg/mL; 6: 3,125
mg/mL

Bitki metanol Oziitiinlin 48 saat siireyle plazmit DNA {izerine etkisini gosteren

elektrofotogram Resim 4.5’te verilmistir.
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Form II

Form III

FormI

Resim 4.5. Plazmit DNA’nin B. lycaonicum metanol 6ziitii ile 48 saat inkiibasyonu sonrasi
jel elektroforez goriintiisii P: 6ziit ile muamele edilmemis plazmit DNA; 1: 100
mg/mL; 2: 50 mg/mL; 3: 25 mg/mL; 4: 12,5 mg/mL; 5: 6,25 mg/mL,; 6: 3,125
mg/mL

Bitki etanol Oziitiiniin 72 saat siireyle plazmit DNA {izerine etkisini gosteren

elektrofotogram Resim 4.6’da verilmistir.

Form II

Form III

FormI

Resim 4.6. Plazmit DNA’nin B. lycaonicum etanol 6ziitii ile 72 saat inkiibasyonu sonrasi
jel elektroforez goriintiisii P: 6ziit ile muamele edilmemis plazmit DNA; 1: 100
mg/mL; 2: 50 mg/mL,; 3: 25 mg/mL; 4: 12,5 mg/mL; 5: 6,25 mg/mL,; 6: 3,125
mg/mL

Bitki metanol Oziitiinlin 72 saat siireyle plazmit DNA {izerine etkisini gosteren

elektrofotogram Resim 4.7°de verilmistir.



2 X 2 3 4 K &

Form II

Form III

FormI

Resim 4.7. Plazmit DNA’nin B. lycaonicum metanol 6ziitii ile 72 saat inkiibasyonu sonrasi
jel elektroforez goriintiisii P: 6ziit ile muamele edilmemis plazmit DNA; 1: 100
mg/mL; 2: 50 mg/mL,; 3: 25 mg/mL; 4: 12,5 mg/mL; 5: 6,25 mg/mL,; 6: 3,125
mg/mL

Bitki metanol ve etanoliin 48 saatteki etkilerinin, 24 saatteki etkileriyle benzer durumda
oldugu gozlenmistir. Ancak 72 saatteki etkilerinde Form I’in yogunlugunda azalmalar

gorilmiistir.

Bitki etanol ve metanol 6ziitii ile muamele edilmis plazmit DNA’nin BamHI enzimi ile

kesildikten sonraki elektrofotogram Resim 4.8’de verilmistir.

P PK etanol metanol

Form II
Form ITI

Form1I

Resim 4.8. B. lycaonicum etanol ve metanol oziitii ile muamele edilmis plazmit DNA’nin
BamHI enzimi ile kesildikten sonraki jel elektroforez goriintiisii P: Oziit ve
enzim ile muamele edilmemis plazmit DNA; PK: Oziit ile muamele edilmemis
BamHI enzimi ile kesilmis plazmit DNA; etanol: B. lycaonicum etanol 6ziitii
ile muamele edilmis ve BamHI enzimi ile kesilmis plazmit DNA; metanol: B.
lycaonicum metanol 6ziitii ile muamele edilmis ve BamHI enzimi ile kesilmis
plazmit DNA

Bitki etanol ve metanol 6ziitii ile muamele edilmis plazmit DNA nin HindlIl enzimi ile

kesildikten sonraki elektrofotogram Resim 4.9’da verilmistir.
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P PK etanol metanol

Form II
Form III

FormI

Resim 4.9. B. lycaonicum etanol ve metanol 6ziitii ile muamele edilmis plazmit DNA’nin
Hindlll enzimi ile kesildikten sonraki jel elektroforez goriintiisii P: Oziit ve
enzim ile muamele edilmemis plazmit DNA; PK: Oziit ile muamele edilmemis
HindIIl enzimi ile kesilmis plazmit DNA; etanol: B. lycaonicum etanol 6ziitii
ile muamele edilmis ve Hindlll enzimi ile kesilmis plazmit DNA; metanol: B.
lycaonicum metanol 6ziitii ile muamele edilmis ve HindIIl enzimi ile kesilmis
plazmit DNA

Bitki etanol ve metanol Oziitiyle etkilesime girmis DNA’nin BamHI ve Hindlll
enzimleriyle inkiibasyona birakilmig ve enzimlerin DNA’y1 kesmedigi gozlenmistir. Bu da

bize bitki metanol ve etanol Oziitinin DNA’da Adenin/Adenin’in ve Guanin/Guanin’e

baglandigini gosterir. Bu baglanma oldugu i¢in de enzimler DNA’y1 kesememistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Apiaceae familyasi iiyesi olan B. lycaonicum bitkisine ait mevcut antimikrobiyal ve
antioksidan aktivite ¢alismasi bulunmamaktadir. Familyada tibbi olarak kullanilan bitki
tirleri bulundugu ve daha 6nce bu bitki tiirii ile yapilmis antimikrobiyal ve antioksidan
aktivite calismasi olmadigi i¢in, ¢alismamizda B. lycaonicum bitkisi tercih edilmis ve

bitkinin antimikrobiyal, antioksidan etkileri, DNA ile etkilesimi arastirilmistir.

B. lycaonicum bitkisinin metanol ve etanol dziitlerinin 250 mg/mL konsantrasyonlardaki
antimikrobiyal etkisine agar kuyucuk yontemiyle bakilmistir. Bitkinin metanol 6ziitiiniin
Escherichia coli ATCC 25922, B. subtilis ATCC 6633, B. cereus NRRL B-3711,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, ve P. aeruginosa ATCC 27853 bakterileri suslari
tizerinde etkisi gorilmistiir ve zon caplar1 sirasiyla Escherichia coli ATCC 25922’nin
14+1 mm, B. subtilis ATCC 6633’tn 13+0 mm, B. cereus NRRL B-3711’in 12+0 mm,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883’iin 13+1 mm, P. aeruginosa ATCC 27853’iin 14+1
mm olarak Olciilmiistiir. Bu inhibisyon zonlar1 bize bitki metanol 6ziitiiniin bakterilere
kars1 orta derecede antimikrobiyal aktivitesinin oldugunu goéstermistir. Bitki metanol

Oziitiinlin mayalar lizerine etkisi goriilmemistir.

Bitkinin etanol oziitliniin ise B. subtilis ATCC 6633, B. cereus NRRL B-3711, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 ve P. aeruginosa ATCC 27853 bakterileri suslari tizerinde etkisi
goriilmiistiir ve zon gaplari sirasiyla B. subtilis ATCC 6633°tin 14+0 mm, B. cereus NRRL
B-3711’in 1240 mm, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883’iin 140 mm, P. aeruginosa
ATCC 27853’iin 1440 mm olarak Olgiilmiistiir. Bu inhibisyon zonlar1 bize bitki etanol
Oziitliniin  bakterilere kars1 orta derecede antimikrobiyal aktivitesinin oldugunu
gostermistir. Bitkinin etanol 6ziitiiniin mayalar iizerine etkileri goriilmemistir. Bu verilere
gore, bitkinin metanol ve etanol 6ziitleri bakterilere kars1 orta derecede antimikrobiyal etki
gostermistir. Etanol 6ziitiiniin, metanol 6ziitii ile karsilastirildiginda daha genis capta

inhibisyon zonuna sahip oldugu saptanmustir.

Apiaceae familyasinda kullanilan pek ¢ok tiiriin hem tibbi hem de halk arasinda kullanimi
bu familyaya ait bitki tiirlerini arastirmaya yoneltmektedir. Halk arasinda kullanilan bazi
Apiaceae tiirlerine 6rnek; Foeniculum vulgare (rezene); yapraklari yara iyilestirici, kokii

idrar soktiiriicii olarak, Pimpinelle anisum (anason); istah agici, uyku verici, siit arttirici,
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gastrik sikayetleri ve bagirsak gazlarimi giderici, karacigeri koruyucu olarak, Coriandrum
sativum (kisnig) ise gut hastaliginda, bas ve dis agrilarinda, farenjitte, idrar yolu

enfeksiyonlarinda kullanilabilir [130].

Uguz’un yaptig1 calismada Apiaceae familyasina ait Chenopodium botrys’in metanol
ozitiniin disk diflizyon metodu ile Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Bacillus
megaterium, Listeria monocytogenes, Mycobacterium smegmatis, Bacillus cereus,
Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus brevis, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli bakterilerinde antimikrobiyal etkisi aragtirilmistir. Arastirma sonucunda
bakterilerin zon c¢aplar1 Staphylococcus aureus’da 18 mm, Bacillus cereus’da 7 mm,
Micrococcus luteus’da 7 mm, Pseudomonas aeruginosae’da 7 mm olarak Ol¢iilmiistiir.
Diger bakterilerde ise etki gdzlenmemistir [131]. Calismamizda elde ettigimiz veriler ile
karsilastirdigimizda bitki metanol Oziitimiiz B. cereus ve Pseudomonas aeruginosa

bakterilerine kars1 daha ytiksek etki gdstermistir.

Tosun ve digerleri tarafindan Tiirkiye’de yetisen 4 Seseli L. tiiriiniin toprak tistii ve toprak
alti kisimlarindan elde edilen n-hekzanli o6ziitlerin ve toprak istii kisimlarindan
hidrodistilasyonla elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal aktiviteleri agar disk difiizyon
metodu ile arastirilmistir. Bu ¢aligmada; Seseli gummiferum subsp. corymbosum (toprak
tistii) Candida albicans’ e kars1 zayif etki, S. gummiferum subsp. gummiferum; toprak {istii
ve ucucu yagi Candida albicans, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus
cereus’e karst zayif etki, S. resinosum (toprak {istii, toprak alti ve ucucu yagi)
Staphylococcus aureus, Candida albicans’e karsi1 zayif etki, S. hartvigii (toprak iistii
kisim); Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis’e kars1 zayif etki tespit edilmistir [132].
Bizim ¢alismamizda da metanol ve etanol 6ziitlerinin B. cereus ve B. subtilis bakterilerine
kars1 etki gozlenirken S. aureus bakterisine karsi etki gozlenmemistir. B. cereus ve B.
subtilis bakterilerine kars1 agar kuyucuk difiizyon ¢aplarimiz da bu ¢alismada Olgiilen gap

uzunluklarindan daha yiiksektir.

Yurtseven ve digerleri tarafindan Heracleum argaeum Boiss. & Bal. bitkisinden elde
edilen ugucu yagi ve metanol oziitiiniin in vitro antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir.
Metanol Oziitiiniin Gram (-) bakterilerden E. coli, S. typhimurium’e kars1 etkili olmadigi,
Gram (+) bakterilerden ise B. subtilis’e kars1 etkili olmadigi gézlenmistir. Metanol 6ziiti

denenen konsantrasyonlarda C. albicans karsi inhibitor etki gostermemistir. Gram (-)



61

bakteriler arasinda metanol 6ziitiine en hassas olan Klebsiella pneumoniae iken Gram (+)
bakteriler arasinda en hassas olan Bacillus cereus’dur. Ugucu yag ise diisiik antimikrobiyal
aktivite gostermistir [133]. Bizim ¢alismamizda da bitki metanol 6ziitii Gram (-) bakteriler
olan E. coli’ye ve K. pneumoniae’e kars1 etki gézlenirken, S. typhimurium ve bir maya olan
C. albicans’a kars1 etki gozlenmemistir. En hasssas etki Gram (+) bakteriler arasinda B.

subtilis, Gram (-) bakteriler arasinda ise P. aeruginosa bakterisine karsi goriilmstiir.

Literatiirlerde Bupleurum cinsine ait ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Halk arasinda
Apiaceae familyasinin tibbi olarak yaygin kullanimi géz Oniinde bulundurulup farkli
¢oziciiler kullanarak diger Bupleurum tiirlerinin de antimikrobiyal etkilerinin arastirilmasi
gerektigi disiiniilmektedir. Bupleurum cinsiyle yapilan ¢alismalara 6rnek olarak; Sokmen
ve digerlerinin yaptiklar1 bir ¢alismada Tiirkiye Florasi’ndaki 35 bitkiden elde ettikleri 76
ozitii; Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Branhamella catarrhalis, Escherichia coli,
Clostridium perfringens ve Candida albicans mikroorganizmalarina karsi incelemislerdir.
Bu bitkilerden biri olan Bupleurum sulphureum Boiss.’un toprak iistii kisimlarindan elde
edilen oziitlin de calismada kullandiklar1 test mikroorganizmalarina karst herhangi bir
aktivite gostermedigini tespit etmislerdir [134]. Bizim ¢alismamizda ise B. cereus ve E.
coli bakterilerine kars1 etki gozlenirken S. aureus bakterisine ve C. albicans mantarina

kars1 etki gézlenmemistir.

Bagka bir ¢aligmada ise B. fruticosum’un toprak tistii kisimlarindan elde edilen ugucu yagin
13 gram pozitif ve gram negatif bakteri tiirline, ayrica 2 fungus tiiriine kars1 antimikrobiyal
aktivitesi arastirilmistir. Ugucu yagm Staphylococcus aureus bakterisine karsi giiglii
aktivitenin oldugu, ancak gram negatif bakterilere ve funguslara kars1 aktivitenin olmadigi
tespit edilmistir [108]. Bizim yaptigimiz antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda ise gram
negatif bakterilere karsi yliksek derecede bir antibakteriyel aktivite gozlenirken S. aureus

bakterisine kars1 etki gézlenmemistir.

Bupleurum cinsine ait bagka bir tiire 6rnek olarak; Ashour ve digerlerinin Buplerum
marginatum’un toprak tdstii kisimlarindan hidrodistilasyonla elde ettikleri ugucu yagin
bilesimini ve biyolojik aktivitesini arastirdiklar1 ¢alismada, ugucu yagin analizi sonucu 72
bilesen belirlemisler ve ana bilesenlerin tridekan, undekan, pentadekan, -karyofillen ve -
karyofillen oksit oldugunu bildirmislerdir. Antimikrobiyal aktivite caligmasinda disk

difiizyon metodunu kullanmislar ve Gram pozitif bakterilere kars1 bir aktivite gozlerken



62

Gram negatif bakteriler ve mayalara kars1 daha diisiik aktivitenin oldugu belirlemislerdir.
Calismada elde ettikleri ugucu yagin, Bacillus subtilis ATCC 6051’¢ kars1 daha zayif
inhibisyon zonu olusturdugunu tespit etmislerdir [135]. Bizim yaptigimiz ¢alismada da
Gram (-) bakterilere kars1 daha yiiksek etki gozlenirken Gram (+) bakterilere kars1 zayif

etki gézlenmistir. Mayalara ise etki gézlenmemistir.

Bagka bir ¢alismada ise Bupleurum lancifolium Hornem. bitkisinin k6k ve toprak iistii
kismlarindan elde edilen kloroform, etil asetat, aseton, etanol ve metanol Oziitlerinin
antibakteriyel etkileri Stapylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Bacillus cereus, Streptococcus
salivarius, Enterobacter sakazakii bakterileri suslarmma karsi mikrodiliisyon yontemi
kullanilarak test edilmistir. Arastirma sonuclarinda Oziitlerin test bakterilerine karsi

antibakteriyel bir etkisinin olmadig1 gézlenmistir [136].

Calismamizda kullandigimiz Bupleurum lycaonicum bitkisinin metanol ve etanol
Oziitlerinin antioksidan etkisine DPPH radikal siipiiriicii aktivite ve fenolik igerik tayini
yontemleri ile bakilmistir. Calismada DPPH siipiiriicii aktivite deneyinde standart
antioksidan olarak BHT kullanilmistir. Bu antioksidan aktivite ¢alismalarimiz sonucunda;
bitki metanol ve etanol Oziitlerinin 100 pg/mL ve 200 pg/mL konsantrasyonlarda
standarttmiz BHT ye oranla yliksek antioksidan etki gosterdigi; 300 pg/mL, 400 pg/mL ve
500 pg/mL konsantrasyonlarda ise standartimiz BHT’ye oranla diisiik antioksidan etki
gosterdigi belirlenmistir. Oziitlerin fenolik madde miktarlarina bakildiginda ise etanol
oziitlinde 86,23+3,00 pg GAE/mg ve metanol 6ziitlinde 109,57+5,67 ng GAE/mg olarak
bulunmustur. Bu verilere gore en fazla fenolik madde icerigin metanol 6ziitiine ait oldugu

gorilmiistir.

Yurtseven ve digerleri tarafindan Heracleum argaeum Boiss. & Bal. (Apiaceae)
bitkisinden elde edilen ugucu yagi ve metanol oziitiiniin in vitro antioksidan aktiviteleri
arastirtlmistir. Heracleum argaeum’un metanol 6ziitiiniin toplam fenolik madde miktari
17,74+0,4 ng GAE/mg olarak bulunmustur. Metanol 6ziitii 2 mg/mL konsantrasyonunda
DPPH radikalinde %41,69 inhibisyon gostermistir [133]. Calismamizda elde ettigimiz
verileri fenolik madde miktar1 agisindan karsilastirdigimizda bitki metanol 6ziitlimiiziin

fenolik madde miktart 109,5745,67 pg GAE/mg olarak hesaplanmistir. Buna gore,
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antioksidan sonuglarinin ¢ok yiiksek oldugu metanol 6ziitii 100 pg/mL konsatrasyonda bile

DPPH radikalinde %56,09 inhibisyona sahip oldugu gézlenmektedir.

Basak ve Candan tarafindan Apium graveolens Linn. (Apiaceae) tohumu ugucu yaginin
kimyasal bilesimi ve in vitro antioksidan aktivitesi aragtirilmistir. Apium tohumundan elde
edilen ugucu yagin kimyasal bilesimi GC-MS analiziyle saptanmis ve ugucu yagin %
96.54’tine karsilik gelen 19 bilesen belirlenmistir. Ugucu yagin ilk dort ana bileseni d-
limonen (87.10%), a-terpinolen (2.87%), 2-a-pinen (1.55%) ve p-simen (1.19%) olarak
gozlenmistir. Ugucu yagin antioksidan o6zelligi, reaktif oksijen tiirlerinden (ROT) olan
hidroksil (-OH) ve siiperoksit (O2) radikalleri ile hidrojen peroksit (H,0,) ve kararli serbest
radikal olan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)’i inhibisyon oOzellikleri ¢aligilarak
incelenmistir. Elde edilen veriler, ugucu yagin antioksidan ozelligiyle baglantili olan
toplam flavonoid, toplam fenol ve toplam antioksidan c¢alismalariyla desteklenmistir.
Deneylerde standart olarak biitillenmis hidroksi toluen (BHT), kurkumin ve askorbik asit
kullanilmistir. Apium tohumundan elde edilen ugucu yagin, Fe+3-askorbat-EDTA- H,0,
sistemi ile olusturulan hidroksil radikalini (-OH), ksantin-ksantin oksidaz sistemi ile
olusturulan siiperoksit radikalini (O;) ve kararli bir radikal olan DPPH’1 siiplirme
aktivitesinin pozitif kontrollerden daha iyi oldugu gézlenmistir. Ugucu yagin, hidrojen
peroksidi siliplirme aktivitesi goz tiinline alindiginda ise; ucucu yagm, kurkumin ve
BHT’den daha diisiik, askorbik asitle benzer siiplirme aktivitesine sahip oldugu
belirlenmistir. Elde edilen verilere dayanilarak, Apium tohumu ugucu yaginin radikalleri
temizleyerek in vitro antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve dogal bir antioksidan kaynak
olabilecegi tespit edilmistir [137]. Bizim calismamizda standart olarak sadece BHT
kullanilmis ve bitki etanol, metanol 6ziitlerinin BHT ye oranla farkli konsantrasyonlarda
farkli antioksidan etki gosterdigi DPPH yontemi ile belirlenmistir. Toplam fenolik madde

icerigin ise en fazla metanol 6ziitlinde oldugu goriilmiistiir.

Ahmed ve digerlerinin ¢alismalarinda ise, Konya ¢evresinden toplanan 4 Prangos Lindl
tiiriiniin; kok, herba ve meyvelerinden su ve metanol ile hazirlanan 6ziitlerinin total fenolik
madde miktarlar1 ve antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Orneklerin total fenolik madde
icerikleri Folin-Ciocalteu’nun fenol reaktifi kullamlarak tayin edilmistir. Oziitlerin
antioksidan aktiviteleri; serbest radikal siipiiriicii aktivite kalitatif DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil radikal) yontemi ile, lipozom lipid peroksidasyonu ise tiuobarbitiirik asit

(TBA) yontemi ile calisilmistir. Total fenolik madde miktarlar1 kuru agirlik iizerinden
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gallik asit es degeri olarak (GAE) metanol 6ziitlerinde 77,99-140,29 mg/g arasinda; sulu
oziitlerde ise 37,53-97,29 mg/g arasinda hesaplanmistir. Biitiin 6ziitler DPPH testinde zayif
bir antioksidan aktivite gostermistir. TBA testinde metanol 6ziitlerinde su 6ziitlerine oranla
daha yiiksek aktivite gozlenmistir [138]. Toplam fenolik madde miktar1 olarak bitki
metanol Oziitimiz 109,57+5,67 png GAE/mg olarak hesaplandigi i¢in benzerlik
gostermektedir. Fakat bitki su 6ziitiimiiz ile ilgili antioksidan ¢alisma yapilmamistir. DPPH
testinde ise metanol oziitlimiiz denenen Prangos tiirlerine gore yiiksek antioksidan aktivite

gbzlenmistir.

Giilgin ve digerleri tarafindan yapilan calismada; Apiaceae familyasindan Pimpinella
anisum L. (anason) tohumlarinin sulu ve etanollii Ozitlerinin Proteus mirabilis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Citrobacter koseri, Enterobacter
aerogenes, Micrococcus luteus ve Staphylococcus epidermidis’e karsi antimikrobiyal etkili
oldugu tespit edilmistir. Anason (Pimpinella anisum) tohumlarmin su &ziitii Candida
albicans’a kars1 antimikrobiyal etki gozlenirken, etanol Oziitinde bdyle bir etki
gozlenmemistir. Anason tohumlarinin sulu ve etanollii 6ziitlerinin gii¢lii antioksidan etki
gosterdigi gortilmiistiir. Sulu ve etanollii anason tohumu o6ziitleri, linoleik asit sisteminin
peroksidasyonunu %99,1 ve %77,5 oraninda inhibe etmistir. a-tokoferol’lin inhibe edici
etkisi ise %36,1 oraninda gerceklesmistir. Anason tohumlarinin sulu 6ziitlerinin etanolli
Oziitlere nazaran daha giiclii antioksidan oldugu bildirilmistir [89]. Calismamizda elde
ettigimiz veriler ile karsilagtirdigimizda; bitki etanol ozitiimiiz Staphylococcus aureus
bakterisine ve Candida albicans mayasina karsi antimikrobiyal etki gOstermemistir.
Antioksidan etkileri ise DPPH testinde standart BHT ye oranla farkli konsantrasyonlarda
farkli etki gostermistir. Toplam fenolik igerik tayininde de etanol Oziitlimiiziin degeri
86,23+3,00 ng GAE/mg olarak bulunmustur. Fakat bitki su Oziitiimiiz ile ilgili

antimikrobiyal ve antioksidan ¢aligma yapilmamustir.

Bu tez c¢alismasinda Bupleurum lycaonicum bitkisinden elde edilen metanol ve etanol
oziitlerinin DNA ile etkilesimlerine plazmit DNA’s1 ile bakilmistir. DMSO ¢6ziiciisiinde
coziilerek 100 mg/mL olarak hazirlanan ve farkli derisimlerde seyreltilen metanol ve
etanol Oziitlerinin plazmit DNA iizerine etkisi agaroz jel elektroforezi yontemi ile

incelenmistir.
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Madde-DNA etkilesimleriyle ilgili olarak Ilter ve digerleri, sentezledikleri yeni spirosiklik
monoferrosenilsiklotrifosfazenlerin, antifungal, antibakteriyel aktiviteleri ve bilesiklerin
DNA fizerine etkilerini arastirmiglardir. Bu maddelerin bazilarinin, patojen bakteriler
iizerine, tiiberkiilloz referans susuna ve klinik suslara da etkili oldugunu bulmuslardir.
Bilesiklerin plazmit DNA ile etkilesimleri sonucu DNA hareketliligi ve yogunlugunda
etkili oldugunu gostermislerdir. Ayrica, yapilan restriksiyon analizinde tiim bilesiklerce

BamHI kesiminin gézlenmedigini, ancak HindIII kesiminin gozlendigini tespit etmislerdir
[139].

Okumus ve digerleri, sentezledikleri yeni mono ve bis (4florobenzil)
spirosiklofosfazen’lerin biyolojik aktiviteleri ve DNA etkilesimlerini aragtirmiglardir.
Arastirma sonucunda bilesiklerden sadece ikisinin bakteri ve mayalara kars1 antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugunu bulmuslardir. Bilesiklerin DNA ile etkilesimlerini pBR322
plazmit DNA’s1 ile calismislar ve sentezlenen tiim bilesiklerin DNA’nin hareketliligi

tizerinde etkili oldugunu bildirmiglerdir [140].

Bupleurum lycaonicum bitkisine ait metanol ve etanol Oziitlerinin  diisiik
konsantrasyonlarda (100-200 ug/mL) bile yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olmasi ve
DNA ile etkilesime girme yetenegi bu bitkinin potansiyel bir antikanser ajan olabilecegini
gostermektedir. Bu sebeple bu bitkinin ¢esitli kanser hiicre hatlarinda sitotoksik etkisinin
yapilacak caligmalarla ortaya konulmasi gerekmektedir. Bupleurum lycaonicum bitkisi ile
yapilacak olan sonraki ¢aligmalarda bitkide bulunan sekonder metabolitlerin tespit
edilmesi, biyolojik etkilerinin arastirilmasi ve bitkinin metanol, etanol 6ziitleri ile ¢calisma

yapildig1 i¢in su 6ziitliyle de ¢alisma yapilmasi tavsiye edilmektedir.
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