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OZET

ACHILLEA NOBILIS L. SUBSP. SIPYLEA (O. SCHWARZ) BASSLER
BiTKi EKSTRAKTLARININ POTANSIYEL ETKILERININ
FARKLI TEST SISTEMLERI iLE BELIRLENMESI

Merve BALLI YUKSEL
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Biyoloji Anabilim Dal1 Doktora Tezi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Neslihan DEMIR
01/02/2018, 139

Bu ¢alismada, endemik Achillea nobilis L. subsp. sipylea (O. Schwarz) Béssler
(Asteraceae) bitkisinin hekzan, metanol ve su ekstraktlarinin genotoksik, antigenotoksik,
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri ile toplam fenolik ve flavonoid madde icerikleri
Uzerine mevsim ve lokasyon degisimlerinin etkisi belirlenmistir. Bitkiler ii¢ farkl
istasyondan ilkbahar ve yaz aylarinda toplanmistir.

Bitkinin genotoksik potansiyeli Tradescantia stamen tlyl mutasyon analizi ve
DNA cleavage testi ile belirlenmistir. Antigenotoksik aktiviteyi saptayabilmek icin DNA
koruma aktivite testi ve Allium cepa L. kok meristematik htcre testi uygulanmistir. Toplam
fenolik ve flavonoid madde icerikleri spektrofotometrik olarak dl¢iilmiistiir. Ekstraktlarin
antioksidan aktiviteleri farkli yontemler (DPPH radikal giderme aktivite testi,
pB-karoten/linoleik asit testi, CUPRAC, metal selatlama aktivitesi ve toplam antioksidan
aktivite testi) kullanilarak tespit edilmeye calisilmistir. Agar disk diflizyon yontemi ve
MIK testleri ile gesitli patojenik bakteri ve mayalara kars: in vitro antimikrobiyal aktivitesi
test edilmistir.

Calisma sonucunda, 0zellikle metanol ve su ekstraktlarinin H202’ye kargi anlaml
antigenotoksik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica test edilen butln
ekstraktlarin, 6zellikle su ekstraktinin, doza bagl olarak antioksidan aktivite gosterdikleri
saptanmistir. Bununla birlikte, antioksidan aktivite ile toplam fenolik icerik arasinda pozitif
bir korelasyon bulunmustur. Calisma sonuclari, bitkinin antigenotoksik ve antioksidan
aktiviteleri ile biyoaktif madde igeriginin mevsim, ekstrakt g¢esidi, doz ve uygulama

stiresine bagl olarak degistigini gostermektedir.
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Elde edilen sonuglar A. nobilis subsp. sipylea metanol ve su ekstraktlarinin giiglii
antioksidan ve DNA hasarina karsi koruma potansiyelinin oldugunu agik¢a gostermekte
olup, bu durum bitkinin dogal antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegine isaret

etmektedir.

Anahtar sozcukler: Achillea nobilis subsp. sipylea, Civanpercemi, Ekstrakt,

Antigenotoksisite, Antioksidan, Antimikrobiyal.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF POTENTIAL EFFECTS OF ACHILLEA NOBILIS L.
SUBSP. SIPYLEA (O. SCHWARZ) BASSLER PLANT EXTRACTS
WITH DIFFERENT TEST SYSTEMS

Merve BALLI YUKSEL
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Biology
Advisor: Asst. Prof. Dr. Neslihan DEMIR
01/02/2018, 139

In this research, the influences of season and location variations on genotoxic,
antigenotoxic, antioxidant and antimicrobial activities and total phenolic and flavonoid
contents of n-hexane, methanol and water extracts of endemic Achillea nobilis L. subsp.
sipylea (O. Schwarz) Béssler (Asteraceae) were determinated. The plant was collected at
three localities in spring and summer seasons.

The genotoxic potential of the plant was studied using Tradescantia stamen hair
mutation assay and DNA cleavage assay. The antigenotoxic activity was determined by
DNA protecting activity assay and Allium cepa L. bioassay. Total phenolics and flavonoids
were determined spectrophotometrically. The antioxidant activities of the extracts were
evaluated by different methods (DPPH radical scavenging assay, p-carotene/linoleic acid
test, CUPRAC, metal chelating activity and total antioxidant activity). The extracts were
considered for in vitro antimicrobial activity against a variety of clinical pathogenic
bacteria and yeasts by agar disc diffusion method and MIC test.

Consequently, the extracts, especially methanol and water extracts, showed a good
antigenotoxic activity against H>O». All the tested extracts, especially water extracts, also
showed a concentration dependent antioxidant activity. A positive correlation between
antioxidant activity and total phenolic content was found. Results of study showed that
antigenotoxic and antioxidant activities and bioactive compound content of plant changed

according to season, type of extract, dose and duration of treatment.
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These results clearly demonstrates the strong antioxidant and DNA damage
protecting potential of methanol and water extracts of A. nobilis subsp. sipylea and marks

its use as a potential source of natural antioxidant.

Keywords: Achillea nobilis subsp. sipylea, Yarrow, Extract, Antigenotoxicity,
Antioxidant, Antimicrobial.
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BOLUM 1
GIRIS

Bitkiler eski caglardan beri parfiim ve kozmetik endiistrisinde aroma verici, gida ve
icecek endiistrisinde koruyucu ve lezzet verici olarak kullanilmasmin yani sira sahip
olduklar1 biyolojik 6zellikleri ile ¢esitli hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir.
Bitkilerin biyolojik 6zellikleri dogrudan kimyasal kompozisyonlari ile iliskilidir. Bitkilerin
kimyasal kompozisyonu ¢evresel, cografi, mevsimsel ve sirkadiyen degisimlerden
etkilenebilmektedir (Cerqueira ve ark., 2007).

Insanoglu, sahip oldugu tibbi ve aromatik 6zelliklerinden 6tiirii bitkilerden ve bitki
ekstraktlarindan tarih Oncesi ¢aglardan beri faydalanmaktadir. Geg¢miste oldugu gibi
giiniimiizde de c¢esitli hastaliklarin tedavisinde ya bitkiler ya da bitkilerden elde edilen
etken maddeler kullanilarak tedavi yoluna gidilmektedir (Faydaoglu ve Siirtictioglu, 2011).
Son yillarda, tibbi ve aromatik bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif bilesenler iizerinde
¢ok sayida arastirmalar yapilmis olup halen bu ¢alismalar artarak devam etmektedir.

Bitkiler, biyolojik olarak aktif bilesiklerin zengin degerli dogal bir kaynagidir.
Bitkilerin antiviral, antibakteriyel, antifungal, insektisidal, antioksidan ve antimutajen
oOzelliklere sahip oldugunu kanitlayan pek ¢ok ¢aligma bulunmaktadir (Kawther, 2007).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) bitkisel tibbin énemini kabul etmis ve bunun maliyeti
diistirmesinden dolay1 gelismekte olan iilkelerdeki insanlar i¢in de gecerli bir alternatif
kaynak olarak 6neme sahip oldugunu o6ne siirmiistiir. Kimyasal onleyici ajanlar olarak
adlandirilan pek ¢ok dogal iiriin; antioksidan, antimutajenik aktivite, enzim modulasyonu,
gen ifadesi, apoptozu da igeren farkli mekanizmalar yoluyla kanser olusumunun ¢ok adiml
stireclerini inhibe ederek kansere kars1 miicadelede biiyiik bir potansiyel sunmaktadir (De
Flora ve ark., 2001; Miadokova ve ark., 2008).

Pek ¢ok bitki tedavi edici 6zellige sahip olmasina ragmen, icerdikleri baz1 etken
maddeler nedeniyle potansiyel mutajenik, kanserojenik, toksik ve teratojenik
olabilmektedir (Gadano ve ark., 2006). Bununla birlikte, yapilan pek c¢ok c¢aligma
sonucunda bitkilerin potansiyel dogal antigenotoksik etkiye sahip olduklarina dair bulgular
da elde edilmistir (Sinapli, 2010; Yildiz, 2010; Balli, 2012). Bu agidan, genotoksisite ve
antigenotoksisite ¢aligmalar1 halk arasinda yaygin kullanima sahip bitkilerin ve bitkisel
tirtinlerin giivenilirligini ve etkinligini degerlendirmeye yardime1 olabilmektedir.

Giliniimilizde insan saglig1 ve ¢evreye biiylik onem verilmesi gerektigi anlagilmis

olup; pek ¢ok bilimsel ¢alisma saglikli kalabilmek i¢in dogal beslenmenin gerekliligine ve



dogal yollardan elde edilmis antioksidan kullanimina isaret etmektedir. Oksijen insan
yasami i¢in vazgecilmez olmakla birlikte, normal metabolizma sirasinda viicuda zarar
verme potansiyeline sahip bazi reaktif oksijen tlrleri (ROS) tretmektedir. Oksidatif strese
neden olabilen bu durum DNA, protein, karbonhidrat ve lipidlerde hasarlara yol
acabilmekte ve basta koroner hastaliklar, kanser, diyabet ve karaciger tahribati olmak iizere
birgok hastaliga neden olabilmektedir. Buglin 50'den fazla hastaligin ROS'larla ilgili
oldugu bildirilmektedir (Diplock, 1997; Koca ve Karadeniz, 2003; Metin, 2013).
Giliniimiizde, yapay antioksidanlarin giivenirlilikleri iizerindeki endiseler neticesinde cesitli
dogal materyallerden alternatif dogal antioksidanlarin elde edilmesine yonelik yogun bir
ilgi bulunmaktadir. Bu durum, arastirmacilarin potansiyel dogal antioksidan kaynagi olarak
gorulen tibbi ve aromatik bitkiler iizerine odaklanmasina neden olmustur.

Antimikrobiyal aktivite besinlerin korunmasi, eczacilik, alternatif tip ve dogal
terapi gibi pek ¢ok uygulama alanlarinin temelini olusturmaktadir (Abay, 2006). Bitkilerin
mikroorganizmalar Gzerindeki oldirtcu etkileri ve insan sagligi agisindan 6nem tasiyan
ozellikleri 1926 yilindan bu yana laboratuvarlarda arastirilmaktadir (Vonderbank, 1949;
Digrak ve ark., 1999). Antimikrobiyal aktivite gdsteren bitkiler gidalarda koruyucu madde
olarak, tibbi amagli anti-helmintik, anti-fungal olarak ve bitki zararlilarina, yabanci otlara
kars1 miicadelede kullanilmaktadir (Toroglu ve Cenet, 2006). Bu nedenle giiniimiizde, bitki
ekstraktlar1 test edilerek yapilan ve yaygin kullanima sahip antimikrobiyal aktivite
calismalar1 da 6nem arz etmektedir.

Alternatif etkili dogal kaynaklarin bulunmasina yonelik yapilan calismalara ek
olarak, bu ¢alismada Asteraceae familyasindan ¢ok yillik Achillea turlerinden A. nobilis
subsp. sipylea bitkisi secilmistir. Bitkinin sahip oldugu etken madde igerigi lizerinde
ekolojik faktorlerin rol oynayabilecegi diisliniilmektedir. Bu nedenle bu g¢aligsmada; A.
nobilis subsp. sipylea bitkisinin genotoksik, antigenotoksik, antioksidan ve antimikrobiyal
potansiyelinin mevsime, yetistigi lokasyona, elde edilen ekstrakt ¢esidine ve doza bagh
olarak anlamli bir farka sahip olup olmadiginin arastirilmasi ve boylelikle bitkinin
optimum toplanma ve kullanim sekli icin de bilimsel bir temel olusturulmasi
amaglanmistir. Yapilan bu kapsamli karsilastirmali ¢alisma, Achillea turleri ile yapilan

caligmalar arasinda ilk ve diger bitki tiirleri i¢in de nadir olma niteligi tagimaktadir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Sitotoksisite ve Genotoksisite

Kisaca zehir bilimi olarak tanimlanabilen toksikoloji, biyolojik sistemlerde
kimyasal ya da fiziksel ajanlarin neden olabilecegi olumsuz etkileri inceleyen ya da bu
ajanlarin zararsizlik limitlerini ortaya koymaya calisan bilim dali olarak nitelendirebilir.
Toksikoloji denilince ilk akla gelen isim, modern tibbin kurucularindan olan
Paracelsus’tur. Yaklasik 500 yil 6nce Paracelsus’un zehrin tanimini yaparken kullanmig
oldugu ifadeler ile simdiki modern toksikolojinin temelini attig1 sOylenebilir. Paracelsus’a
gore; “Her madde zehirdir. Zehir olmayan madde yoktur; zehir ile ilact ayiran dozdur”. Bu
konuyla ilgili giiniimiize kadar yapilan ¢ok sayida bilimsel ¢alisma ile maruz kalinan
maddelerin olas1 riskleri daha iyi anlasilabilmis ve bdylelikle insan sagligina zarar
verebilecek maddelere karsi gereksiz maruziyet dnlenebilmistir.

Toksikoloji, oldukca genis aragtirma konusuna sahip bir bilim dalidir ve ¢alisma
alanlarma gore farkli alt dallara ayrilmaktadir. Bu alt dallardan, maddelerin canlilarin
temel yapitagi olan hiicreler iizerine etkilerini inceleyen bilim dali “sitotoksikoloji”;
gelistirilen cesitli genetik tekniklerle elde edilen kromozomlar Gzerine etkilerini inceleyen
bilim dali da “genotoksikoloji” olarak adlandirilmaktadir. Kromozomal veya DNA’da
hasara neden olan maddelere de genotoksin denilmektedir. Eger bu hasar (mutasyon) bir
esey hiicresinde gergeklesirse, kalitsal olarak degismis bir 6zellige neden olabilmektedir.
Ayrica, somatik bir hiicrede olusan DNA hasar1 da somatik bir mutasyon ile sonuclanarak
habis transformasyona (kanser) neden olabilmektedir.

Potansiyel sitotoksik, genotoksik, mutajenik ve kanserojenik etkinin
belirlenebilmesi i¢in giiniimiizde birgok test sistemi gelistirilmistir. Bu testlerden in vivo
testler ile dogrudan ya da in vitro testler ile dolayli olarak etki belirlenebilmektedir.
Genotoksisite ¢alismalari i¢in tasarlanan bu in vitro ve in vivo deney modelleri ile DNA
hasar1 veya bunun prokaryotik veya o©karyotik hicrelerdeki biyolojik sonuglart
saptanabilmektedir. 1960 ve 1970°1i yillarda, genotoksik potansiyele sahip maddelerin ve
bunlarin g¢evresel etkilerinin belirlenmesi i¢in bitkilerin kullanildigi birka¢c genotoksisite
testi gelistirilmistir (Ma, 1981; Misik ve ark., 2011). Fenotipik degisikliklerin saptanmasi
esasina dayanan gen mutasyon testleri, birkag bitki (Zea mays, Glycine max, Hordeum
vulgare ve Arabidopsis thaliana) ile belirlenmekteydi. Bu modeller pahali ve zaman alici

olmalarindan dolay1 giinlimiizde nadiren kullanilmaktadir. Kromozomal anomalilerin



belirlenmesine dayali diger yaklagimlar, daha kisa siirede sonug alinabilen mikroniikleus
(MN) testleriyle degistirilmistir.

Genotoksisite testleri ile genomu etkileyebilen parazitik enfeksiyonlarin tespiti,
bazi hastaliklarda artan DNA hasarinin tayini, kimyasal maddelerin (tatlandiricilar, gida
katki maddeleri, nanopartikiiller, bitkisel iirlinler, ilaglar gibi) etki potansiyeli hakkinda
bilgi edinebilme ve kansere duyarliligin tespit edilmesi miimkiin olmaktadir (Mateuca ve
ark., 2006). Ayrica bu testler, ¢evresel kimyasallarin ve tiiketici {irlinlerinin giivenilirligini
degerlendirmek ve bilinen veya sliphe edilen kanserojenlerin etki mekanizmalarini ortaya

¢ikarmak i¢in de kullanilmaktadir.

2.1.1. Tradescantia Stamen Tlyu Mutasyon Analizi

Bazi bitkilerin sahip oldugu 0zel gen bdlgelerinden yararlanilarak tasarlanmis
mutasyon analizleri ile maddelerin genotoksisitesini belirlemek miimkiin olmaktadir. Bu
analizlerin temeli, bir ya da iki lokusta heterozigot olan 6zel olarak olusturulmus test
suslarina veya klonlara dayanmaktadir. Test edilen maddenin genotoksik potansiyele sahip
olmasi durumunda, test suslarina veya klonlara uygulandiktan kisa siire sonra somatik
mutasyonlar ortaya c¢ikmaktadir. Bu somatik mutasyonlar; yapraklar, cicek petalleri,
stamen tiyleri {izerindeki farkli renklerdeki doku bolgeleri seklinde kendisini
gostermektedir. Tradescantia stamen tlyu analizinde pembe renkli mitotik hucrelerin
olusumu, somatik resesif mutasyonlarn varligina isaret etmektedir (Aki ve Karabay,
2004).

Tradescantia stamen tlyl mutasyon (Trad-SHM) analizi, 1950°’li yillarin
sonlarinda Dr. Arnold H. Sparrow ve arkadaslar tarafindan bulunmus ve 1960’11 yillar
boyunca ayni ekip tarafindan gelistirilmistir (Ma ve ark., 1994). Tradescantia ile yapilan
ilk ¢aligmalar niikleer radyasyonun genetik materyal iizerine olan etkileriyle ilgili olmustur
(Sparrow ve ark., 1972). Daha sonra bu test, havada bulunan maddelerin, ucucu organik
bilesiklerin ve sivi formdaki kimyasal maddelerin mutajenik aktivitesini arastirmak iizere
uyarlanmigtir (Sparrow ve Schairer, 1971; Schairer ve ark., 1982).

Trad-SHM analizi basit, uygun maliyetli, 11-14 gin iginde sonucun alinabilecegi
kisa siireli, arazi ya da laboratuvar kosullarina uyarlanabilen bir mutajenite belirleme
testidir. Bu testte esas hiicreler, gen¢ ¢icek tomurcuklarinda gelisen mitotik stamen tiiyii
hlcreleridir. Tradescantia (0zellikle 4430 klonu) bitkisinin bu stamen tlyi hicreleri, ¢icek
rengi igin heterozigottur. Boylece, maviden (dominant) pembeye (resesif) olan renk

degisimi ile gergeklesen fenotipik degisiklik sonucu mutasyon goérindr hale gelmektedir.
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Bu nedenle, mavi allelde meydana gelen mutasyonlarin ¢ogu mavi hiicreler arasinda
resesif bir pembe hiicre olugmasina neden olmaktadir. Bu sirada ortaya c¢ikan mutant
pembe hiicre boliinmeye devam edebilmekte ve birden fazla sayida pembe hiicre siirekli
bir dizi olusturabilmektedir. Bu sekilde mavi hiicreler tarafindan ayrilmis pembe bir hiicre
dizisi, sadece tek bir mutasyon olarak dikkate alinmaktadir. Bir ya da daha fazla mavi
hicre ile ayrilmig iki adet pembe hiicreye sahip bir stamen tiiyii iki ayri mutasyona
ugramistir diye distiniilmektedir (Underbrink ve ark., 1973; Schairer ve ark., 1982).
Genellikle mutasyon orani 1000 stamen tiiy hicresinde gerc¢eklesen mutasyon sayisi
dikkate alinarak hesaplanmaktadir (Ma ve ark., 1994).

Akut uygulamalarda uygulamadan yaklasik 7 giin sonra pembe renkli stamen tiyii
hicrelerinin hesaplanabilir olmasina karsin, mutasyonlarin gézlenebildigi en iyi siirenin 8.-
14. gilinler oldugu saptanmistir. Birka¢ giin siiren kronik uygulamalarda ise, iyilesme
sliresinin buna gore ayarlanmasi gerektigi vurgulanmaktadir (Ma ve ark., 1994).

Uluslararas1 Kimyasal Giivenlik Programi (IPCS)'nin destekledigi bir ¢alismada,
aralarinda Trad-SHM analizinin de bulundugu Tradescantia test modellerinin basarisi, bes
farkli laboratuvarda bilinen dort genotoksik kimyasalla degerlendirilmistir. Bu ¢alismada
elde edilen sonuglar, Trad-SHM testinin, mutajenite agisindan kimyasallarin taranmasi igin

giivenilir bir sistem oldugunu dogrulamistir (Rodrigues ve ark., 1997).

2.1.2. DNA Kesme ve Koruma Aktivitesi

DNA kesme aktivitesi, hidrolitik veya oksidatif olmak UGzere iki sekilde
gerceklesmektedir. Hidrolitik yolla kesme islemi, DNA’nin fosfodiester baginda meydana
gelirken; oksidatif yolla kesme islemi ise, seker veya niikleobazlarda meydana
gelmektedir. Cift sarmalli DNA molekiiliiniin hidrolitik olarak kesimi, fosfodiester baginin
hidrolizi ile sonuglanmaktadir. Oksidatif olarak DNA kesimi, hidroksil radikali (HO),
suiperoksit (O2) veya singlet oksijen (*O2) tiirleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olugsmasiyla baslamaktadir. Bu serbest radikaller, seker hidrojenlerini ayirarak DNA
kesimini baslatmakta ve sonucta DNA kesim iirtinleri olusmaktadir.

DNA kesme ve koruma aktivitesinin belirlenmesi amaciyla DNA cleavage testi
kullanilmaktadir. Bu test ile hem DNA’da hasara yol agan hem de DNA hasarina karsi
koruyucu ozellige sahip maddeler tespit edilebilmektedir. Bu amagla testte, Form | olarak
adlandirilan plazmid DNA’nin Form II ve/veya Form III sekline doniislip donligmedigi
incelenmektedir. Form I, II ve III olarak ifade edilen plazmid DNA’lar kisaca su sekilde

tanimlanabilir:



Form I: Supercoiled form; siiper kivrimli gembersel DNA

Form II: Relaxed circular form; tek zincir kirig1 iceren ¢embersel DNA

Form III: Linearized form; iki zincirde de bir veya birden fazla kirik igeren
dogrusal DNA

Bu formlar agaroz jel elektroforezde farkli hizlarda hareket ederler. Ornegin; yiik
yogunlugu fazla ve hacmi az oldugundan dolay1 jelde en hizli Form I hareket etmektedir.

Hareket hizlarina gére Form I>Form III>Form II seklinde siralanmaktadirlar (Sekil 2.1).

Form | Form 1l Form Il
Form 11

g 2 o, ?

{“b ,ci'? 7 . \ 3

6,7'}5\{‘ 5 g/‘ g Form 1
W 4 9

A 8

£ % \\b\ /
g } Aol g Form |

Ng? R

(a) (b)

Sekil 2.1. (a) Plazmid DNA’nin farkli formlar1 ve (b) agaroz jel elektroforezindeki bant

goranumleri

2.1.3. Allium cepa L. Kok Meristematik Hucre Testi

Allium cepa L. kok meristematik hiicre testi basta kimyasallarin genotoksik
potansiyellerinin belirlenmesinde, c¢evresel kirliligin tespitinde, bitki ekstraktlarinin
anti/genotoksik etkilerinin belirlenmesinde yaygin olarak tercih edilen bir hizli tarama
testidir (Fiskesjo, 1985).

Bitkinin tiim yasami boyunca bdoliinebilme yeteneginde olan meristematik dokular,
mitoz bdélunmenin incelenebilmesi icin en uygun materyallerdir. Bitki meristematik
dokularindan kok uglari, test edilecek kimyasallar ve Kirleticilerle bire bir temas eden
kistimdir. Bu bakimdan, kdk meristematik hiicreleri bu maddelere karst duyarli olmakla
birlikte; yeni gelisen koklerde meydana gelen inhibisyon ve/veya kok meristematik
hiicrelerinin kromozomlarinda gézlenebilen anormallikler test edilen maddenin toksisitesi
hakkinda genel bir bilgi saglamaktadir.

Bitkilerin anti/genotoksik potansiyellerini belirlemek amaciyla farkl: test sistemleri
uygulanmaktadir. Bu sistemler arasinda en yaygin olarak kullanilanlardan birisi de A. cepa

testidir. Bu test ilk defa Levan tarafindan 1938 yilinda kolsisinin etkisini belirlemek



amaciyla denenmistir. Daha sonraki yillarda bu temel test sistemine belirli modifikasyonlar
yapilarak kullanim alani gelistirilmistir (Fiskesjo, 1985). Allium testi hizli, giivenilir,
uygulanmasi kolay ve ekonomik bir test sistemidir. Kok uglar1 ile ugrasmak kolaydir ve
bunlar konsantrasyonu ayarlanabilen kimyasallarla dogrudan etkilestirilebilir. A. cepa
tiriniin az sayida (2n=16) ve biiyilk kromozomlara sahip olmasi da bu testin
kullanilabilirligini arttirmistir. Ayrica, prokaryotik veya okaryotik canlilarla yapilan diger
alternatif kisa donem toksisite test sistemleriyle iyi bir korelasyon gdstermektedir
(Fiskesjo, 1985; Marco ve ark., 1986).

Toksisite ¢alismalarinda kok ucu sistemlerinin incelenmesi hizli, ucuz ve hassas bir
yontemdir. Ayrica bu yontem sayesinde; kok uglarindaki biiylime diizensizlikleri ile
makroskobik, mitotik indeksin ve kromozomal anormaliklerin belirlenmesi ile
mikroskobik seviyede gozlem yapilabilmektedir. Bu nedenle, bu ¢alismada biiyilik yapida
Ve az saylida kromozomlara, kisa ¢imlenme siiresine ve diisiik maliyete sahip A. cepa kok

ucu hiicre testi kullanilda.

2.2. Oksidatif Stres ve Antioksidan Aktivite

Genellikle bir atom merkezi bir cekirdegin etrafinda donen cift elektronlardan
olusur. Bununla birlikte; bazi atomlar, atom gruplar1 veya molekiller son yoriingelerinde
eslesmeyen elektronlara sahiptir ve bunlar serbest radikaller olarak tanimlanmaktadir.
Eslesmemis bu elektronlar diger elektronlarla ¢ift olusturmaya egilimli olurlar. Bu nedenle,
serbest radikaller cogunlukla kararsizdir ve oldukga reaktiftirler (Lobo ve ark., 2010).

Yasam i¢in vazgegilmez bir element olan oksijenin viicuda alinan ortalama %4’
reaktif oksijen tlrleri (ROS) sekline dontismektedir. Bir oksijen molekiilii (O2) in vivo
metabolize oldugunda dort elektron indirgenir. Bu islem sirasinda aktif oksijen
metabolitleri, enerji ilavesi veya gecis elementleri ile etkilesime bagl olarak elektronlarin
uyartilmasiyla tretilir. Bu sekilde tretilen aktif oksijen metabolitleri, orjinal oksijen
molekilunden daha yuksek derecede reaktiftir ve bunlara aktif oksijen turleri denir.
Kisaca, ROS kimyasal olarak reaktif, bir veya daha fazla oksijen atomu iceren molekiiller
olarak da tanimlanabilir. Bu molekdiller, serbest radikalleri ve biyolojik molekulleri okside
edebilen radikal olmayan reaktif bilesikleri kapsamaktadir. Bu nedenle ROS ayni1 zamanda
oksidanlar veya prooksidanlar olarak da ifade edilmektedir. Stiperoksit, hidrojen peroksit,
hidroksil radikalleri ve singlet oksijen aktif oksijen trlerinden sadece birkagidir. Cizelge
2.1.de sadece kimyasal formiiliin iistiinde ve saginda bir nokta ile gdsterilen eslenmemis

elektrona sahip olan aktif oksijen turleri serbest radikallerdir. Bu aktif oksijen turleri
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metabolik faaliyetler sirasinda hiicrelerde normal olarak iiretilen, oldukca reaktif, toksik
molekdllerdir. Proteinler, lipidler, enzimler ve DNA'ya kovalent baglanma ve lipid
peroksidasyonu ve ardindan doku hasari ile siddetli oksidatif hasara neden olurlar (Sekil
2.2). Bu nedenle, dogal antioksidan ajanlar, serbest radikalleri siipiirme kabiliyeti

nedeniyle ¢ok ilgi gormektedir (Lobo ve ark., 2010; Birben ve ark., 2012).

Cizelge 2.1. Temel aktif oksijen turleri

Oz~ Stiperoksit radikali
H20: Hidrojen peroksit
HO’ Hidroksil radikali
10, Singlet oksijen
HOO’ Hidroperoksil radikali
LOOH Alkilhidroperoksit
LOO" Alkilperoksil radikali
LO’ Alkoksil radikali
CIO~ Hipoklorit iyonu
Fe*O Ferril iyonu

Fe*0 Periferril iyonu

NO’ Nitrik oksit

Aerobik organizmalarin yasamlarini siirdiirebilmeleri igin, bu ylksek derecede
reaktif aktif oksijen turlerini gidermek icin bir mekanizmanmn bulunmas: sarttir. Insan
vicudu, enzimatik ve enzimatik olmayan (non-enzimatik) dogal kompleks bir antioksidan
savunma sistemine sahiptir. Bu dogal sistem, serbest radikallerin ve diger oksidanlarin
zararl etkilerine kars1 viicudu korumaktadir. Serbest radikaller kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, noral diizensizlikler, Alzheimer, Parkinson, {lseratif kolit, yaslanma ve
aterosklerozun da dahil oldugu pek ¢ok hastaligin nedeni olarak sorumlu tutulmaktadir
(Ramakrishna ve ark., 1997; Bolton ve ark., 2000; Smith ve ark., 2000; Kinnula ve Crapo,
2004; Hyun ve ark., 2006; Singh ve Jialal, 2006; Sas ve ark., 2007). Serbest radikallere
karst1 koruma, beslenme diizeninde yer alan antioksidanlarin bol miktarda alimi ile

arttirilabilmektedir.



[ s | | e, | [ ov | essnon || paeus

Metabolizmasi Radyasyon |
Antioksidanlar "‘M Str %\
 ROS Gidericiler | / ; ROS.
| HiceZan | . DNA ey
*  Lipid peroksidasyen *  DNA zincir kinklan e Agregasyon ve fagmentasyon
*  Hucre zan ve lipoprotein »  Kansere yol acan mutasyonlar ~ *  Enzim ighibisyonu
M *  Kromozom instabilitesi »  Degistirilmis gen ifadesi

Sekil 2.2. Oksidatif stresin olasi etkileri (Sharma, 2014)

Bitki ekstraktlarinin, beslenme diizenlerinde yer alan besinlerin ya da ticari
antioksidanlarin  antioksidan  6zelligini  arastirmak i¢in ¢ok c¢esitli yOntemler
kullanilmaktadir. Genel olarak bu yontemleri in vivo ve in vitro olarak ayirmak
mumkanddr.

Insan viicudundaki homeostasinin devamliligi i¢in fizyolojik sistemlerin dengede
tutulmas1 gerekmektedir. Eger denge bozulursa, bir hastalilk meydana gelebilir.
Gilinlimiizde yaygin olarak gozlenen kanser ve Alzheimer gibi komplike hastaliklarin
nedenlerinden birinin oksidatif stres oldugunu kanitlayan calismalar ¢okca mevcuttur
(Holmes, 2013). Ornegin, oksidatif stres doku ve hiicre hasarna neden olabilir ve
kolorektal kanser hiicrelerinin proliferasyonunu hizlandirabilir (Kang ve ark., 2013). ROS
ve lipid peroksitler oksidatif stres siireciyle iliskili bilesiklere hasar vermektedirler. ROS
seviyeleri ve antioksidan savunmalari arasindaki dengesizlik, Crohn hastalig1 gibi ¢esitli
hastaliklarda meydana gelmektedir.

Canl1 organizmalarin hepsi oksidatif hasara kars1 antioksidan savunma sistemlerine
sahip olmakla birlikte, bu sistemler hasari tamamen 6nlemek igin yetersizdir (Simic, 1988).
Bu nedenle, hiicresel DNA'y1 oksidatif stresten kaynaklanan zararlardan korumak icin

dogal veya sentetik antioksidan kaynaklara ihtiyag duyulmaktadir. Sentetik



antioksidanlarin karaciger ve bobrek hasar1 veya kanser olusumu gibi potansiyel saglik
riskleri nedeniyle, son yillarda dogal sifali bitkilerin antioksidan o6zelliklerine iliskin
kapsamli arastirmalara hiz verilmistir (Anlas ve ark., 2017). Bitkilerde bulunan dogal
antioksidanlar, normal veya patolojik hiicre metabolizmasindan veya harici kaynaklardan
uretilen serbest radikalleri ayirarak hiicreleri oksidasyona karsi koruyabilirler (Durackova,
2010).

Oksidatif stres Alzheimer ve Parkinson hastaliklari yaninda diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar, romatizmal artrit, kanser gibi ¢ok sayida hastaliklara sebep
olabilmektedir (Simonian ve Coyle, 1996).

Antioksidanlar; organizma tarafindan iiretilebildigi gibi, tuketilen besinler yoluyla
da vicuda alinabilmektedir. Besinlerde yaygin olarak bulunan ve saghigimmizi Serbest
radikallere kars1 koruyan baslica dogal antioksidanlar arasinda askorbik asit (C vitamini),
a-tokoferol (E vitamini), retinoidler ve karotenoidler (A vitamini gesitleri), polifenoller ve
flavonoidlerdir. Meyve, sebze ve cay tuketimi ile belirli kanser ve kalp hastaliklarinin
olusumu arasindaki iligkiyi arastiran ¢ogu arastirmada beslenme aliskanliginin hastalik
riskiyle baglantili oldugu sonucuna varilmistir (Holt ve ark., 2009; Lobo ve ark., 2010).

Gidalarda en yaygin olarak kullanilan butil hidroksi toluen (BHT) ve btil hidroksi
anizol (BHA) gibi sentetik antioksidanlarin insan saglig1 Uzerinde olumsuz etkilere neden
oldugundan veya bunlar tesvik ettiginden siiphelenilmektedir. Bu nedenle son yillarda
potansiyel antioksidan Ozellige sahip, etkili, toksik olmayan, dogal katki maddelerini
bulmaya yonelik yapilan calismalara karsi artan bir ilgi s6z konusudur. Son yillarda bitki
kokenli bir¢ok antioksidan kaynagi arastirilmistir. Birgok aromatik bitkinin bu antioksidan
Ozellikleri arasinda, yaglarda ve yaghh gidalarda lipid peroksidasyon surecinin
geciktirilmesinde etkili oldugu bulunmus olup bu sonug¢ ¢ok sayida aragtirma grubunun
ilgisini ¢ekmeyi basarmistir (Kulisic ve ark., 2004).

Simdiye kadar cesitli aktivitelere sahip cok sayida antioksidan tiirleri tespit
edilmistir. Antioksidan etkileri, kimyasal yapilarindaki hidroksil gruplarinin varligina bagl
oldugu belirlenmistir (Vekiari ve ark., 1993; Shahidi, 2000).

Antioksidanlar diger molekiillerin oksidasyonunu onleme ya da yavaslatma
yetenegine sahip bilesiklerdir. Antioksidanlar, serbest radikalleri gidererek zincir
reaksiyonlart ve kendilerini oksitleyerek de digerlerini bloke eden oksidasyon
reaksiyonunu sonlandirabilirler. Bu nedenle, polifenoller ve flavonlar gibi antioksidanlar

cogunlukla indirgeyici etkenler olarak is goriirler (Shahidi, 1997).
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Antioksidanlar, molekiiler oksijen veya reaktif oksijen tiirlerinin etkisi altinda
olusan oksidasyon siireclerini geciktirme veya inhibe etme yetenegine sahiptirler.
Antioksidanlar, organizmanin serbest radikallerin saldirisina bagli patolojilere karsi
savunma mekanizmasindan sorumludur, boylece bitki kaynakli antioksidanlarin alinmasi,
kanser, Parkinson, Alzheimer veya Ateroskleroz gibi oksidatif stresin neden oldugu
dejeneratif hastaliklarin 6nlenmesinde rol alir (Lai ve Lim, 2011). Bitkilerin toplam
antioksidan aktivitelerini belirleyebilmek icin spektrofotometrik, kromatografik ve
elektrokimyasal teknikler bulunmaktadir. Polimerik iriinlerin, petrokimyasallarin, gida
maddelerinin, kozmetik {iriinlerin ve ilaglarin stabilizasyonu i¢in kullanilirlar (Pisoschi ve
Negulescu, 2011).

Antioksidanlar, organizmanin serbest radikallerin saldirisina bagl patolojilere karsi
savunma mekanizmasina katilirlar (Pisoschi ve Negulescu, 2011).

Endojen antioksidanlar; stperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi
enzimler olabildigi gibi Urik asit, bilirubin, alblmin, metallotiyoneinler gibi enzimatik
olmayan bilesikler de olabilirler. Oksidatif stres durumunda ve organizmanin Serbest
radikal tiirlerine kars1 korunmasi konusunda endojen faktorler yetersiz kaldiginda, etken
madde olarak bir antioksidan bilesik iceren besin takviyeleri veya farmasoétik Grlinler
olarak ekzojen antioksidanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. En 6nemli ekzojen antioksidanlar
arasinda E vitamini, C vitamini, -karoten, flavonoidler, Selenyum minerali, D vitamini ve
Ks vitamini bilinmektedir. Ekzojen antioksidanlar dogal kaynaklardan (vitaminler,
flavonoidler, antosiyaninler, bazi mineral bilesikleri) tiiretilebildigi gibi batil hidroksi
anisol (BHA), bdatil hidroksi toluen (BHT), galatlar gibi sentetik bilesikler de
olabilmektedir (Pisoschi ve Negulescu, 2011).

Epidemiyolojik arastirmalara dayanan tavsiyeler, meyveler, sebzeler ve daha az
islenmis temel yiyeceklerin, kanser, koroner kalp hastaligi, obezite, tip 2 diyabet,
hipertansiyon ve katarakt gibi oksidatif stresin yol ac¢ti1 hastaliklarin gelisimine karsi en
iyi korumayi sagladigi sekildedir (Halvorsen ve ark., 2002).

Meyve sulari, igecekler ve sicak icecekler, polifenoller, C vitamini, E vitamini,
Maillard reaksiyon iriinleri, B-karoten ve likopen gibi ylksek miktarda antioksidan igerir
(Ramadan-Hassanien, 2008).

BHA ve BHT gibi sentetik antioksidanlar serbest radikalleri notralize etmede ¢ok
etkilidirler ve bu 0Ozelliklerinden dolayr yag igeren gidalar stabilize etmek i¢in lipid
peroksidasyon inhibitorleri olarak kullanilirlar. Bununla birlikte, bu sentetik

antioksidanlarin kanserojen ve toksik 6zelliklere sahip olabileceklerini gdsteren ¢aligsmalar
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nedeniyle kullanimlart sinirlidir. Son yillarda, sentetik antioksidanlarin yerine gecebilecek
tokoferoller, flavonoidler gibi dogal antioksidanlarin kesfi iizerine aragtirmalar
yogunlagmistir (Hassanbaglou ve ark., 2012).

Antioksidanlar, gidalarin serbest radikallerin neden oldugu oksidatif bozulmalarina
kars1 koruma saglamak icin gida katki maddeleri olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir
(Gulgin ve ark., 2002). Son yillarda, iyi antioksidan Ozelliklerinden dolayr dogal
antioksidanlar i¢in ugucu yaglarin ve gesitli bitki ekstraktlarinin taranmasina biiyiik ilgi
duyulmaktadir. Gidalarin depolanma  siirelerini uzatmak i¢in BHT, BHA,
tert-batilhidrokinon (TBHQ) gibi sentetik antioksidan maddeler kullanilmaktadir. Ancak,
bu maddelerin devamli olarak tiiketilmesi sakincali olabilir. Ciinkii, yapilan son ¢aligmalar
insan saglig1 ve cevre agisindan toksik 6zellige sahip olabileceklerini géstermistir (Wu ve
ark., 2009). Dolayisiyla, dogal kaynakl alternatif antioksidanlarin gelistirilmesi biiyiik ilgi
gormiis ve genellikle istenen bir gelisme olarak diisiiniilmiistiir (Jia ve ark., 2007).

Yapilan caligmalar sonucu, meyve ve sebzelerin fazla miktarda antioksidan
icerdikleri bilinmektedir. Bu Urlnleri tiketen ve/veya diyetlerinde bu trtinlere yer veren
insanlar kalp hastaliklar1 ve nérolojik rahatsizliklar gibi serbest radikal hastaliklari i¢in
daha diisiik bir riske sahip olmaktadirlar (Hassanbaglou ve ark., 2012). Ayrica, tibbi
bitkilerin de antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 fenolik diterpenler, flavonoidler,
tanninler ve fenolik asitlerin varhiginin tespit edilmesiyle gosterilmistir (Dawidowicz ve
ark., 2006). Tibbi bitkiler, biyoaktif dogal bilesiklerin kaynagi olarak kabul edilmektedir.
Antioksidanlar, oksidatif stresin neden oldugu hasarlara karsi viicudu koruma yetenegine
sahiptirler. Dogal antioksidanlara olan ilgi giin gectikge artmaktadir. Ornegin, tibbi
bitkilerde ve gidalarda bulunabilen polifenoller oksidatif hasarlar1 6nlemeye yardimeci
olabilmektedir (Silva ve ark., 2005).

Bitki fenolik bilesikleri muhtemelen ¢ok fonksiyonlu antioksidanlara sahiptir. Bu
bilesiklerin oksijenden kaynaklanan serbest radikalleri gidermek icin, radikale bir elektron
ya da bir hidrojen atomu verdigi rapor edilmistir (Wanasundara and Shahidi, 1998).
Fenolik bilesiklerin antioksidan 6zellikleri birgok in vivo ve in vitro c¢alisma ile
kanitlanmustir.

Bitkilerde sekonder metabolit profilini farkli faktorler belirleyebilmektedir. Tiirlin
genotipik ozellikleri ve fenolojisi, fitokimyasal profili belirleyen temel unsurlardir
(Fillipini ve ark., 2010). Biyotik (patojenler ve herbivor canlilar) ve abiyotik faktorler (1s1k,
sicaklik, besin, su durumu ve cografi kosullar) bitkinin sekonder metabolit kimyasal

kompozisyonunu dogrudan etkileyebilir (Moura ve ark., 2010; Sousa ve ark., 2011).
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2.2.1. Sekonder Metabolitler

Yeryiiziinde yaklasik 300.000 tanimlanmis bitki tiirii farkli yapida ve sinifa ait
muazzam sayida bilesigi sentezleyebilmektedir. Bu bilesikler primer ve sekonder
metabolitler olarak ikiye ayrilmaktadir. Primer metabolitler sekerler, yag asitleri, amino
asitler ve niikleik asitler gibi metabolitler ile bitkilerin biiyiime ve gelismesi i¢in gerekli ve
hemen her yerde bulunan kimyasallari igerir. Sekonder metabolitler ise, yapisal ve
kimyasal olarak primer metabolitlerden c¢ok farklidirlar. Sekonder metabolitler temel
fotosentez veya solunum metabolizmasi i¢in dogrudan gerekli olmayan, fakat dogada
bitkilerin hayatta kalabilmesi i¢in gerekli oldugu diisiiniilen 6zellesmis hiicrelerde bulunan
bilesikleri ifade etmektedir. Bitkiler, biyotik ve abiyotik faktorlerin yarattigi stres
durumlarina etkili bir sekilde tepki verebilecek onbinlerce sekonder metabolit Grtiniyle
bunlara yol acan metabolik yollara sahiptir. Sekonder metabolitlerin birikimi siklikla
gelisim evrelerinin baglangicini isaret eder. Gen ekspresyonunun siki bir uzamsal ve
zamansal kontrolii ¢esitli sekonder iiriinlerin dogru bir sekilde birikimini saglar. Ontojeni
ve sirkadiyen saat kontrollii gen ekspresyonu, temel diizenleyici transkripsiyon faktorleri
oldugu gibi bitki sekonder metabolizmasinin da onemli Ozelliklerindendir. Sekonder
metabolitler goriiniiste savunma (herbivorlara, mikroorganizmalara, virislere veya rakip
bitkilere kars) ile sinyal (tozlasmayi saglayan veya tohum dagitict hayvanlari ¢gekmek igin)
ve ayrica bitkiyi ultraviyole radyasyon ve oksidanlardan koruyucu olarak davranirlar. Belli
bir bitkideki sekonder metabolit sablonu karmagiktir; ¢iinkii, doku veya organa spesifik
olarak degisebilir. Ayrica farkli gelisim asamalari, bireyler ve popiilasyonlar arasinda da
farkliliklar goriilebilir. Bu sekonder metabolitler, biyosentez yollarma ve yapisal
ozelliklerine gore cesitli gruplara ayrilirlar (Grace ve Logan, 2000; Lattanzio ve ark., 2006;
Nascimento ve Fett-Neto, 2010).

Fenolik bilesikler, bitkiler aleminin her zaman bulunan ve en yaygin sekonder
metabolitleridir.  Bitkiler tarafindan fotosentezde kullanilan karbonun %2'sinin
flavonoidlere veya benzer bilesiklere dontistiirildiigii tahmin edilmektedir (Balasundram
ve ark., 2006).

2.2.1.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, bir veya daha fazla hidroksil grubu tasiyan aromatik bir halkaya
sahip ve yapilar1 basitten yiiksek molekiiler agirliklt kompleks bir polimerinkine kadar
degisebilen molekiillerdir. Sahip olduklar1 bu yapisal ¢esitlilik nedeniyle, fenolik bilesikler
grubuna siklikla polifenoller de denilmektedir (Balasundram ve ark., 2006).
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Fenolik maddeler, bitkilerde ¢ok cesitli fizyolojik gorevleri yerine getiren sekonder
metabolitlerdir. Gelismis bitkiler, bilinen birkag bin fenolik bilesik sentezlerler. Bitkilerin
sahip oldugu fenolik bilesikleri sentezleme yetenegi, farkl bitki tiirlerinde evrimsel siireg
boyunca segilerek siirekli degisen ¢evresel zorluklarla basa ¢ikilmasina izin vermistir.

Yiksek 151k, diisiik sicaklik, patojen enfeksiyonu, herbivorlar ve mineral madde
eksikligi gibi gevresel streslerin bitkilerde serbest radikallerin ve diger oksidatif tiirlerin
iretiminde artisa neden olabilecegi bilinmektedir. Bu asamada, bitki fenoliklerinin
savunma bilesikleri olarak 6nemli bir role sahip olduklar1 diisiiniilmektedir. Boylelikle,
hem biyotik hem de abiyotik stres sekonder metabolitlerin Uretilmesi yonlinde bitkiyi
uyarmaktadir.

Fenolik bilesikler, cevresel strese tepki olarak bitkiler tarafindan iretilir. Isigin
flavonoidlerin, 6zellikle antosiyaninlerin ve flavonlarin, fenilalanin amonyak liyaz (PAL)
yoluyla sentezini tesvik ettigi bildirilmistir (Dixon ve Paiva, 1995). Fenolik bilesiklerin
DNA’y1 dimerizasyon ve kirilmadan koruyarak UV-B hasarina ve ardindan hiicre 6liimune
karsi bir koruma sagladigi diistiniilmektedir (Strack, 1997). Bu nedenle diisiik hava
sicakligi, kismi Oz basincinin azalmasi, UV radyasyonunun artmasi ve olumsuz su rejimi
gibi cesitli stres faktorlerine maruz kalmis daglik alanlardaki bitkilerde, genellikle
flavonoidler gibi antioksidan birikiminde artis gézlenmektedir (Chanishvili ve ark., 2007).

Fenolik bilesikler bitki kokenli hemen hemen tiim gidalarda bulunur; ancak
meyveler, sebzeler ve icecekler insan diyetinde bu bilesiklerin baslica kaynaklaridir
(Hertog ve ark., 1993). Bu bitkisel gidalar tiiketildiginde, bu fitokimyasallar da insan
diyetlerinde dogal antioksidan alimina boylelikle katkida bulunur.

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi, serbest radikalleri siipiirme, hidrojen
atomlar1 veya elektron verme veya metal katyonlarmi selatlama yeteneklerinden ileri
gelmektedir. Fenolik bilesiklerin yapisi, serbest radikal temizleme ve metal kenetleme
aktivitesinin dnemli bir belirleyicisidir. Ornegin; fenolik asitlerde antioksidan aktivite,
karboksil islevsel grubuyla iliskili hidroksil gruplarinin sayisina ve konumlarina baglidir
(Robards ve ark., 1999; Amarowicz ve ark., 2004; Balasundram ve ark., 2006).

Fenolik bilesiklerin asir1 tilketimi sonucu ortaya ¢ikabilecek yan etkiler konusunda
smirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Baz1 fenolik bilesiklerin yiiksek konsantrasyonlarda
alindiginda kanser gelisimi, genotoksisite, tiroid toksisitesi, farmasotik maddelerle
etkilesim ve Ostrojenik aktivite (izoflavonlar igin) Uzerine olasi rolleri olabilecegi ileri

surulmektedir (Mennen ve ark., 2005).
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2.2.1.2. Flavonoidler

Flavonoidler, dogal fenolik bilesiklerin yarisindan fazlasini olusturan en biiyiik
bitki fenolik grubu olusturmaktadir (Harborne ve Baxter, 1999). Flavonoidler, Cs-C3-Ce
konfiglrasyonunda dizenlenmis 15 karbon atomundan olusan diisiik molekiiler agirlikli
bilesiklerdir. Flavonoidler en yayginlari flavonoller ve flavonlar olmak iizere flavanonlar,
flavanoller (ya da katekinler), izoflavonlar, flavanonoller ve antosiyanidinler seklinde

smiflara ayrilmaktadirlar (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Flavonoidlerin genel yapist (Balasundram ve ark., 2006)

Antiklastojenik aktivite gosteren c¢esitli flavonoidlere ragmen, baz1 flavonoidlerin
de cesitli Okaryotik in vivo sistemlerde genotoksik oldugu gosterilmistir. Kimyasal
yapi-aktivite iliskileri lizerine yapilan ¢aligmalar ile gerekli flavonoid yapisal 6zellikleri
tanimlanmis olmasina ragmen, memeli hiicre sistemlerinde degerlendirilen klastojenite i¢in

mekanizma tam olarak aydinlatilamamustir (Snyder ve Gillies, 2002).

2.2.2. DPPH Giderme Aktivitesi

Serbest radikal giderme yontemleri arasinda DPPH yontemi, diger test modelleriyle
karsilastirildiginda ¢abuk sonug alinabilen, basit islem basamaklarindan olusan ve maliyeti
diisiik olan bir yontemdir.

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (o,o-difenil-p-pikrilhidrazil, DPPH) molekiilii, kararli
bir serbest radikal olarak tanimlanmaktadir. DPPH radikalinin indirgenmesi, reaksiyon
sirasinda belirli bir dalga boyundaki absorbans degerinde meydana gelen azalmanin

izlenmesi ile takip edilmektedir.
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Farkli reaktiviteye sahip pek ¢ok radikal tir (OH, O2°, LOO, LO" vb.), lipid
oksidasyonu sirasinda olugmaktadir. Nispeten kararli organik DPPH radikali (DPPH'),
bilesiklerin ve farkli bitki ekstraktlarinin antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Yontem, hidrojen veren bir antioksidan varliginda alkolik DPPH:
soliisyonlarinin indirgenmesine dayanmaktadir. DPPH: soliisyonlari, 517 nm’de koyu
menekse renginde giiglii bir absorpsiyon bandi gostermektedir. Absorpsiyon kaybolur ve
olusan renk giderme azalma derecesine gore stokiyometriktir. Kalan DPPH:, belirli bir
siire sonra Ol¢iiliir ve antioksidanin radikal giderme aktivitesine ters orantili olur (Blois,
1958).

DPPH yontemi, B-Karoten yonteminden daha hizlidir ve yeni antioksidanlarin
arastirilmasinda radikal giderme aktivitesinin hizli bir tahmini ve 6n bilgi i¢in yararl
olabilir. Yontem hassastir ve az miktarda 6rnek yeterlidir (Blois, 1958). Yodntem, hem

lipofilik hem de hidrofilik maddelerin test edilmesine olanak saglar (Kulisic ve ark., 2004).

2.3. Antimikrobiyal Aktivite

Bakterilerin sebep oldugu bulasici hastaliklar yaygin bir halk sagligi problemidir
(Zhang ve ark., 2006). Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis ve Proteus vulgaris gibi bakteriyel ajanlar ¢esitli insan enfeksiyonlaria
neden olur (Pitout, 2008). Son zamanlarda ortaya ¢ikan antibiyotik direnci ve buna bagli
toksisite sorunlari, antimikrobiyal ajanlarin kullanimini sinirlamaktadir (Eggleston ve ark.,
2010). Bu nedenle, bilim insanlar1 toksik olmayan dogal antimikrobiyal ajanlar1 bulmaya
yonelik ¢aligmalar yapmaktadirlar.

Bitkiler, antimikrobiyal ajanlarin potansiyel kaynagidir. Gelismekte olan
tilkelerdeki niifusun yaklagik %60-90'1 bitki kokenli ila¢ kullanmaktadir. Geleneksel
olarak, ham bitki 6zitleri insan bulasici hastaliklarin tedavisinde bitkisel ila¢ olarak
kullanilmaktadir. Bitkiler, in vitro antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugu bulunan
tanenler, terpenoidler, alkaloidler ve flavonoidler gibi cesitli fitokimyasal maddeler
bakimindan zengindir (Alviano ve Alviano, 2009; Talib ve Mahasneh, 2010).

Gastrointestinal hastaliklar, Enterobacteriaceae familyasinin igerdigi bir¢ok bakteri
tirinden (Clostridium difficile, Salmonella enterica, S. enteritidis, S. typhymurium,
Shigella dysenteriae, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus spp., Bacillus cereus,
Helicobacter pylori, enterotoksijenik Escherichia coli gibi) kaynaklanmaktadir. Bacillus
cereus, cogunlukla patojen olmayan bir bakteri tiirlidiir; ancak bazi suslar1 hayvanlarda

gida kaynakli hastaliklara neden olabilmektedir.
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Bazi bitki tiirleri ile yapilan antimikrobiyal ¢alismalarda, gesitli enterik patojenlere
kars1 umut verici bakteriyostatik ve bakterisidal aktiviteler gosteren tiirler kesfedilmistir
(Enwa ve ark., 2013). Bu etkilerin, bitkilerin sahip oldugu alkaloidler, flavonoidler,
taninler, terpenoidler, glikozitler, saponinler, antrakinonlar gibi biyoaktif fitokimyasal
maddeler varlig1 sebebiyle oldugu bilinmektedir.

Fenolikler, fenoller veya polifenolikler (veya polifenol ekstraktlari), bitkilerin
meyve renginden sorumlu dogal renk pigmentleri olarak her yerde bulunan kimyasal
bilesenlerdir. Bitkilerdeki fenolikler c¢ogunlukla fenilalanin amonyak liyaz (PAL)
hareketiyle fenilalaninden sentezlenir. Bitkiler i¢in ¢ok 6nemlidir ve ¢ok islevlidir. En
onemli rolii patojenlere ve otcul predatdrlerine karsi bitki savunmasinda olabilir ve bu
nedenle insan patojenik enfeksiyonlarinin kontroliinde uygulanir (Dixon ve Paiva, 1995;
Nascimento ve Fett-Neto, 2010).

Bitkisel bilesenler, patojen bakteri suslarina kars1 farkli etki sekilleri gosterebilirler.
Bunlar; bakteriyel hiicre membran gegirgenliginin artmasi ile hiicresel yapilarin kayb ile
sonuglanan fosfolipit hiicre membranlan ile etkilesim, yapisal bilesenlerin sentezinde ve
hlcresel enerji Uretiminde rol oynayan enzimlerin zarar gérmesi, genetik materyalin
inaktivasyonu ya da pargalanmasi seklinde olabilmektedir. Genel olarak etki mekanizmasi;
sitoplazmik zarin bozulmasi, proton hareket giiciiniin kesintiye ugratilmasi, elektron akisi,
aktif tasima mekanizmalar1 ve hiicre kompozisyonunun koagiilasyonu seklindedir
(Kotzekidou ve ark., 2008).

Antimikrobiyal direng, cevresel sorunlar, kanserojenite, yan etkiler ve yuksek
maliyeti de iceren geleneksel antibiyotik uygulanmasina iligkin sorunlar, sentetik
antimikrobiyaller yerine dogal alternatif ajanlarin kullanimima yonlendirmistir (Gortzi ve
ark., 2006). Bitkisel bazli iiriinler, geleneksel antibiyotiklerin yerini almak i¢in aragtirilan
alternatif ajanlar arasinda yer almaktadir (Immanuel ve ark., 2004). Bu nedenle, cesitli
patojenik mikroorganizmalarin biliylimesini engelleyebilme 6zelligi gosteren bitki
ekstraktlar1 ve ugucu yaglarin antimikrobiyal etkisini degerlendirmek i¢in kapsamli
aragtirmalar yapilmis olup bu calismalar artarak devam etmektedir (Ayatollahi-Moosavi ve
ark., 1996).

Fungal enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasi konusu antifungal ilaglarin sinirl
sayida olmasi, toksisite, yiiksek maliyet, yaygin olarak kullanilan antifungal ilaglara olan
direnclilik ve enfeksiyonlarin yeniden ortaya ¢ikmasi gibi pek ¢ok problemi de beraberinde
getirit. Bu nedenle yeni antifungal ajanlarin kesfedilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir

(Aleksic ve Knezevic, 2014).
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Antimikrobiyal ajanlarda protozoonlar, funguslar, bakteriler ile hayvan htcreleri
arasindaki farkliliklardan yararlanilmaktadir. Amag, bu patojenlere karsi yliksek derecede
secici toksisiteye sahip olup aym1 zamanda insan sagligi agisindan toksik etkisi olmayan
maddeleri kesfetmektir.

Bitki ekstraktlarinin ve ugucu yaglarinin antimikrobiyal etkileri c¢esitli etki
mekanizmalartyla agiklanabilmektedir. Ekstrakt ve ucucu yag bilesenlerinin kimyasal
kompozisyonlar1 ve miktarlarinin degiskenligi nedeniyle sahip olduklar1 antimikrobiyal
etki mekanizmalar1 da ¢esitlilik gosterebilmektedir. Bu bilesenlerin hiicresel seviyede
cesitli etkiye sahip olduklart diigiiniilmektedir. Bu antimikrobiyal etki mekanizmalarini
genel olarak 6 gruba ayirmak miimkiindiir: (1) hiicre zarinin par¢alanmasi, (2) ATPazlar ve
diger membran proteinleriyle etkilesim, (3) lipopolisakkaritlerin serbest birakilmasiyla
Gram negatif bakterilerin dis membraninin bozulmasi, (4) iyon sizintist ile proton itici
giiciin istikrarsizlig, (5) hiicre iceriginin koagiilasyonu ve (6) enzim sentezinin inhibisyonu
(Hammer ve ark., 2008; Amensour ve ark., 2010).

Antimikrobiyal ilaglarin kesfedilmesinden bu yana, bu tiir ilaglarin bakteriyal
enfeksiyonlarin kontroliinde oldukca etkili olduklar1 yapilan ¢ok sayida calisma ile
kanitlanmistir. Bununla birlikte, baz1 bakteriyal patojenlerin ilk kesfedilen antimikrobiyal
etkili ilaglarin coguna karsi hizli bir sekilde direncli hale geldikleri gézlenmistir (Barbour
ve ark.,2004). Bu nedenle, patojen mikroorganizmalara karsi etkili yeni ila¢ arayislari
baslamis olup, bu direng mekanizmasi nedeniyle de halen devam etmektedir.

Antimikrobiyal duyarlilik testleri yeni bir ila¢ kesfi, tedavi sonuglariin tahmini ve
epidemiyoloji i¢in yapilmaktadir. Tetrasiklinler, sefalosporinler, aminoglikozitler ve
makrolidler gibi nerede ise tim 6nemli antibiyotik gruplarinin kesfedilmesiyle 1960’1
yillarda kemoterapi ile ilgili temel sorunlar ¢oziilmistiir. Guniimuzde ise, bu heyecan
verici bilesikler mikrobiyal direncin artmasi nedeniyle etkinliklerini kaybetme tehlikesiyle
kars1 karsiya kalmis durumdadirlar (Mayers ve ark., 2009). Son yillarda, birden fazla ilaca
direng gelistiren bakterilerin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde gozlenen sikintilar
kiiresel Olgekte bir saglik sorunu haline gelmistir. Bu nedenle, yeni antibiyotiklerin kesfi
6nemli bir hedef haline gelmistir. Cesitli prokaryotik ve okaryotik mikroorganizmalar,
bitkiler ve hayvanlardan elde edilen dogal iiriinler, bugiin hala yeni ila¢ molekiillerinin en
onemli kaynaklarindan birini olusturmaktadir (Berdy, 2005; Balouiri ve ark., 2016).
Bitkiler ve diger dogal kaynaklar, kompleks ve farkli yapida cok ¢esitli bilesikler
saglayabilir. Son zamanlarda, bircok arastirmaci bitkisel ekstraktlar, ucucu yaglar,

sekonder metabolitler ve potansiyel antimikrobiyal ajanlar olarak yeni sentezlenmis
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molekdller Gzerine yogunlagmistir. Bununla birlikte; bu dogal iirlinlerin antimikrobiyal
etkilerinin arastirildigi calismalar incelendiginde, izlenen farkli standart dis1 yaklagimlar
nedeniyle sonuglarin karsilagtirilmasi zordur (Balouiri ve ark., 2016).

Bir ekstraktin veya saf bir bilesigin in vitro antimikrobiyal aktivitesini arastirmak
ve degerlendirmek i¢in laboratuvar ortaminda ¢esitli yontemler kullanilabilir. En ¢ok
bilinen ve uygulanan yontemler, agar disk difiizyon ve broth diliisyon yontemleridir. Diger

yontemler ise, 6zellikle antifungal aktiviteyi test etmek i¢in kullanilmaktadir.

2.3.1. Agar Disk Diflizyon Testi

Difuzyon yontemlerinden agar disk difiizyon testi, 1940 yilinda gelistirilen ve
birgok klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda rutin antimikrobiyal duyarlilik testi igin
kullanilan temel yontemdir. Gunimizde, bakteri ve maya testleri icin Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitlisii (CLSI) tarafindan bir¢ok kabul edilmis ve onaylanmig
standartlar yayinlanmustir.

Agar disk diflizyon testinde, agar plaklara (genellikle Mueller Hinton Agar, MHA)
test mikroorganizmasinin standardize edilmis bir miktar1 (son inokiiliim biiyiikligi
bakteriler icin 1-2x102 kob/mL; mayalar icin 1-5x10° kob/mL) inokiile edilir. Daha sonra,
farkli dozlarda test bilesigi igeren filtre kagidi diskleri (yaklasik 6 mm capinda) steril bir
pens yardimiyla agar yiizeyine belirli araliklarla yerlestirilir. Petri kaplar1 test
mikroorganizmasina gore uygun kosullarda (bakteriler icin 35+2 °C’de 20-24 saat; mayalar
icin 28+2 %C’de 48 saat) inkiibasyona birakilir. Genellikle, antimikrobiyal ajan agara
yayilir (diflizyon) ve test mikroorganizmasimin biiylimesini ve {iremesini engeller.
Inkiibasyon sonunda, inhibisyon biiyiime bolgelerinin ¢aplar1 milimetrik olarak &lgiiliir
(CLSI, 2004; 2012a).

Antibiyogram, bakterileri duyarli, orta direngli veya direngli olarak siniflandirarak
niteliksel sonuglar saglar. Bu nedenle, test edilen mikrobiyal susun diren¢ fenotipine dayali
bir yazim aracidir. Antibiyogram sonuglari, klinisyenleri ilk ampirik tedavilerin uygun
seciminde ve belirli durumlarda bireysel hastalar i¢in kullanilan antibiyotiklere yonlendirir
(Caron, 2012). Bununla birlikte; bakteriyel blylime inhibisyonu bakterilerin 6ldirtlmesi
anlami tasimadigi i¢in, bu yontem bakteriyostatik ve bakterisidal etkileri ayirt edemez.
Ayn1 zamanda, agar ortamina yayilan antimikrobiyal maddenin miktarinin nicellestirilmesi
mimkin olmadigindan dolayi, agar disk difizyon yontemi minimum inhibisyon
konsantrasyonunu (MIiK) belirlemek i¢in uygun bir yontem degildir. Yine de, depolanmig

algoritmalarla inhibisyon boélgeleri karsilastirilarak, bazi mikroorganizmalar ve
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antibiyotikler i¢in uygun MIK degerleri hesaplanabilir (Nijs ve ark., 2003).

Agar disk difiizyon yontemi, diger yontemlerle kiyaslandiginda pek ¢ok avantaja
sahiptir. Uygulama kolayligi, diisiik maliyet, ¢ok sayida mikroorganizma ve ajanin test
edilebilmesine olanak saglamasi ve elde edilen sonuglarin yorumlanabilme kolayligi bu
testin avantajlar1 arasinda sayilabilir. Ayrica, yapilan birgok aragtirma bakteriyel
enfeksiyon geciren hastalarin etken maddenin antibiyogramina dayali bir antibiyoterapiye
kars1 biiyiik ilgi duyduklarin1 géstermistir. Bu ise, in vitro ve in vivo veriler arasindaki

korelasyonun uyumlu olmasindan kaynaklanmaktadir (Caron, 2012).

2.3.2. Dilusyon Yontemleri

Dilisyon yontemleri, MIK degerlerinin  belirlenmesi icin en uygun
yontemlerdendir. Bu yontemlerde, agarda (agar diliisyon) ya da sivi besin ortaminda
(broth) (makrodiliisyon ya da mikrodiliisyon) test edilen antimikrobiyal ajanin etkili
oldugu konsantrasyon belirlenebilmektedir. Bakteri ve funguslarda in vitro antimikrobiyal
aktiviteyi kantitatif olarak belirleyebilmek icin agar ya da broth dillisyon yontemi
kullanilabilir. Kaydedilen MIK degeri, test edilen antimikrobiyal maddenin test edilen
mikroorganizmanin goriiniir diizeydeki biiyiimesini inhibe eden en diisiik konsantrasyonu
olarak tanimlanir. Bu ise, genellikle pg/mL ya da mg/L olarak ifade edilir. Kiiltiir
ortaminda zor yetisen bakteriler de dahil olmak {izere bakterilerin, mayalarin ve filamentli
mantarlarin  diliisyon antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢in standartlar, Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Kurumu (CLSI) ve Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri
Komitesi (EUCAST) tarafindan saglanmaktadir. Bu kilavuz ilkeler, c¢ogu klinik
mikrobiyoloji laboratuvarinda uygulanmasi pratik olan testler icin tek bir prosediir
olusturmaktadir. Bu metodolojik standartlarin gelistirilmesi, bu testlerin klinik agidan
uygun oldugunu garanti etmemekle birlikte; sonuglarin klinik 6nemini degerlendirmek i¢in
uygulanan testlerin standartlagtirillmis bir yaklasimla uygulanmasina izin vermektedir
(Pfaller ve ark., 2004).

2.3.2.1. Broth Dilisyon Yontemi

Makrodiliisyon ya da mikrodiliisyon olmak {izere iki farkli sekilde uygulanabilen
broth diliisyon yontemi, en temel antimikrobiyal duyarlilik test yontemlerinden biridir.
Yontemde, potansiyel antimikrobiyal aktivitesi test edilecek maddenin iki kati olacak
sekilde s1vi besin ortaminda (brothda) diliisyonlar1 hazirlanir (6rnegin; 5, 10, 20, 40, 80,
160 pg/mL gibi). Uygulamada, icerisinde minimum 2 mL besin ortami igeren tiipler
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kullanildiginda “makrodiliisyon”; 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanildiginda ise
“mikrodiliisyon” olarak adlandirilmaktadir. Maddenin seyreltilmesinin ardindan her bir tiip
ya da kuyucuk, 0,5 McFarland Olgegine gore ayarlanmis standart mikrobiyal
siispansiyonundan alman belli bir hacimdeki mikrobiyal as1 ile inokiile edilir. lyice
karistirilan tiipler ya da mikroplakalar, test mikroorganizmasina bagli olmak {izere uygun
sartlarda inkiibasyona alinir (CLSI, 2002; 2012b).

MIK, tiiplerdeki veya mikrodiliisyon kuyucuklarindaki organizmanin biiyiimesini
tamamen inhibe eden antimikrobiyal maddenin ¢iplak gozle saptanan en dislk
konsantrasyonudur. Reaktiflerin az miktarda yeterli olmasi, fazla alana ihtiyag
duyulmamasi, tekrarlanabilir olmasi gibi biiyiik avantajlari nedeniyle broth mikrodiliisyon

yontemi daha cok tercih edilmektedir (CLSI, 2012b).

2.4. Achillea L. Cinsinin Genel Ozellikleri

Ulkemiz tibbi ve aromatik bitki yoniinden zengin bir floraya sahiptir. Tiim diinyada
oldugu gibi Tiirkiye dogal florasinda da yer alan bitkilerin halk arasinda c¢ay, baharat, gida,
boya, kozmetik, biyopestisit endiistrisinde ve tedavi amagli olarak yaygin bir kullanim
alan1 bulunmaktadir. Yiiksek endemizm oranina (yaklasik %30) sahip ililkemizde 9000’
yakin dogal bitki tiirii bulunmaktadir. Ancak sahip olunan bu bitkisel zenginlik yeterince
degerlendirilememektedir (ilcim ve Digrak, 1998). Achillea L. cinsinin de Tirkiye
florasinda 42 tirti bulunmaktadir ve bunlarin 23'G endemiktir (Huber-Morath, 1989;
Duman, 2000). Bu tirler, ekonomik 6neme sahip Tiirkiye’ye 6zgiin tiirlerdir (Arabaci,
2006) (Sekil 2.4).

Tiirk halk tibbinda, farmakolojik 6zelliklerinden ve saglikli olmay1 tesvik etme
potansiyellerinden dolay1 ¢ok sayida tibbi bitki kullanilmaktadir. Asteraceae familyasina
ait Achillea L. cinsi de tibbi, tarimsal, kozmetik ve koku o&zelliklerinden dolayi
Anadolu’nun en 6nemli yerli ekonomik bitkilerini temsil etmektedir (Saeidnia ve ark.,
2011; Anlas ve ark., 2017). Ulkemizde halk arasinda, Achillea cinsine ait bircok tr
toprakiistii kisimlarindan demleme (infiizyon) ve kaynatma (dekoksiyon) seklinde
hazirlanarak diyare, karin agrisi, mide agris1 ve deri yaralarinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Baytop, 1984). Achillea nobilis subsp. sipylea, Tiirkiye florasinin
endemik bir alttlri olup; antispazmodik, antiinflamatuvar ve analjezik 6zellikleri
nedeniyle 6zellikle karin agrisina karsi tiiketilen bir bitkidir (Karamenderes ve Apaydin,
2003; Cetin, 2013).
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Achillea (civanpercemi) cinsine ait tirler Compositae (Asteraceae) familyasina ait
olup; yoresel olarak halk arasinda akbasli, ayvadana, barsamaotu, binbir yaprakotu,
marsama otu, beyaz civanpercemi, sar1 civanper¢emi ve kandil gicegi diye de bilinen
bitkileri olusturmaktadir. Tiirkiye'de 40 kadar civanpergemi tiirii bulunmakta ve bunlarin
bir¢ogu tedavi amaciyla kullanilmaktadir (Baytop, 1984; Bozkurt, 2013).

Achillea L. cinsi, vaskiiler bitkilerin en biiyiikk familyasi olan Asteracea
(Compositae) familyasina aittir. Bu familyaya ait bitkiler yeryiiziinde genis bir dagilima
sahip olmakla birlikte, subtropikal kurak ve yari-kurak alanlarda yaygindirlar. Achillea
cinsi yaklasik 130 kadar cicekli ve ¢ok yillik bitki tiriinii icermektedir. Bu tiirler
Avrupa’da, Asya’nin iliman bolgelerinde, Kuzey Afrika’da ve birka¢i Kuzey Amerika’da
yaygin olarak bulunur. Genellikle tuyli ve aromatik yapraklara ve govdeleri Uzerinde
kiime halinde kucuk ciceklere sahiptirler. Cesitli renklere sahip gigeklerinden dolayi, ¢ok
sayida tiirii bahge bitkileri arasinda popiilerdir (Huber-Morath, 1989; Bremer ve ark., 1992;
Mozaffarian, 1996; Sheidai ve ark., 2009; Azizi ve ark., 2010).

T
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Sekil 2.4. Achillea nobilis L. subsp. sipylea (O. Schwarz) Béssler endemik bitkisinin

Tiirkiye iizerindeki dagilimi (Anonim)

2.5. Achillea Cinsinin Tibbi Ozellikleri

Achillea cinsi ismini Ilyada Destani’nda anlatilan Troya Savasi’nda askerlerin
yaralarii1 tedavi etmek icin civanpercemini kullanan Akhilleus (Achilles, Asil)’dan
almaktadir. Achillea tiirlerinin ¢ogu tedavi edici (terapotik) uygulamalara sahip tibbi
bitkilerdir (Sheidai ve ark., 2009).

Achillea tiirleri Anadolu’nun en Onemli yerli ekonomik bitkileridir. Bazi

bolgelerde, A. millefolium tiiri halk arasinda anti-inflamatuvar, spazmolitik (spazm

22



giderici) ve hemostatik etkilerinden dolay1 uzun zamandir yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ozellikle gastrointestinal sistem rahatsizliklarina karst bu tiirden hazirlanan bitkisel
caylarin kullanimi olduk¢a yaygindir (Kastner ve ark., 1995a; Honda ve ark., 1996;
Skocibusi¢ ve ark., 2004).

Achillea millefolium ugucu yagmin tavuklar iizerinde yara iyilestirme 6zelliginin
arastirildigr bir ¢alismada, yiiksek konsantrasyonlarin (%12 ve %18) uygulandigi deney
gruplarinda iyilesmenin ¢ok daha hizli oldugu gozlenmistir (Samani ve ark., 2014).

Achillea tiirleriyle yapilan fitokimyasal arastirmalar, bu cinsin sahip oldugu bir¢ok
bilesenin yiiksek derecede biyoaktif oldugunu ortaya koymustur. Literatiir arastirmalar
sonucu, bu tiirlerin ¢esitli flavonoidler, terpenoidler, lignanlar, amino asit tiirevleri, yag
asitleri ve alkamidler icerdigi saptanmistir (Xiao-Tang ve ark., 2006). Achillea tlrlerinin
kimyasal kompozisyonlarimin kompleks ve degisken olabilecegini; bununla birlikte
biyolojik yonden aktif bilesenlerin ¢cogunlukla ugucu yaglar ve sesquiterpen laktonlari
olugunu gostermistir.

Grafen oksitin dogal kaynakli tiriinler kullanilarak indirgenmesi ile ilgili yapilan bir
calismada; flavonoid, askorbit asit, pektin gibi indirgeyici ajan olarak olarak gorev yapan
kimyasallarca zengin bitkilerden biri olan Achillea nobilis ekstrakt: kullanilmistir (Oztiirk,
2015).

Achillea ve Echinacea bitkilerinin insektisit, anti-inflamasyon ve bazi immiinolojik
etkilerinden alkamidlerin (lipofilik ve azot igeren bilesikler) sorumlu oldugu bilinmektedir
(Greger, 1984).

Son yillarda yapilan aragtirmalarda  civanper¢emi’nin  gastrointestinal
rahatsizliklarda (Nemeth ve Bernath, 2008), karaciger ve safra kesesi hastaliklarinda
(Miraldi ve ark., 2001), menstrual diizensizliklerde (Newall ve ark., 1996), yiliksek ateste
(Blumenthal ve ark., 2000), kanamali yaralarda (Aljancic ve ark., 1999), Helicobacter
pylori enfeksiyonu tedavisinde (Mahady ve ark., 2005) kullanildig1 bildirilmistir. Ayrica
anti-inflamatuvar (Benedek ve ark., 2007), analjezik (Pires ve ark., 2009), yara iyilestirici
(Pirbalouti ve ark., 2010), antispazmodik ve hepatoprotektif (Yaeesh ve ark., 2006;
Lemmens-Gruber ve ark., 2006), antibakteriyel (Unli ve ark., 2002; Candan ve ark.,
2003), antifungal (Stojanovich ve ark., 2005), antioksidan (Konyalioglu ve Karamenderes,
2005) etkileri oldugu saptanmistir. Bu 6zelliklerinin disinda, Leishmaniasis hastaliginin
tedavisinde kullanilabilecegine (Yektaian ve ark., 2012) ve kolajen biyosentezini tesvik

edici 6zellige sahip olabilecegine (Kurt, 2015) ait calismalar da mevcuttur.
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Bu doktora tezi kapsaminda arastirilacak olan endemik Achillea nobilis subsp.
sipylea (O. Schwarz) Béssler bitkisi, halk arasinda ayvadana, binbirdelik otu, kabe
feslegeni olarak isimlendirilmekte olup; diger Achillea tiirleri gibi benzer rahatsizliklar i¢in
hem cay olarak tuketilmekte hem de merhem ya da oturma banyolar1 seklinde de
uygulanmaktadir.

Simdiye kadar yapilan gesitli arastirmalarla Achillea (civanpergemi) cinsinin bazi
tiirlerinin antigenotoksik, antioksidan ve antimikrobiyal 6zellik gosterdigi belirlenmistir
(Baser ve ark., 2002; Konyalioglu ve Karamenderes, 2005; Mamedov ve ark., 2010;
Dlsman ve ark., 2013). Ege Bolgesi bazi halk ilaglari iizerinde yapilan etnofarmakognozik
bir ¢aligmada, aralarinda Achillea nobilis tiirliniin de bulundugu bazi bitkiler iizerinde
kimyasal ve farmakolojik arastirmalar yapilmasinin yararli olacagi belirtilmistir (Aslan,
2002).

Achillea cinsi tiim diinyada yaygin olarak bulunmaktadir ve bu cinsin pek ¢ok tiirii
yore halki tarafindan geleneksel bitkisel ilaglar olarak kullanilmaktadir. Achillea tirleriyle
yapilan fitokimyasal arastirmalar, bu cinsin sahip oldugu bir¢ok bilesenin oldukca
biyoaktif oldugunu ortaya koymustur. Bununla birlikte, Achillea tirlerinin hala daha
arasgtirtlmas1 gereken ozellikleri vardir. Bu nedenle, bu cinsin fitokimyasal ve biyolojik
ozelliklerini aragtirmaya yonelik ¢alismalara yogunluk verilmesi gerekmektedir (Si ve ark.,
2006).

Tibbi bitkilerin tedavi edici Ozelliklerinden igerdikleri fitokimyasal maddeler
sorumludur. Bununla birlikte, bu maddelerin igerikleri bitkinin yasi, biiyiime mevsimi ve
bulundugu lokasyonun yani sira ortam sicakligi, giin 15181, topragin nem orani gibi gevresel
faktorlere bagl olarak da degiskenlik gosterebilmektedir (Xu ve ark., 2011; Bhandari ve
Kwak, 2015). Ayrica, ekstraksiyon yontemine gore de biyoaktif maddelerin seviyesinde
degisiklik gozlenebilmektedir (Caunii ve ark., 2012; Anlas ve ark., 2017). Bu tlrin
antioksidan aktivitesi iizerine ¢alismalar yapilmis olsa da, bahsedilen faktorlerin cesitliligi
sahip oldugu 6zelligi etkileyebilir. Diger yandan, literatiirde bu tiirle yapilmis sinirh sayida

calisma bulunmaktadir.

2.6. Sitotoksik ve Genotoksik Aktivite Calismalari

Urginea maritima L. ekstraktinin genotoksik ve sitotoksik etkileri Allium cepa testi
ile aragtinnlmistir. Bitki ekstraktinin farkli doz ve siirelerle uygulandigi ¢alismada, artan
doza ve siireye bagli olarak mitotik indeksin azaldigi ve kromozomal anomali yuzdesinin

arttig1 saptanmistir (Metin, 2006).
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Gida boyasi olarak kullanilan Sunset Yellow (E110) ve Brilliant Black (E151) adli
maddelerin genotoksik potansiyelleri Allium cepa L., Tradescantia pallida H. ve Vicia
faba L. bitkileri ile arastirilmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde, tiim bitkiler i¢in
test edilen maddelerin doz artislarina bagl olarak genotoksik aktivitelerinin de arttigi
gozlenmistir. Ayrica, ¢alismada kullanilan Tradescantia stamen tuyu analizi ve MN
testlerinin test edilen boya maddeleri i¢in farkli duyarliliklara sahip olduklari belirlenmistir
(ilhan, 2008).

Antartika yosunu Sanionia uncinata tiirtintin sulu ve hidroalkolik ekstraktlarinin
DNA hasarint indiikleme potansiyeli DNA cleavage testi ile aragtirilmistir. Calisma
sonunda S. uncinata ekstraktlarinin DNA’da hasara neden olmadigi; aksine oksidatif
hasara kars1 giiglii koruyucu etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Fernandes ve ark., 2011).

Asteraceae familyasina ait Distephanus angulifolius bitkisinin su ekstraktinin
sitotoksik ve genotoksik etkisinin Allium cepa kok ucu hiicre testi ile arastirildigi bir
calismada, sogan kokleri bitki ekstraktinin farkli dozlari ile 24 saat muamele edilmistir.
Calisma sonunda, D. angulifolius bitkisinin doza bagli olarak kok biyumesini inhibe
ettigi, mitotik indeksi azalttigi ve kromozomal anomali oraninda artisa neden oldugu
belirlenmistir (Chukwujekwu ve Van Staden, 2014).

Nehir (Paranaiba Nehri, Brezilya) suyunun genotoksik etkisinin arastirildigi bir
caligmada, Tradescantia MN testi uygulanmistir. Sonug olarak, nehrin bazi kollarindan
alinan su Orneklerinin MN frekansini arttirdigini ve dolayistyla genotoksik etkiye sahip
oldugu tespit edilmistir (Campos ve ark., 2015).

Tradescantia pallida bitkisi kullanilarak, Brezilya’da bulunan bir seramik sanayi
kompleksinin ¢evresel genotoksik potansiyelinin belirlenmesi ve izlenmesi amaglanmistir.
Bu amagla, kiremit liretimi yapilan bir sanayi alanina ait emisyonlarin genotoksik etkisi T.
pallida bitkisinde agir metal birikimi analizi ve MN testi yapilarak saptanmaya
calistlmigtir. Calisma sonunda kontrol bolge ile karsilastirildiginda, emisyonlara maruz
kalan bitkilerde MN frekansinin onemli derecede arttifi gozlenmistir. Ayrica, 6zellikle
kadmiyum (Cd) ve krom (Cr) agir metallerinin bitkilerde yliksek oranda birikim gosterdigi
belirlenmistir (Campos ve ark. 2016).

2.7. Antisitotoksik ve Antigenotoksik Aktivite Calismalari
Hindistan’da oldukc¢a bilinen baz1 tbbi bitkilerin (Celastrus paniculatus,
Picrorhiza kurroa ve Withania somnifera) DNA koruma aktiviteleri DNA cleavage testi ile

aragtirtlmistir. Calismada, DNA hasar1 igin H2O2 ve UV beraber uygulanmistir. Sonug
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olarak, test edilen bitkiler arasinda P. kurroa bitkisinin DNA koruma ve antioksidan
aktivitesi agisindan daha aktif oldugu belirlenmistir (Russo ve ark., 2001).

Plantago lanceolata yapraklarindan elde edilen sulu ekstraktin antigenotoksik
etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada, H202 (%0,7)’ye kars1 yapilan uygulamalar sonucunda
mitotik indeksle birlikte kromozomal anormallik oranimnin da azaldigi belirlenmistir.
Yapilan bu ¢alismada, flavonoidlerce zengin oldugu vurgulanan P. lanceolata bitkisinin
test edilen dozlarimin (15 g/L ve 30 g/L) antimitotik ve antigenotoksik Ozellige sahip
oldugu saptanmistir (Askin Celik ve Aslantirk, 2006).

Endemik Cyclotrichium niveum bitkisinin DNA hasarina kars1 koruma aktivitesinin
arastirildigr bir calismada elektroforetik DNA cleavage testi uygulanmistir. Plazmid
DNA’ya H20,+UV uygulamasi sonucu olusabilecek hasara kargt C. niveum metanol
ekstraktinin koruma aktivitesi test edilmistir. Sonug olarak, test edilen bitkinin doza bagh
olarak DNA kirtlmalarini 6nledigi saptanmistir (Emen ve ark., 2009).

Anksiyete, ruh hali yiikselmesi ve ¢esitli hastaliklarin tedavisinde Cin ve Hint tip
sistemlerinde yaygin sekilde kullanilan Psoralea corylifolia bitkisinin DNA koruma
potansiyeli arastirilmistir. Bu amacla test edilen ekstraktlar, farkli polaritede ¢oziiciiler
(hekzan, kloroform, etil asetat, aseton, metanol, etanol ve su) kullanilarak bitkinin
tohumlarindan elde edilmistir. Caligma sonunda, test edilen ekstraktlar arasinda etanol,
metanol ve su ekstraktlarinin 6nemli derecede DNA koruma aktivitesine sahip oldugu
belirlenmistir (Bhawya ve Anilakumar, 2011).

Morinda citrifolia (Noni, Hint dutu) yapraklarindan elde edilen sulu ekstraktin
antigenotoksik aktivitesi, Allium cepa kok ucu meristematik hiicre testi ile arastirilmistir.
Genotoksik ajan olarak H2O2’nin (%7) kullanildig1 ¢alismada, M. citrifolia ekstraktinin 15
ve 30 g/L dozlar test edilmistir. Negatif kontrol ile kiyaslandiginda, uygulama gruplarinda
mitotik indekste anlamli bir azalma oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte, 6zellikle 15 g/L
dozunun kromozomal anomali oranin1 6nemli derecede azalttigi saptanmistir. Yapilan bu
calismada, M. citrifolia bitkisinin antimitotik ve antigenotoksik ozellige sahip oldugu
sonucuna varilmistir (Sreeranjini ve Siril, 2011).

Brassica oleracea L. var. italica (brokoli) bitkisi tohumunun antigenotoksik
potansiyeli, Allium cepa L. kok ucu meristematik hiicre test sistemiyle arastirilmustir.
Genotoksik ajan olarak bir herbisitin kullanildig1 deneyde 3 farkli uygulama yapilmistir.
Bunlar; 6nce herbisitin sonra tohum ekstraktinin uygulanmasi, 6nce tohum ekstraktinin
sonra herbisitin uygulanmasi ve herbisit ile ekstraktin beraber uygulanmasi seklindedir.

Calisma sonunda, yapilan farkli uygulamalarin hepsinde de kromozomal anomali oraninin
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ekstraktin dozuna bagl olarak azaldigi saptanmigtir (Kumari ve ark., 2012).

Yenilebilir bir kirmizi yosun tiiriiniin (Gracilaria tenuistipitata) sulu ekstraktinin
H.0: ile indiiklenmis DNA hasarina kars1 koruma aktivitesi incelenmistir. Farkli dozlar
(1, 2 ve 4 mg/mL) test edilen G. tenuistipitata ekstraktinin, oksidatif DNA hasarina kars1
doza bagli olarak yiiksek koruma aktivitesine sahip oldugu saptanmistir. Ayrica ¢aligilan
tiriin fenolikler, flavonoid ve askorbik asit gibi antioksidan maddeler bakimindan da
zengin oldugu vurgulanmistir (Yang ve ark., 2012).

Brezilya’da gelencksel olarak iltihap, iilser ve tiimor tedavisinde kullanilan Schinus
terebinthifolius (Brezilya biber agaci) bitkisinin antigenotoksik ve antimutajenik etkisi,
Allium cepa bitkisi ve fareler iizerinde yapilan in vivo ¢alismalarla aragtirilmistir. A. cepa
test modelinde DNA hasar ajani olarak metil metansiilfonat (MMS) kullanilmis olup, testte
Uc gesit uygulama (MMS’den 6nce, MMS ile birlikte ve MMS’den sonra) yapilmistir.
Farkli dozlart (16,8 mg/L, 33,6 mg/L ve 50,4 mg/L) test edilen S. terebinthifolius
yapraklarinin metanol ekstrakti, yapilan ¢alismalar sonucunda antigenotoksik ve
antimutajenik olarak degerlendirilmistir (Fedel-Miyasato ve ark., 2014).

Bugdaygillerden tibbi Desmostachya bipinnata bitkisinin  DNA koruma
aktivitesinin hem in vivo hem de in vitro olarak arastirildigi bir ¢alismada yapilan DNA
cleavage testi sonucunda, H202’nin neden oldugu oksidatif hasari doza bagli olarak
onledigi sonucuna varilmistir (Golla ve Bhimathai, 2014).

Carissa carandas bitkisinin yapraklarindan elde edilen metanol ekstraktinin DNA
hasarin1 inhibe etme potansiyelinin arastirildigr bir calismada, bitkinin oksidatif DNA
hasarina kars1 doza bagli olarak koruyucu etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica
caligmada C. carandas bitkisinin yiksek oranda fenolik madde icerdigi saptanmis olup,
DNA koruma aktivitesinin de buna bagl olarak gozlendigi belirtilmistir (Verma ve ark.,
2015).

Sambucus australis (mdrver) bitkisinin antigenotoksik potansiyelinin Allium cepa
kok meristematik hiicre testi ile arastirilmustir. Iki farkli dozda (3 mg/mL ve 12 mg/mL)
test edilen S. australis sulu ekstraktinin yiiksek dozunun antigenotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir. Yapilan fitokimyasal analizler sonucunda da bitkinin fenolik asitler ve

flavonoidler igerdigi saptanmistir (Tedesco ve ark., 2017).

2.8. Antioksidan Aktivite Calismalar:
Cynara cardunculus L. (enginar) bitkisinin antigenotoksik ve antioksidan

etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, yapilan DPPH serbest radikal giderme testi sonucu
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kayda deger bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Enginarin sahip oldugu bu antioksidan
aktivitenin ise, ¢ogunlugunu flavonoidlerin olusturdugu biyoaktif bilesenlerinden kaynakli
olabilecegi iizerinde durulmustur (Miadokova ve ark., 2008).

Alternatif tipta gesitli rahatsizliklarin  tedavisinde kullanilan Marrubium
peregrinum bitkisinin farkli ekstraktlari elde edilerek, toplam fenolik ve flavonoid madde
icerigi ile in vitro antioksidan aktivitesi incelenmistir. Elde edilen veriler
karsilastirildiginda, fenolik ve flavonoid konsantrasyonu bakimindan en yiksek ve
antioksidan aktivitesi en glcli olan ekstraktin M. peregrinum metanol ekstrakti oldugu
belirlenmistir. Calismada, bitki ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerigi ile antioksidan
etkinligi degerleri arasinda dogrusal bir korelasyon oldugu dogrulanmistir. Elde edilen bu
sonug, toplam fenolik madde igeriginin yliksek olmasinin antioksidan aktiviteye katkida
bulundugunu gostermistir (Stankovié, 2011).

Besparmak agaci olarak da bilinen Vitex negundo bitkisinin yapragindan elde
edilen ekstraktlarin antioksidan etkisi arastirilmistir. DPPH, FRAP ve B-karoten linoleik
asit gibi ¢esitli antioksidan testleri uygulanan bitkinin metanol ekstraktinin en etkili oldugu
ortaya ¢ikarilmigtir. Bunun nedeni olarak ise, bu ekstraktin yiiksek miktarda fenolik
bilesenler, epikatesin, kuersetin, katesin ve myricetin gibi biyoaktif bilesikleri icermesi
gosterilmistir (Zargar ve ark., 2011).

Actaea spicata (domuz Uzimi) koklerinden elde edilen metanol ekstrakti ve etil
asetat fraksiyonu ile yapilan bir ¢alismada, toplam fenolik madde ve flavonoid igerigi ile
beraber antioksidan aktivitesi arastirilmistir. Sonugta; etil asetat fraksiyonunun metanolik
ekstraktla karsilastirildiginda, iki kat1 fenolik ve flavonoid madde igerdigi saptanmustir.
DPPH yo6ntemi ile arastirilan antioksidan aktivite sonuglarina gore ise; diger elde edilen
sonuglarla da uyumlu olacak sekilde, Ozellikle etil asetat fraksiyonunun daha diisiik
dozlarmin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi gozlenmistir (Madaan ve ark., 2011)

Asteraceae familyasina ait Artemisia biennis Willd bitkisinin toplam fenolik madde
icerigi ve antioksidan aktivitesinin arastirildig bir ¢aligmada, 5 farkl ekstrakti (petrol eteri,
diklorometan, etil asetat, etanol ve etanol-su) test edilmistir. Antioksidan aktivitenin
belirlenmesi i¢in B-karoten test sistemi, DPPH serbest radikal giderme testi ve metal
selatlama testi birlikte kullanilmistir. Analiz edilen tiim ekstraktlar arasinda hidroetanolik
ekstrakt, diger orneklerle karsilastirildiginda fenolik icerik ve antioksidan aktivitesi
acisindan anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Hatami ve ark., 2014).

Arisaema jacquemontii (Araceae) bitkisinin antioksidan aktivitesinin arastirildigi

bir ¢alismada, DPPH testi sonucunda bitkinin yiiksek antioksidan aktiviteye (%64,16)
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sahip oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, A. jacquemontii bitkisinin toplam fenolik ve
flavonoid icerigi ile antioksidan aktivitesinin pozitif korelasyon gosterdigi saptanmistir
(Baba ve Malik, 2015).

Yapilan bir ¢calismada toplam fenolik bilesik, flavonoid ve yogun tanin igerigi ile
antioksidan aktivite {izerine hasat zamani ve yetisme alanmnin etkileri arastirilmigtir.
Pistacia atlantica yapraklarindan elde edilen etil asetat ekstraktinin toplam fenolik madde,
flavonoid ve tanin igerigi spektrofotometrik yontemlerle belirlenmis olup; antioksidan
aktivite icin DPPH radikali giderme ve indirgeme giicii kapasitesi testleri kullanilmistir.
Calisma sonunda, toplam fenolik madde igerigi 79-259 mg gallik asit/g kuru agirlik ve
flavonoid miktar1 0,65-2,81 mg kuersetin/g kuru agirlik olarak tespit edilmistir. Ayrica,
serbest radikal giderme aktivitesinin yaklasik 262-675 mg askorbik asit/g kuru agirlik
oldugu saptanmustir. Bu bulgularla birlikte, P. atlantica yapraklarinin sekonder metabolit
igerigi ve antioksidan aktivitesi iizerine hasat zamani ve yetisme alanimin etkili oldugu

ortaya konmustur (Ben Ahmed ve ark., 2017).

2.9. Antimikrobiyal Aktivite Calismalar:

Myrcia myrtifolia ugucu yagmin antimikrobiyal etkisi ve bu yagin igerdigi
kimyasallarin mevsimsel degisimi arastirilmistir. Brezilya’nin Kuzeydogu bolgesinden
toplanan bu bitki 6rneklerinin timinde temel bilesenin a-pinene (%61,5-90,9) oldugu
belirlenmistir. M. myrtifolia yapragindan elde edilen ugucu yagm (Ekim 2002)
Microsporum canis ve Trichophyton rubrum tirlerine karsi en yiiksek antimikrobiyal
aktiviteyi goOsterdigi; bununla Dbirlikte Staphylococcus aureus, metisiline direncli
Staphylococcus aureus, Candida albicans, Cryptococcus neoformans ve Aspergillus
fumigatus tiirlerine kars1 da etkili oldugu saptanmistir (Cerqueira ve ark., 2007).

Allium sativum (sarimsak), Zingiber officinale (zencefil), Caryophyllus aromaticus
(karanfil), Cymbopogon citratus (limon otu), Mikania glomerata (guaco) ve Psidium
guajava (yabani guava) gibi ¢esitli aromatik ve tibbi bitkilerin antibakteriyel aktivitelerinin
arastirlldigi  bir ¢alismada, test edilen bakterilere (Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus ve Enterococcus sp.) karst en aktif C. aromaticus
bitkisinin oldugu saptanmigtir (Ushimaru ve ark., 2007).

Kedi nanesi (Catnip) olarak da bilinen Nepeta cataria (Lamiaceae) turinin
antimikrobiyal aktivitesi aragtirllmistir. Elde edilen metanol ekstraktinin cesitli bakteri ve
funguslara kars1 inhibisyonlar1 ve MIK degerleri tespit edilmistir. Caliyma sonucunda,

yaprak ve cicekli kisimlarindan yapilan caymin yatistirict 6zelliginden dolayr yaygin
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olarak tiiketilen bu tiirlin zay1f antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Adigiizel
ve ark., 2009).

Meksika’da geleneksel tipta ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanilan 17 bitki
tiiriniin antimikrobiyal ve antioksidan 6zelliklerinin arastirildigi ¢calismada, bitkilerin kok,
govde, kabuk, yaprak, c¢icek ve meyve gibi kisimlari ayri ayri incelenmistir.
Antimikrobiyal ¢alisma sonucunda, bitkilerin higbirinin test edilen Gram (-) bakterilere
(Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae ve Acinetobacter baumannii) kars: etki
gostermedigi, ancak bazilarinin Gram (+) bakterilere (Enterococcus faecalis ve
Staphylococcus aureus) ve mayalara (Candida albicans, C. krusei, C. tropicalis, C.
parapsilosis ve C. glabrata) karsi etkili olduklar1 saptanmistir (Salazar-Aranda ve ark.,
2011).

Tayland’da yenilebilir baz1 bitkilerin (Citrus aurantifolia Swingle, Sesbania
grandiflora L., Piper sarmentosum Roxb, Curcuma domestica Valeton, Morinda citrifolia
L., Cassia siamea Britt ve Cocos nucifera L.) ¢esitli kisimlarmin antioksidan ve
antibakteriyel 6zellikleri arastirilmistir. Calismada, bitkilerin toplam fenolik ve flavanoid
icerikleri de belirlenmistir. Metanol, hekzan, koloroform, etil asetat, butanol ve su
ekstraktlar1 elde edilmis olup C. aurantifolia, S. grandiflora, P. sarmentosum ve
C. domestica bitkilerinin antibakteriyel ve antioksidan O6zellige sahip olduklari tespit
edilmistir. Sonug¢ olarak, bu bitkilerin dogal antibiyotik olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir (Lee ve ark., 2014).

Tayland’da bilinen Streblus ilicifolius tiirtinlin odun kismindan elde edilen
ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Calismada maserasyon yoluyla petrol
eteri, etil asetat, etanol ve su ekstraktlar1 elde edilmistir. Test edilen ekstraktlardan sadece
etanol ekstrakti, Staphylococcus epidermidis (9,25+0,56 mm) ve S. aureus (8,47+0,31 mm)
tiirlerine kars1 antibakteriyel etki gostermistir (Dej-adisai ve ark., 2016).

Rhanterium adpressum bitkisinin ¢iceklerinden elde edilen aseton ve metanol
ekstraktlarinin total fenolik igerigi ve antibakteriyel potansiyeli arastirilmistir. Calisma
kapsaminda, ¢igekler 2011 ve 2012 yillarina ait nisan, mayis ve haziran aylarinda
toplanmistir. Total fenolik iceriklerinin Folin-Ciocalteu metoduyla arastirildig1 ¢alismada,
en yiiksek fenolik igerige nisan aylarinda toplanan R. adpressum metanol ekstraktlarinin
sahip oldugu belirlenmistir. Disk diflizyon yontemiyle tespit edilmeye calisilan
antibakteriyel aktivite ¢alismalar1 sonucu da, total fenolik igerik test sonuglariyla ayni
cikmistir. Boylelikle, test edilen ekstraktlarin aktifliginin fenolik bilesik konsantrasyonu ile
iliskisi vurgulanmistir. Ayrica, aktif ekstraktlarin test edilen bakterilerden Staphylococcus
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aureus ve Salmonella typhi tiirlerine karsi daha etkili olduklart belirtilmistir (Boussoussa
ve ark., 2016).

Vietnam’da geleneksel tipta kullanilan 12 adet bitki tiriiniin antimikrobiyal
potansiyeli, ¢esitli Gram pozitif (Bacillus cereus, B. subtilis ve Staphylococcus aureus) ve
Gram negatif (Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa) bakterilere karsi
arastirilmistir. Broth mikrodiliisyon yonteminin uygulandigi bu c¢aligmada, test edilen
bitkilerin hepsinin 6zellikle Gram pozitif bakterilere karsi daha etkili olduklar
saptanmistir. Calismada en diisiik MIK degerine (62,5 pg/mL) sahip Baeckea frutescens
ekstraktinin, test edilen bitkiler arasinda antibakteriyel etkisinin en yiiksek oldugu
aciklanmistir (Vu ve ark., 2016).

Punica granatum (nar), Syzygium aromaticum (karanfil), Zingiber officinales
(zencefil), Thymus vulgaris (kekik) ve Cuminum cyminum (kimyon) bitkilerinin, gida
zehirlenmelerine yol acan bazi bakteriyel suslara karsi antimikrobiyal etkisi test edilmistir.
Agar disk difuzyon tekniginin uygulandigi calismada Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella typhi bakterileri
kullanilmistir. Test edilen bitkiler arasinda en etkili P. granatum ve S. aromaticum etanol
ekstraktlarmin oldugu; C. cyminum ekstraktinin ise, en az etkili oldugu belirlenmistir
(Mostafa ve ark., 2017).

2.10. Achillea Cinsi ile Yapilan Calismalar

2.10.1. Achillea nobilis L. Tiirii ile Yapilan Calismalar

Achillea nobilis L., basta acik kuru ¢ayirlarda olmak tizere Giiney Avrupa ve Bati
Asya'da gorulir (Azizi ve ark., 2010). Bu tiirle ilgili yapilan bazi ¢aligmalara agagida yer
verilmektedir.

Achillea nobilis tiiriine ait farkli lokasyonlardan toplanan 5 alttiiriin yaprak
flavonoid igerigi arastirilmistir. izole edilen flavonoidlerin ¢cogu C-glikozil flavonlar ve
flavonol 3-O-glikozitler grubuna girmektedir. Bunlar arasinda yaygin olarak viteksin,
orientin, isodrientin ve kuersetin tespit edilmistir (Valant-Vetschera, 1987).

Achillea nobilis ile yapilan diger bir fitokimyasal calisma sonucunda 2
chrysanthemol tiirevi izole edilmistir (Kastner ve ark., 1995b).

Achillea nobilis, A. millefolium ve A. grandiflora ugucu yaglarinin kimyasal
iceriklerinin arastirildig: bir ¢alismada, ilk iki tiir igin temel bilesenin camphor; digeri igin
ise B-pinen oldugu tespit edilmistir. A. nobilis ugucu yaginda 87 bilesen belirlenmis olup
temel bilesenlerinin camphor (%17), 1,8-cineole (%15,6), terpinen-4-ol (%210), borneol
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(%7,2) ve B-eudesmol (%7,1) oldugu bildirilmistir (Suleimenov ve ark., 2001).

Achillea cinsine ait iki ttrin (Achillea nobilis ve A. crithmifolia) ugucu yag
kompozisyonu ve bu yaglarin antibakteriyel etkisi arastirilmistir. Calisma sonuglari
degerlendirildiginde; A. nobilis ugucu yaginin temel bilesenleri arasinda sirasiyla a-thujone
(%25,7), artemisia ketone (%14,8), borneol (%9,9) ve camphor (%8,2) tespit edilmistir.
Antibakteriyel aktivite sonuclarma gore ise, test edilen iki tiire ait ucgucu yaglarin
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus
aureus bakterilerine kars1 giiglii antibakteriyel etki gosterdikleri saptanmistir (Pali¢ ve ark.,
2003).

Achillea nobilis tiriiniin igerdigi flavonoidleri tanimlamaya yonelik yapilan bir
calismada toplam 10 adet flavonoid izole edilip tanimlanmistir. Bu flavonoidler arasinda
orientin, isoorientin, vitexin, isoschaftoside, quercetin yani sira iki nadir flavonolglycosid
ile birlikte yeni bir C-glycosylflavone bulunmaktadir (Krenn ve ark., 2003).

Achillea nobilis subsp. neilreichii turinin analjezik ve anti-inflamatuvar
aktiviteleri ile akut toksisitesi in vivo arastirilmistir. Bu amagla bitkinin c¢icek
kisimlarindan elde edilen etanol ekstrakti test edilmistir. Ekstraktin farelerdeki akut LCso
degeri 4456 mg/kg (intraperitonal) olarak saptanmakla birlikte, A. nobilis subsp. neilreichii
etanol ekstraktinin anti-inflamatuvar etkiye sahip oldugu ortaya konmustur (Karabay-
Yavasoglu ve ark., 2007).

Achillea cinsine ait bazi tiirlerin (Achillea nobilis, A. eriophora, A. biebersteinii ve
A. wilhelmsii) ucucu yag kompozisyonlart arastirilmis olup, 1,8-cineole kimyasalinin test
edilen biitiin tiirlerde bulunan temel bilesen oldugu belirlenmistir. Ayrica, A. nobilis subsp.
neilreichii ugucu yag1 temel bilesenlerinin a-thujone (%34,06), 1,8-cineole (%14,14) ve B-
cedren epoxide (%9,63) oldugu saptanmistir (Ghani ve ark., 2008).

13 Achillea tiiriinden elde edilen toplam 39 ekstraktin antimikrobiyal etkisi
aragtirtlmistir. A. nobilis L. subsp. neilreichii tiirtiniin de aralarinda bulundugu bu
bitkilerden elde edilen n-hekzan, kloroform ve metanol ekstraktlari test edilmistir. Calisma
sonunda, Ozellikle kloroform ekstraktlarinin bir kisminin antibakteriyel 6zellige sahip
oldugu belirlenmis olup, bununla birlikte test edilen ekstraktlarin higbirinin Candida
albicans fungusuna kars1 bir etki gostermedigi saptanmistir (Karaalp ve ark., 2009).

Achillea nobilis subsp. neilreichii ve A. teretifolia endemik tiirlerinin ugucu yag
kompozisyonlar1 ve bunlarin bazi biyolojik aktiviteleri saptanmaya calisilmistir. Calisma
sonunda, Achillea nobilis subsp. neilreichii ugucu yaginin temel bilesenleri fragranil asetat

(%32), fragranol (%24) ve B-eudesmol (%38) olarak tespit edilmistir. Ayrica ugucu yaglarla
32



yapilan antimikrobiyal ve antioksidan testleri sonucunda ise, her iki bitkinin de etkili
oldugu sonucuna varilmistir (Demirci ve ark., 2009).

Aralarinda Achillea nobilis tiiriiniin de bulundugu 4 Achillea tiiriiniin farkli gelisim
evrelerinde sahip olduklar1 ugucu yag kompozisyonlar1 karsilastirilmistir. Bitkilerden elde
edilen diklorometan ekstraktlar1 ve ucucu yaglarinin temel ugucu bilesen kompozisyonu,
GC ve GC/MS analizleri sonucunda tespit edilmistir. Calisma sonunda, A. nobilis ugucu
yagindaki esas bilesenin o-thujone (%25-64) oldugu belirlenmistir. Ciceklenme
zamanlarinda hasat edilen bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin hepsinde artemisia keton
miktarinin %40'm iizerinde oldugu saptanmistir (Azizi ve ark., 2010).

Diger bir fitokimyasal ¢aligmada, Achillea nobilis tiiriiniin Acetyleucanbin igerdigi
ilk kez belirlenmistir (Serkerov ve Mustafaeva, 2010).

Bazi tibbi bitki ekstraktlarinin radyoprotektif etkisinin arastirildigi bir ¢alismada,
Achillea nobilis sulu ekstraktinin albino Wistar cinsi si¢anlara uygulanan y-radyasyonun
mutajenik etkisini azalttig1 bildirilmistir (Mamedov ve ark., 2010).

Aralarinda Achillea nobilis tiiriiniin de bulundugu farkli bitki tiirlerinin ugucu yag
kompozisyonlarinin arastirildigi bir ¢alisma sonucunda, toplam yagin %95,4'inii olusturan
30 kimyasal arasinda en yiiksek oranda (%46,7) artemisia ketone oldugu belirlenmistir
(Rustaiyan ve ark., 2011).

Achillea nobilis L. ve diger baz1 Achillea turlerinin (A. vermicularis, A. wilhelmsii,
A. millefolium, A. filipendulina, A. tenuifolia, A. biebersteinii ve A. eriophora) ucucu
yaglarinin antioksidan aktivitelerinin karsilastirildigr bir calismada, ayn1 zamanda toplam
fenolik ve flavonoid madde miktarlar1 ile kimyasal kompozisyonlar1 da aragtirilmistir.
Bitkilerin en fazla igerdikleri kimyasallarin 1,8-cineole, camphor ve borneol oldugu tespit
edilmistir. Karsilastirma sonucunda, en fazla fenolik ve flavonoid madde igerigi ile birlikte
en yiksek antioksidan aktiviteye sahip ugucu yagin A. biebersteinii tiriine ait oldugu
belirtilmistir (Gharibi ve ark., 2015).

2.10.1.1. Achillea nobilis L. subsp. sipylea Alt Tiirii ile Yapilan Calismalar

Achillea nobilis L. subsp. sipylea tiiriiniin sigan duodenumu iizerindeki
antispazmodik etkisi arastirilmis olup, bu tliriin spazm giderici etkiye sahip oldugu
saptanmistir (Karamenderes ve Apaydin, 2003).

Achillea nobilis subsp. sipylea tiiriiniin de dahil oldugu Achillea cinsine ait 15 adet
bitki tiirlintin farkl testlerle (DPPH serbest radikal testi, toplam antioksidan aktivite testi,

OH-: radikali giderme testi ve H2O2 indirgeme glicu testi) in vitro antioksidan aktivitesi
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belirlenmeye calisilmistir. Caligmada elde edilen aktivite sonuglarinin bitkilerin toplam
fenolik madde ve flavonoid icerikleriyle iliskili oldugu; test edilen Achillea turlerinin %23-
41 serbest radikal giderme aktivitesinin oldugu; antioksidan aktivitesi en yiiksek tiiriin A.
millefolium subsp. pannonica oldugu bildirilmistir (Konyalioglu ve Karamenderes, 2004).

Turkiye'ye 0zgl 15 Achillea tirtndn insan eritrosit ve lokositlerinde H.O> ile
uyarilmis oksidatif hasara karst koruyucu etkileri arastinlmistir. Calismada, bitki
inflizyonlarmin hiicreler tizerindeki katalaz (CAT), superoksit dismutaz (SOD) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) aktiviteleri, lipid peroksidasyon (LPO) etkileri ile glutatyon
(GSH) seviyeleri belirlenmeye ¢alisilmistir. Elde edilen sonuglara gore, test edilen biitiin
Achillea turlerinin antioksidan enzim sistemi {izerinde etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir.
Test edilen bitki inflizyonlar1 arasinda Achillea nobilis subsp. neilrechii ile Achillea
crithmifolia CAT Uzerinde en ylksek aktiviteyi gosterirken, LPO enzim sistemleri
uzerinde en etkili tur Achillea nobilis subsp. sipylea olmustur. Bu calisma ile Achillea
tirlerinin potansiyel dogal antioksidan kaynagi olarak degerlendirilebilecegi sonucuna
varilmistir (Konyalioglu ve Karamenderes, 2005).

Achillea nobilis subsp. sipylea ve A. nobilis subsp. neilreichii tirlerinden elde
edilen ugucu yaglarin kompozisyonlar1 tespit ederek, bu yaglarin antimikrobiyal
potansiyelleri belirlenmistir. Caligmada test edilen ugucu yaglarin farkl alttiirlerden elde
edilmesi ve bunlarin farkli lokalitelerden toplanmasi, kimyasal icerik kompozisyonlarinda
nicel ve nitel farkliliklarin gozlenmesine neden olmugtur. Antimikrobiyal aktivite sonuglari
degerlendirildiginde, iki u¢ugu yagin da Pseudomonas aeruginosa haricinde test edilen
biitiin mikroorganizmalara kars1 etkili oldugu saptanmistir (Karamenderes ve ark., 2007).

Kaz Daglari’ndan toplanan bazi bitki tiirlerinin fenolik asit i¢eriklerinin belirlendigi
bir ¢alismada, Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisinin en yiiksek ferulik asit i¢erigine
sahip oldugu saptanmistir. Bununla birlikte, test edilen diger bitkilerle karsilastirildiginda
toplam fenolik asit icerigi bakimindan oldukga fakir oldugu belirlenmistir (Tuncel ve
Yilmaz, 2010).

Baska bir ¢alismada, aralarinda Achillea nobilis subsp. sipylea tiiriintin de yer aldigi
ve Achillea L. cinsinin Tiirkiye’de yayilis gosteren 9 taksonunun polen morfolojisi
incelenmistir (Akyalg¢in ve ark., 2011).

Achillea nobilis subsp. sipylea, A. grandifolia Friv. ve A. teretifolia Willd.
tirlerinin ugucu yag icerikleri arastirilmis ve bu bitkilere ait eser element analizleri
yapilmistir.  En yiliksek ugucu yag verimliligine A. nobilis subsp. sipylea tlrlne ait

orneklerde saptanmistir. Bu tiirlin ugucu yag bilesenleri cis-cadin-4-en-7-ol, linalool ve
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1,8-cineole olarak belirlenmistir (Cetin, 2013).

Farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen Achillea nobilis subsp. sipylea ve
Alcea apterocarpa ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerikleri ve antioksidan
aktiviteleri karsilastirilmistir. Calismada n-hekzan, etanol ve su ekstraktlar test edilmis
olup; ekstraktlarin eldesinde maserasyon, dekoksiyon, inflizyon ve soksilet ile ekstraksiyon
yontemleri kullanilmistir. Yapilan ¢alisgma sonucunda, A. nobilis subsp. sipylea bitkisinin
ozellikle infiizyon ve dekoksiyon ile elde edilen ekstraktlarinin daha fazla fenolik madde

igerdigi ve yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Anlas ve ark., 2017).

2.10.2. Diger Achillea Tiirleri ile Yapilan Cahsmalar

Achillea multifida (DC.) Boiss. ugucu yaginin kimyasal kompozisyonunun ve
antimikrobiyal etkisinin arastirildigi ¢alismada, ugucu yagi olusturan temel bilesenlerin
a-thujone (%60,9), B-thujone (%9,1), sabinene (%4,1) ve camphor (%3,7) oldugu tespit
edilmistir. Mikrodiliisyon tekniginden yararlanilarak yapilan antimikrobiyal ¢aligma
sonucunda ise; Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Proteus vulgaris, Candida albicans gibi ¢esitli patojen mikroorganizmalara
kars1t MIK degerleri (62,5-250 pg/mL) saptanmistir (Baser ve ark., 2002).

Achillea holosericea, A. taygetea ve A. fraasii ugucu yaglarmin kimyasal
kompozisyonu ve antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Yaglarin ana bilesenlerinin
camphor, borneol ve 1,8-cineole oldugu tespit edilmistir. Antimikrobiyal aktivite
sonucunda, test edilen 6 bakteriye (Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Escherichia
coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa) karsi A.
holosericea tiiriiniin etkisinin olmadigi, A. taygetea ve A. fraasii tirlerinin ise orta ve gugli
derecelerde aktivite gosterdigi saptanmustir. Ozellikle, A. fraasii ugucu yaginin galismada
test edilen patojen funguslara (Candida albicans, C. tropicalis ve C. glabrata) kars1 etkili
oldugu belirlenmistir (Magiatis ve ark., 2002).

Achillea setacea ve Achillea teretifolia turlerinin toprak istii kisimlarindan elde
edilen ugucu yaglarin icerdigi temel bilesenin 1,8-cineole (eucalyptol) oldugu tespit
edilmistir. Antimikrobiyal aktivitesi test edilen ugucu yaglarin Clostridium perfringens,
Acinetobacter Iwoffii ve Candida albicans gibi patojen mikroorganizmalara karsi degisen
oranlarda (0,28-2,25 mg/mL) MIK degerlerine sahip olduklari saptanmustir. Calisilan
yaglarin temel bilesenlerinden olan eucalyptol, terpinen-4-ol, borneol, camphor ve
turevlerinin bu antimikrobiyal etkiden sorumlu olabilecegi belirtilmistir (Unlii ve ark.,
2002).
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Achillea millefolium subsp. millefolium tiiriinden elde edilen metanol ekstraktinin
ve ucucu yagimin antioksidan ve antimikrobiyal etkileri test edilmistir. Ugucu yagin GC-
MS analizi sonucunda temel bilesenlerinin eucalyptol, camphor, a-terpineol, B-pinene ve
borneol oldugu saptanmistir. Calisma sonunda, test edilen ucucu yag ve ekstraktin giiglii
antioksidan ozellige sahip oldugu belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivite sonuglari
degerlendirildiginde ise, ugucu yagin Streptococcus pneumoniae, Clostridium perfringens,
Candida albicans, Mycobacterium smegmatis, Acinetobacter lwoffii ve Candida krusei
mikroorganizmalaria karsi etkili oldugu, ekstraktinin ise az ya da hi¢ etki gostermedigi
belirlenmistir (Candan ve ark., 2003).

Achillea damascena bitkisinden elde edilen ekstraktlarin test edilen Escherichia
coli, Proteus sp., Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteria, Salmonella enteritidis,
S. typhi, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis ve Candida albicans
mikroorganizmalarina kars1 en yiiksek antimikrobiyal etkiyi (%88,8) metanol ekstraktinin
20 pl/disk dozunda gosterdigi saptanmistir (Barbour ve ark., 2004).

Achillea alexandri-regis ekstraktlarinin hidroksil ve siiperoksit radikallerine karsi
antioksidan etkisi arastirilmis olup, farkli in vitro sistemlerde test edilen etil asetat ve
biitanol ekstraktlarinin etkili oldugu saptanmistir (Kundakovi¢ ve ark., 2005).

Achillea clavennae, A. holosericea, A. lingulata ve A. millefolium tdrlerinin
hekzan:eter:metanol (1:1:1) ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Calismada
tirlerin Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella enteritidis, Aspergillus niger ve Candida albicans patojenlerine
karst etkisi disk diflizyon yontemiyle test edilmistir. Calisma sonunda, en giiglii
antimikrobiyal aktivite Achillea clavennae tiirtinde gozlenmistir (Stojanovié¢ ve ark., 2005).

Achillea biebersteinii tiiriiniin metanol ekstrakti ve ugucu yagmin antioksidan ve
antimikrobiyal o6zelliklerinin aragtirildigi ¢aliyma sonucunda; ekstraktin yagdan daha
yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu, bununla birlikte yalnizca ugucu yagin
antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir (Baris ve ark., 2006).

Achillea schischkinii ve A. aleppica subsp. aleppica ugucu yaglarinin
antimikrobiyal, antiinflamatuvar ve antinosiseptif etkilerinin arastirildigi ¢aligmada,
A. aleppica subsp. aleppica tiiriiniin daha etkili oldugu gézlenmistir. Ugucu yaglarin temel
bileseni 1,8-cineole olarak belirlenmis; ayrica A. aleppica subsp. aleppica tlriinde
bisabolol ve tiirevlerinin fazla miktarda bulundugu saptanmstir (Iscan ve ark., 2006).

Achillea santolina L. hidroalkolik ekstrakti ¢esitli in vitro antioksidatif sistemlerde

calisilmigtir. Calisma sonunda, ekstraktin yiiksek dozunun (1000 pg/mL) serbest radikaller
36



tarafindan uyarilan protein oksidasyonunu Onemli derecede engelledigi tespit edilmistir
(Ardestani ve Yazdanparast, 2007).

Achillea gypsicola ve A. biebersteinii bitkilerinin ucucu yag ve hekzan
ekstraktlarinin kimyasal kompozisyonlari, 12 bitki patojeni fungusa karsi etkileri ve
herbisidal potansiyeli arastirilmistir. Bitkilerin yogun olarak camphor, 1,8-cineole ve
piperitone icerdigi belirlenen ¢alismada, ugucu yaglarin daha fazla antifungal ve herbisidal
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Kordali ve ark., 2009).

Achillea millefolium ekstraktinin spermatogenesis tizerindeki etkisinin arastirildig
bir ¢alismada, gegici antifertil aktiviteye neden oldugu saptanmistir (Takzare ve ark.,
2011).

Achillea millefolium sulu ekstraktinin (5, 10, 20 ve 30 mg/mL) Lactuca sativa kok
ucu meristematik hiicre testi ile sitotoksik ve genotoksik etkisi arastirilmistir. Calisma
sonucunda, test edilen en yiksek konsantrasyonun L. sativa tohum cimlenmesi, kok
gelisimi ve mitotik indeks iizerinde olumsuz etki gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, doz
artttkga kromozomal anomali yiizdesinde de artis goézlendigi saptanmistir (Sousa ve
Viccini, 2011).

Nadir ve tehdit altindaki tibbi tiirlerden olan Achillea ageratum L. bitkisinin
antimikrobiyal aktivitesinin arastirildigi bir calismada, yabani ve kiiltliir formlari
karsilastirilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda, bitkilerin Gram (+) bakteri suslarina karsi
etkili olduklar1 (MIK= 2,55-7,02 mg/mL); ancak Gram (-) bakteri suslarma kars: etki
etmedikleri (MIK= 20,40-41,10 mg/mL) belirlenmistir. Ayrica, A. ageratum bitkisinin
baz1 Candida tiirlerine karsi antifungal etkiye (MIK= 5,83-8,42 mg/mL) sahip oldugu
saptanmugtir. Son olarak, A. ageratum bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi (izerine yabani ya
da kiiltlire alinmis olmasinin kimyasal kompozisyonunda 6nemli bir fark yaratmadigi
belirtilmistir (EI Bouzidi ve ark., 2012).

Achillea teretifolia bitkisinin toprak istii kisimlarmin sulu ekstraktinin genotoksik
etkisi Allium cepa kok ucu testi ile aragtirllmistir. Caligma sonunda, test edilen dozlarinin
(25, 50 ve 100 g/L) kromozomal anomali yiizdesini anlamli bir sekilde arttirdigi ve
dolayisiyla bitkinin genotoksik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Akyil ve ark., 2012).

Horasan’dan toplanan ve tibbi etkileri iyi bilinen iki Achillea turtinden (A.
pachycephala ve A. santolina) elde edilen ugucu yag ve ekstraktlarin kimyasal igerikleri
ve antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. GC-MS sonuglarina gore, bitkilerin temel
sekonder metabolitleri arasinda 1,8-cineole, camphor, sabinen, terpinen-4-ol’un bulundugu

saptanmisgtir. Bununla birlikte, ugucu yag ve ekstraktlarin test edilen Gram (+) ve Gram (-)
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bakterilere karsi etkili olduklart belirlenmistir (Motavalizadehkakhky ve ark., 2013).
Urdiin’de yetistirilen Achillea falcata L. tiriinin ekstraktlarmimn antioksidan ve

antibakteriyel etkilerinin arastirildigi bir ¢alisma sonucunda, bitkinin yiksek olmayan

antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve sadece Gram (+) bakterilere kars1 bakterisidal etki

gosterdigi saptanmistir (Hammad ve ark., 2014).
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Achillea nobilis L. subsp. sipylea (O. Schwarz) Bassler Bitki
Orneklerinin Toplanmasi

Calisma kapsaminda test edilen endemik Achillea nobilis subsp. sipylea
(Asteraceae) bitkisinin toprak tistii organlari, ¢igeklenme doneminde yapilan mevsimsel
(Mayis ve Temmuz 2015) arazilerle Bayrami¢/Canakkale’nin koylerinden toplanarak
laboratuvara getirildi (Sekil 3.1-3.5; Cizelge 3.1). Tiir teshisi Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Ogretim Uyelerinden Dog. Dr.
Ersin KARABACAK tarafindan yapildi. Calismada test edilen bitki 6rnekleri Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bélimii Herbaryumu’nda

saklanmaktadir.
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Sekil 3.2. Orneklerin toplandig1 istasyonlar. 1: Sariot Koyii/Bayramic, 2: Evciler
Koyili/Bayramig, 3: Cirpilar Kdyili/Bayramig

Cizelge 3.1. Bitki 6rneklerinin toplandigi lokasyonlar

Istasyon No Lokasyon Yukseklik Koordinatlar
Sariot Koyl N 39°49,817'

1 _ 363 m
Bayramic/Canakkale E 26° 47,904
Evciler Koy N 39°44,931!

2 _ 440 m
Bayramic/Canakkale E 26° 46,998
irpilar Koyii N 39°47,420"

3 E rp_ ™ 740 m
Bayramic/Canakkale E 26° 52,476
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Sekil 3.4. Evciler Kdyii/Bayrami¢/Canakkale (2. Istasyon)
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Sekil 3.5. Cirpilar Kdyii/Bayramig/Canakkale (3. Istasyon)

Bu calismada test edilen bitki 6rnekleri metin igerisinde bahsedilirken kodlama
yapild1 (Sekil 3.6). Ornegin; 1.3.M olarak ifade edilen 6rnek, ilkbahar mevsiminde Cirpilar

Koyti’nden toplanan bitkilerden elde edilen metanol ekstraktidir.

Mevsim Istasvon Ekstralkt
lkbahar 1) Samot Koyt (1) Hekzan (H)
Yaz (Y) Eveiler Koy (2) Metanol (M)
Cupiar Kovi (3) Su (8)

Sekil 3.6. Test edilen bitki Orneklerinin sirasiyla toplandigi mevsimin, istasyonun ve

ekstrakt ¢esidinin ifade edilmesi

3.1.2. Tradescantia pallida H.

Tradescantia pallida H. bitkisi kontrollii laboratuvar kosullarinda g¢elikleme
yontemiyle ¢ogaltildi. Bitkinin yetistirilmesinde perlit ve toprak karigimi (1:3) kullanildi.
Ekimi yapilan celiklerin  bulundugu saksilar, uygun fotoperiyodun (16:8,
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aydinlik:karanlik), sicakligm (252 °C) ve bagil nemin (%60-80) saglandigi bitki
yetistirme odasina alindi. Bitkilere su az miktarda glnlik olarak verildi. 8 hafta sonunda
T. pallida bitkilerinin gelismesi ve koklenmesi saglandi. Bitkiler ¢iceklenme dénemine

gelince deney diizenegi kuruldu (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Tradescantia pallida H. bitkisi

3.1.3. Allium cepa L.
Allium cepa L. k6k meristematik hicre testinde sertifikali mutfak sogani (Allium

cepa L.) yumrulari kullanildi.

3.1.4. Mikroorganizmalar

Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisinin  antimikrobiyal aktivitesinin
arastirtlmasinda Gram pozitif (+) [Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus
faecalis (ATCC 29212), Bacillus subtilis (ATCC 6633)] ve Gram negatif (-) [Escherichia
coli (ATCC 25922), E. coli (NRRL B-3704), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145),
Proteus vulgaris (ATCC 13315)] bakteriler ile mayalar [Candida albicans (ATCC 60193),
C. tropicalis (ATCC 13803)] kullanildi. Calismada kullanilan mikroorganizmalar,
Eskisehir Osmangazi Universitesi/Fen Fakiiltesi/Biyoloji Bolimi ve Canakkale Onsekiz

Mart Universitesi/Tip Fakiiltesi’nden temin edildi.
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3.1.5. Kimyasallar

Ekstraktlarin elde edilmesi amaciyla kullanilan ¢6zucllerden n-hekzan (CeHais) ve
metanol (CH3OH) Merck’den temin edildi.

Genotoksisite ve antigenotoksisite calismalarinda kullanilan gliserol, agaroz,
etidyum bromdir, EDTA, hidrojen peroksit (H20>), glasiyal asetik asit (CH;COOH), etanol
(C2Hs0H), orsein Merck’den temin edildi.

Antioksidan aktivite ¢alismalarinda kullanilan gallik asit (GA), sodyum karbonat
(Na2COgz), Folin-Ciocalteu  reaktifi, kuersetin, aluminyum nitrat  nonahidrat
(AI(NO3)3.9H20), potasyum asetat (C2H3KO>), etanol (C.HsOH), metanol (CH3OH), butil
hidroksi toluen (BHT) (C1sH240), 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), Tween-20, linoleik
asit, B-karoten, kloroform (CHCIs), bakir(Il) kloriir (CuCl2.2H20), amonyum asetat
(CH3COONHy4), neokuproin (C14sH12N2), EDTA (C10H16N20g), demir(l1) klorir tetrahidrat
(FeCl2.4H20), ferrozin, demir(lll) klorir (FeCls.6H20), sodyum dihidrojen fosfat
(NaH2POs), amonyum tiyosiyanat (NH4sSCN) Sigma-Aldrich’den temin edildi.

Antimikrobiyal aktivite c¢alismalarinda kullanilan Mdller Hinton Agar (MHA,
Oxoid), Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Nutrient Agar (NA, Oxoid), Muller Hinton
Broth (MHB), Nutrient Broth (NB, Oxoid), dimetil stlfoksit (DMSO), etanol, metanol,

Merck’den temin edildi.

3.2.YOontem

3.2.1. Ekstraktlarin Eldesi

Tiir teshisi yapilan bitki drnekleri serin, kuru ve dogrudan giines 15181 almayan bir
ortamda kurutuldu. yice kurutulmus ve ufak pargalara ayrilmis bitki 6rneklerinden soksilet
diizenegi (Wisd, Wise Therm) kullanilarak ekstraktlar elde edildi (Sekil 3.8a). Ayni bitki
Ornegi sirastyla n-hekzan (CeHus, kaynama noktasi (KN): 68,7 °C), metanol (CHsOH, KN:
64,7 °C) ve distile su (dH20, KN: 100 °C) ile muamele edildi. Béylelikle, farkli polariteye
sahip c¢Ozuculerin secilmesiyle test edilen bitkiden farkli biyoaktif bilesenlerin izole
edilmesi amaglandi. Yaklasik 15 g kuru bitki 6rnegi igin 300 mL ¢6ziicii kullanildi.
Ekstraksiyon iglemi her bir ekstrakt i¢in 12 saat uygulandi. Bu stire sonunda elde edilen
ekstraktlar filtre kagidi (Whatman No.1) ile siiziildii ve rotary evaporatorde (Spektral,
Heidolph, Laborota 4001) 45 °C’de ¢oziiciiler tamamen ucuruldu (Sekil 3.8b). Elde edilen
ham ekstraktlar test edilinceye kadar -20 °C’de sakland1 (Boubaker ve ark., 2010).
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Sekil 3.8. Ekstraktlarin eldesinde kullanilan (a) soksilet diizenegi ve (b) rotary evaporator

3.2.2. Sitotoksik, Genotoksik ve Antigenotoksik Aktivite Analizleri

3.2.2.1. Tradescantia Stamen TuylU Mutasyon Analizi

Calisma kapsaminda, Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisinin genotoksik
potansiyeli Tradescantia stamen tlyl mutasyon analizi ile belirlenmeye calisildi. Bu
amacla, oncelikle A. nobilis subsp. sipylea bitkisi ekstraktlarindan  farkli
konsantrasyonlarda c¢oOzeltiler hazirlanarak ve farkli uygulama sekilleri denenerek on
calismalar yapildi. Bu ¢aligmalar sonucunda test edilecek doz ve uygulama sekli
belirlenmis oldu. Daha sonra, A. nobilis subsp. sipylea bitkisi hekzan, metanol ve su
ekstraktlarindan hazirlanan ¢ozeltiler (1 mg/mL), dogrudan 1sik gegirmeyen aliiminyum
folyo ile sarili cam beherlere konuldu (Sekil 3.9). Negatif kontrol igin distile su (DS);
pozitif kontrol igin ise sodyum azid (SA) (1 mg/mL) kullanildi. T. pallida bitkisi
ciceklenme doneminde iken ¢igcekli dallarindan koparilarak bu ¢ozeltiler igerisinde farkli
strelerle (12, 24, 48, 72 ve 96 saat) muamele edildi. Bu siireler sonunda bitkilere yaklasik
24 saatlik bir iyilesme periyodu uygulandi. lyilesme periyodu sonunda, her bir bitki
parcasinda bulunan 5-10 adet ¢igegin stamen tiiyleri ince uglu pens yardimiyla koparilarak
lam yiizeyine alindi. Uzerine gliserol:su (1:1) karisimmdan bir damla damlatildi ve bir
diseksiyon ignesi yardimiyla tiiyler diizenli bir sekilde siralanarak tiiy sayisinin ve olusan
mutasyonlarin kolaylikla goriilmesi saglandi. Her deney grubu i¢in 20 adet bitki pargasi
secildi ve her deney grubu icin de yaklasik 1000 stamen tlyd hiicresi binokuler loop
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mikroskop altinda incelenerek, gozlenen mutant pembe renkli hiicrelerin sayisi not edildi.
Deneyler ii¢ tekrarli olarak gerceklestirildiginden, toplamda her deney grubu i¢in yaklasik
3000 stamen tiiyii hiicresi incelenmis oldu. Elde edilen sonuglarin ortalamalar1 alinarak

standart sapma degerleri hesaplandi (Ma ve ark., 1994).

Sekil 3.9. Tradescantia stamen tiiyli mutasyon analizi deney diizenegi

3.2.2.2. DNA Kesme ve Koruma Aktivitesi

Bitki ekstraktlarinin DNA hasar1 olusturma ve hasara karsit koruma potansiyelleri
DNA cleavage testi ile arastirildi. Bu galisma kapsaminda, DNA kesme ve koruma
aktivitelerinde yaygin olarak kullanilan pBR322 plazmid DNA (Thermo Scientific) ile
caligildi. Stiper sarmal pBR322 plazmid DNA, ¢ift zincirli halkasal formda olup 4361 bp
uzunlugundadir. Molekiiler agirhigr ise 2,83x10¢ Da’dur. Ayrica, ampisilin ve tetrasiklin
antibiyotiklerine kars1 direng genleri icermektedir.

Achillea nobilis subsp. sipylea ekstraktlarmin DNA kesme ve koruma
aktivitelerinin belirlenmesinde oncelikle farkli dozlar ile 6n denemeler yapildi ve test
edilecek doz 0,5 mg/mL olarak belirlendi. DNA koruma aktivitesinde, H202 (25 mM) ve
UV’nin (5 dk, 8000 uW cm*, 300 nm) DNA’da olusturduklar1 hasara kars1 ekstraktlarin
koruyucu etkisi belirlenmeye ¢alisildi.

Ekstraktlarin DNA kesme ve koruma aktivitelerinin belirlenmesi igin agaroz jel
elektroforez teknigi uygulandi. DNA karigimlari %1°lik hazirlanan agaroz jeldeki
kuyucuklara aktarildi. Marker olarak 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific) kullanildi. Her
kuyucuk igin 0,2 pg plazmid DNA yiklendi. Elektroforez 60 V’ta 400 mA akimda 60 dk
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(Labnet Gel XL Enduro) uygulandi. Yirtitme sonunda jel gorintileme sistemi (Vilber
Lourmat TFX-20.M) ile jelin fotografi ¢ekilerek bant gorintileri elde edildi. Elde edilen
bu goriintiiler ile Form I’in Form II ve/veya Form III’e doniisiimii dikkate alinarak

sonuglar degerlendirildi.

3.2.2.3. Allium cepa L. Kok Meristematik Hucre Testi

Ekstraktlarin antigenotoksik aktivitesinin belirlenmesi amaciyla DNA cleavage
yonteminin yan1 sira Allium cepa kok meristematik hiicre testi de uygulandi. Bu g¢alisma
kapsaminda uygulanan Allium test, Fiskesjo (1985)’niin yontemi temel alinarak yapildi.

Calismada, benzer agirliklara sahip arpacik soganlari (Allium cepa L., 2n=16)
kullanildi. Dis kabuklar1 ve kuru kok kisimlari temizlenen soganlar, koklenmesi igin distile
su ile doldurulmus cam tiiplerin agiz kismina yerlestirildi (Sekil 3.10). Kdklendirme islemi
22+2 °C oda sicakhiginda laboratuvar kosullarinda yapildi. Kokler yaklagik 2-3 cm
uzunluga ulasinca, kok uglari 1 saat stireyle H20. ¢0Ozeltisi (%0,3) iceren cam tiplere
transfer edildi. Bu sure sonunda soganlar yaklasik 10 dakika boyunca akan ¢esme suyunda
yikandiktan sonra, test edilecek ekstraktlarin farkli dozlarimi (0,02, 0,10 ve 0,50 mg/mL)
iceren cam tiplere yerlestirildi. Bu dozlarin belirlenmesi amaciyla dncelikle ekstraktlarin
farkli konsantrasyonlar1 hazirlanarak bir 6n ¢alisma yapildi. Pozitif kontrol amaciyla H20-
cozeltisi (%0,3; 1 saat), negatif kontrol amaciyla da distile su kullanildi. Deney suresi (48
saat) sonunda kokler, uzunluklari not edildikten sonra bir bistiiri yardimiyla yaklasik 1-2
cm boyunda u¢ kisimlarindan kesildi. Kesilen kokler farmer fiksatifi (3:1, etanol:glasiyal
asetik asit) icerisine alinarak, 24 saat sure boyunca 4 °C’de tespit edildi. Fiksasyon
isleminden sonra, kokler 1s1ik mikroskobunda incelenene kadar %70’lik etanol ¢ozeltisine
alind1 ve 4 °C’de buzdolabinda muhafaza edildi. Mikroskobik inceleme igin 6ncelikle kok
uglarmin 1 N hidroklorik asit (HCI) ¢ozeltisinde 1s1 uygulanarak yaklasik 3 dakika boyunca
hidroliz islemi gergeklestirildi. Asitten aliman kok uclart %?2’lik orsein c¢ozeltisine
konularak beg alevi iizerinde boyama islemi yapildi. Boyanan kok uclari lam tizerine
alinarak ezme preparat teknigi uygulandi. Her kontrol ve uygulama grubu i¢in her slaytta 5
kok ucu olmak iizere liger slayt hazirlandi ve her grup i¢in en az 5000 hiicre analiz edildi.
Slaytlar Olympus CX41 binokiiler 151k mikroskobunda 40x10’luk biiyiitmede incelendi.

Calismada her deney grubu icin kék uzunluklari, boliinen hiicre sayisi/toplam hiicre
sayist (mitotik indeks; M) ve kromozomal anormallikler (metafazda kutup kaymast,
fragment olusumu, anafazda kalgin kromozom, C-mitoz, dagmik kromozom yapisi,

anafazda ve telofazda kromatid koprist olusumu, anafazda ve telofazda kutup kaymasi,
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yapiskan kromozom vb) not edilerek ortalamalar1 ve standart sapma degerleri kaydedildi.
Boylelikle bu test kapsaminda elde edilen verilerle, Achillea nobilis subsp. sipylea

bitkisinin oksidatif hiicre ve DNA hasarina karsi koruyucu etkisi test edilmeye ¢alisildi.

Sekil 3.10. Allium cepa L. kok meristematik hiicre testinin uygulanisi

3.2.3. Antioksidan Aktivite Analizleri

3.2.3.1. Toplam Fenolik Bilesik Miktarinin Belirlenmesi

Ekstraktlarin toplam fenolik bilesik miktar1 Folin-Ciocalteau ayiraci ile Slinkard ve
Singleton’un (1977) gelistirdigi metoda gore tayin edildi.

Standart fenolik bilesik olarak gallik asit (GA) kullanildi. Standart egri eldesi i¢in
250 mg gallik asit 25 mL saf suda c¢ozllerek (10 mg/mL) stok cozelti elde edildi. Stok
cozeltiden de 25-1000 ug/mL’lik bir seri ¢ozelti hazirlandi. Tiplere sirasiyla standart
cozelti (0,1 mL), distile su (4,5 mL) ve Folin-Ciocalteau reaktifi (0,1 mL) konuldu.
Yaklasik 3 dakika sonra %2’lik hazirlanan Na>COs ¢ozeltisinden (0,3 mL) ilave edildi.
Tiipler vortekslendikten sonra karigim 2 saat boyunca karanlikta oda sicakliginda
bekletildi. Test edilecek ekstraktlar ve kor de ayni sekilde hazirlandi. Negatif kontrole
standart veya ekstrakt yerine distile su (0,1 mL) ilave edildi. Kor igin ise su kullanildu.
Hazirlanan ornekler spektrofotometrede 760 nm dalga boyunda okutularak elde edilen
degerler kaydedildi. Deney 3 tekrarli olarak yapildi ve degerlerin ortalamalar1 alindi.
Ekstraktlarin toplam fenolik bilesik miktarlarinin hesaplanmasinda, standart egriden elde

edilen asagidaki denklem kullanildi ve sonuglar mg gallik asit/g ekstrakt seklinde
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diizenlenerek hesaplandi.

y =0,001x + 0,067 (3.2)
y = Absorbans degeri

x = Gallik asit miktar1 (mg)

3.2.3.2. Toplam Flavonoid Madde Miktarinin Belirlenmesi

Ekstraktlarin toplam flavonoid madde miktari, Mateji¢ ve ark. (2013)’nin
gelistirdigi yonteme gore belirlendi. Caligmada standart flavonoid bilesik olarak kuersetin
kullanildi. Standart egri elde etmek amaciyla 25-1000 pg/mL’lik kuersetin g¢ozeltileri
hazirlandi. Sirasiyla standart ¢ozeltiden 100 pL, %10 AI(NO3)3.9H20 cozeltisinden 100 pl,
1 M CyHzKO; cozeltisinden 100 pL ve etanolden de 5,2 mL eklenerek vortekste
karistirlldi.  Oda  sicakliginda 40 dakika bekletilen karisimm, 415 nm’de
spektrofotometrede absorbans degeri belirlendi. Test edilecek ekstraktlar ve kér de ayni
sekilde hazirlandi. Negatif kontrole standart veya ekstrakt yerine etanol (100 pL) ilave
edildi. Kor icin ise etanol kullanildi. Olgiimler 3 tekrarli olarak gerceklestirildi.
Ekstraktlarin igerdigi toplam flavonoid madde miktari, standart egriden elde edilen
asagidaki denklem kullanilarak belirlendi ve sonuglar mg Kkuersetin/g ekstrakt seklinde

diizenlenerek ifade edildi.

y =0,010x + 0,104 (3.2)
y = Absorbans degeri

x = Kuersetin miktar1 (mg)

3.2.3.3. Serbest Radikal Giderme Aktivitesinin Belirlenmesi (DPPH Testi)

Serbest radikal giderme aktivitesi, Brand-Williams metoduna goére 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) radikali kullanilarak belirlendi. Bu yontemde, DPPH molekdlii
ortamda bulunan antioksidan molekiillerine H* vererek indirgenir ve bu durum absorbansin
azalmasma neden olur. Absorbans degeri ne kadar ¢ok azalirsa, test edilen maddenin
serbest radikal giderme aktivitesi de o kadar fazla anlamina gelmektedir (Brand-Williams
ve ark., 1995).

Test edilecek ekstraktlar veya standart olarak kullanilacak BHT ¢0zeltisi 1 mg/mL
olacak sekilde hazirlanip, farkli miktarlarda (20, 40, 60, 80 ve 100 pL) test tiplerine alindi.

Daha sonra, her bir tiipteki toplam hacim 2 mL olacak sekilde metanol eklendi. Ornekler
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Uzerine metanolde giinliikk olarak hazirlanan 20 mg/L DPPH ¢ozeltisinden 0,5 mL
eklenerek vorteks yardimiyla hizlica karistirildi. Hazirlanan 6rnekler karanlik ortamda oda
sicakliginda 30 dakika bekletildi. Bu siire sonunda, spektrofotometrede 517 nm’de
orneklerin absorbanslar1 kore kars1 o6l¢iildii. Pozitif ve negatif kontroller de paralel olarak
calisildi. Pozitif kontrolde ekstrakt yerine standart (BHT), negatif kontrolde ise ¢Ozuci
(metanol) kullanildi. Deney ii¢ kez tekrarlandi ve okunan degerlerin aritmetik ortalamasi
alindi. Her 6rnegin radikal giderme aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi ve

sonuclar % inhibisyon olarak belirlendi (Brand-Williams ve ark., 1995).

Inhibisyon (%) = [(Ao- A1) / Ag] x 100 (3.3)
Ao: Ekstrakt veya standart icermeyen kontrol absorbansi

A Ekstrakt veya standart absorbansi

3.2.3.4. p-Karoten/Linoleik Asit Testi

B-Karoten testi, bir emdilsiyonda linoleik asit oksidasyonu ile olusturulan
radikallerle reaksiyonundan dolay1r p-karotenin sar1 renginin kaybolmasi esasina
dayanmaktadir. Antioksidanlar varliginda f-karoten agartma orani yavaslatilabilmektedir.
Bu sayede, iyi bilinen sentetik antioksidanlardan olan BHT, Achillea nobilis subsp. sipylea
bitkisinin antioksidan aktivite degerlendirilmesinde kullanildi.

B-Karoten/linoleik asit testi Miller (1971)’in yontemi esas alinarak yapildi. 0,2 mL
%100 Tween 20 ve 0,02 mL linoleik asit igeren 50 mL’lik yuvarlak dipli bir sise igerisine,
1 mL B-karoten soltsyonundan (0,2 mg/mL kloroform) ilave edildi. Bir rotary evaporator
yardimiyla 40 °C’de 5 dakika tutulan karisimdan kloroformun uzaklastirilmasi saglanda.
Ugurma isleminden sonra, karistm hemen 100 mL distile su ile seyreltildi. Bir emulsiyon
olusturmak amaciyla distile su karisimin igerisine azar azar eklendi ve karisim hizl bir
sekilde calkalandi. Bu karisim stok soliisyon olarak kullamldi. Icerisinde %80’lik
metanolde ¢oziinmiis 1 mg/mL dozunda hazirlanan ekstraktlardan 0,2 mL bulunan farkl
test tiiplerine bu emiilsiyondan 5’er mL paylastirildi. Hazirlanan karisimin absorbansi kore
(B-karoten icermeyen emiilsiyon) karst 470 nm’de dl¢iildii. Cam tiipler 50 °C’ye ayarli su
banyosuna yerlestirildi ve emilsiyonun oksidasyonu 30, 60 ve 90 dakikalik slreler
sonunda 470 nm’de absorbansinin dl¢lilmesiyle spektrofotometrik olarak izlendi. Pozitif
kontrol olarak BHT kullanildi. Her deney 3 tekrarli olarak yapildi. Ekstraktlarin
antioksidan aktivite ylizdesi asagida yer alan formiile gore hesaplandi ve elde edilen

degerlerin aritmetik ortalamalar1 alind.
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Antioksidan aktivite (%) = 100 x [1 - (Ao - At/ Ao — Aa)] (3.4)

Ao: Ekstrakt veya standart igeren solusyonun reaksiyonun baslangicindaki
absorbansi

A Ekstrakt veya standart iceren solusyonun belli bir sire (30, 60, 90 dakika)
sonundaki absorbansi

Aoco: Ekstrakt veya standart icermeyen kontrol solusyonunun reaksiyonun
baslangicindaki absorbansi

Aot Ekstrakt veya standart icermeyen kontrol soltisyonunun belli bir stire (30, 60,
90 dakika) sonundaki absorbansi

3.2.3.5 Bakir(Il) Iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi
(CUPRAC Testi)

Bitki ekstraktlarinin toplam antioksidan kapasitesini belirlemek amaciyla bakir(ll)
iyonu indirgeyici antioksidan kapasite tayini icin CUPRAC testi uygulandi (Apak ve ark.,
2006). Testte kullanilan 10 mM CuCl, ¢oOzeltisi distile suda; 1 M amonyum asetat tampon
cozeltisi (pH=7,0) ve 7,5 mM neokuproin ¢ozeltisi de etanolde giinliik olarak hazirlanda.
Bir cam tlpe farkli konsantrasyonlarda (0,8-4 mg/mL) hazirlanan ekstraktlardan 250 pL
konuldu. Uzerine sirasiyla 250 puL CuCl, ¢ozeltisi, 250 pL neokuproin ¢ozeltisi ve 250 pL
amonyum asetat tamponu eklendi. Daha sonra, tiiplere toplam hacim 2 mL olacak sekilde 1
mL distile su eklendi ve iyice karigtirildi. Tipler oda sicakliginda karanlikta agz1 kapali
olarak 30 dakika bekletildikten sonra, 450 nm’deki absorbans degerleri kore kars1 okundu.
Pozitif kontrolde standart olarak BHT kullanildi. Negatif kontrolde ise, ekstrakt yerine
distile su (250 pL) konuldu.

3.2.3.6. Metal Selatlama Aktivitesinin Belirlenmesi

Ekstraktlarin metal selatlama aktiviteleri, Dinis ve ark. (1994)’nin belirledikleri
yonteme gore yapildi. Ekstraktlardan ve pozitif kontrolde kullanilacak olan bilesikten
(EDTA) 100 mg/mL olacak sekilde stok ¢ozeltileri hazirlandi. Her stok ¢ozeltiden de farkli
konsantrasyonlarda (0,25-10 mg/mL) seri ¢ozeltiler elde edildi. Tiipe sirasiyla 100 pL test
edilecek madde, 400 pL etanol, 100 puL FeCl2.4H20 (2 mM) ve 400 pL ferrozin (5 mM)
ilave edildi. Cozelti vortekste kuvvetli bir sekilde karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10
dk bekletildi. Inkiibasyondan sonra ¢dzeltinin 562 nm’deki absorbansi, ferrozin harig

geriye kalan cozeltiden olusan kore karsi kaydedildi; ferrozin yerine ayni miktarda (400
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pL) etanol konuldu. Negatif kontrol olarak ekstrakt ya da EDTA hari¢ geriye kalan ¢ozelti
kullanildi. Deneyde her doz 3 tekrarli olacak sekilde test edildi. Metal selatlama aktivitesi

% cinsinden su formiille hesaplandi:

Metal selatlama aktivitesi (%) = [(Ao- A1) / Ao] X 100 (3.5)
Ao: Ekstrakt veya standart icermeyen kontrol absorbansi

A Ekstrakt veya standart absorbansi

3.2.3.7. Toplam Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Ekstraktlarin toplam antioksidan aktivitesini belirlemek icin ferrik tiyosiyanat
metodu kullanildi. Bu test i¢cin 1 mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanan
ekstrakt stok cozeltisinden 0,5 mL alinarak (zerine 2,5 mL linoleik asit, 2 mL sodyum
fosfat tampon cozeltisi (0,04 M NaH2POs; pH 7,2) eklendi. Ayni islemler standart (BHT)
icin de tekrarlandi. Karisimlar 6 saat siireyle 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Daha sonra
bu numunelerden 100 uL alinip, tizerine sirasiyla 4,7 mL etanol, 100 puL FeClz (%3,5)
cozeltisi ve 100 pL amonyum tiyosiyanat (%30) cozeltisi eklendi. Kontrol ¢ozelti olarak
2,5 mL linoleik asit Gzerine 2,5 mL tampon ¢0zelti ilave edildi. Kor ise, ekstrakt ya da
standart yerine tampon c¢oOzelti konularak hazirlandi. Standardin ve ekstraktlarin
absorbansi, reaksiyon baglangicinda ve 6, 24, 48 saat sonunda 500 nm’de kore karsi

okundu ve yizde inhibisyonlar1 agsagidaki formiile gore hesapland: (Mitsuda ve ark., 1996).

Inhibisyon (%) = [(Ao- A1) / Ag] x 100 (3.6)
Ao: Ekstrakt veya standart icermeyen kontrol absorbansi

Au: Ekstrakt veya standart absorbansi

3.2.4. Antimikrobiyal Aktivite Analizleri

Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisinin antimikrobiyal aktivite analizleri, broth
mikrodilisyon ve agar disk difiizyon yontemleri kullanilarak Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii’'niin 6nerdigi sekilde gerceklestirildi (CLSI, 2002; 2004; 2012a;
2012Db).

3.2.4.1. Agar Disk Diftizyon Yontemi
Bu yontemde, test edilen her mikroorganizma ic¢in 100 pL inokulum steril petri

kaplarina aktarildi ve agar disk diftizyon testlerinde, bakteriler igin Mueller-Hinton Agar
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(MHA) plaklari; funguslar i¢in Saboraud Dekstroz Agar (SDA) plaklart kullanildi. Plaklar
inokiilasyon oncesi yaklasik 30 dakika 37 °C’de inkiibatérde tutuldu. Her petride 5 adet
olacak sekilde agar iizerinde 6 mm ¢apinda bos steril antibiyogram diskleri yerlestirildi.
Test edilmek istenen bitki ekstraktlarindan hazirlanan farkli diliisyonlardan 25 pL bu
disklere emdirildi. Petriler oda sicakliginda 15 dk bekletildikten sonra, bakteri ekimi
yapilanlar 35-37 °C’de 24 saat, fungus ekimi yapilanlar ise 28-30 °C’de 48 saat inkiibe
edildi. Duyarlilik testlerinde standart antibiyotikler pozitif kontrol amaciyla kullanildi.
Pozitif kontrolde bakteriler icin gentamisin ve ampisilin, funguslar icin flukonazol
uygulandi. Negatif kontrolde ¢oziicii olarak kullanilan DMSO uygulandi. Biitiin testler ¢
tekrarli olarak yapildi. Biyoanaliz sonuglari inhibisyon bolgesi ¢ap degerlerinin ortalamasi
alinarak verildi (Sekil 3.11). Buna gore elde edilen sonuclar,<9 mm ise inaktif; 9-12 mm
ise kismen aktif; 12-18 mm ise aktif; >18 mm ise yiksek derecede aktif olarak kabul edildi
(Cerqueira ve ark., 2007).

Sekil 3.11. Agar disk difiizyon yonteminin uygulandig: petri goriintts

3.2.4.2. Broth Mikrodilusyon Yontemi

Broth mikrodiliisyon ydntemi ile bitki ekstraktlarinin Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonlar: (MIK) belirlendi. MIK degerlerinin belirlenmesi, 96 kuyucuga sahip
mikroplaklarda bir seri dilisyon metodu uygulanarak yapildi.

Ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesi Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Escherichia coli
(NRRL B-3704), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
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10145), Proteus vulgaris (ATCC 13315) bakterileri ve Candida albicans (ATCC 60193)
ile Candida tropicalis (ATCC 13803) mayalarina karst test edildi.

Bakteriler Mueller Hinton Agar (MHA) (pH 7,2), mayalar ise Sabouraud Dekstroz
Agar (SDA) besiyerleri kullanilarak c¢ogaltildi. Bakterilerin inokulumu Mdeller Hinton
Broth (MHB, Difco) besiyerindeki 4-6 saatlik kultirden, mayalar icin ise RPMI-1640
(Sigma) besiyerindeki 24 saatlik kiiltiirden hazirlandi. Mikroorganizma siispansiyonlarinin
yogunluklart1 0,5 McFarland standardi kullanilarak ayarlandi. Boylelikle, son
konsantrasyonlar1 bakteriler i¢in 5x10° kob/mL (koloni olusturan birim/mL), mayalar igin
0,5-2,5x10° kob/mL olacak sekilde taze gecelik kiiltiirlerden seyreltmeler yapildi. Ekim
yapilan mikroplaklar bakteriler igin 35-37 °C’de 18-24 saat, mayalar icin ise 28-30 °C’de
48 saat inkiibasyona birakildi. Gozle goriiliir liremenin olmadigi en diisiik madde

konsantrasyonu MIK degeri olarak kaydedildi (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Broth mikrodiliisyon yonteminin uygulanist ve test sonucundaki mikroplak

gorantusu

3.2.5. Verilerin Degerlendirilmesi

Istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics Version 21.0 paket programi kullanilarak
hesaplandi. Olgtimler (g tekrarli olarak yapildi ve sonuclar ortalamazstandart sapma
(orttss) olarak gosterildi. Test sonucunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde,
One-Way ANOVA testi ve gruplarin karsilastirilmasi amaciyla Duncan ¢oklu aralik testi
ile Kruskal-Wallis H nonparametrik testi ve iki grubun karsilastirilmasinda Mann Whitney

U testi kullanildi. Farkliliklar p<0,05 seviyesinde 6nemli goraldd.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Genotoksisite ve Antigenotoksisite Sonuclar:

4.1.1. Tradescantia Stamen Tuyu Mutasyon Analizi Sonuglar:

Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisinden elde edilen hekzan, metanol ve su
ekstraktlariin Tradescantia stamen tlylu mutasyon analizleri sirasinda gézlenen pembe
renkli mutant hiicreler Sekil 4.1’de gosterilmistir. Analizlerde elde edilen veriler Cizelge
4.1°de ve Sekil 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6’da ortalama+standart sapma seklinde sunulmustur.
Gruplar arasindaki farkliliklar Kruskal Wallis H nonparametrik testi ve Mann Whitney U
testi ile belirlenmistir. Istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) olan degerler farkli harflerle
ifade edilmistir (Cizelge 4.1).

Yapilan bu analizde, A. nobilis subsp. sipylea hekzan ekstraktlarinin test edildigi
deney gruplarmin higbirinde ¢igeklenme olmadigi igin stamen tiiyl hicreleri
incelenememis olup hekzan ekstraktlari i¢in analiz gergeklestirilememistir. Diger A. nobilis
subsp. sipylea metanol ve su ekstraktlarinin mutasyon analizi sonuglar1 karsilastirildiginda
ise, uygulama siiresine bagli olarak ekstraktlarin mutant hiicre sayisinda artisa neden
oldugu; ancak negatif kontrolle kiyaslandiginda anlamli bir fark olmadigi saptanmuistir.
Sadece pozitif kontrol olarak kullanilan sodyum azid (SA) uygulama gruplarinin hepsinde

istatistiksel agidan 6nemli bir fark bulunmustur (p<0,05).

I
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Sekil 4.1. Tradescantia stamen tliyl mutasyon analizinde gdzlenen pembe mutant hicreler
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Cizelge 4.1. Tradescantia stamen tilyli mutasyon analizi sonuglari

Mutant Hiicre/1000 Stamen Tyl Hcresi

Uygulama (1 mg/mL)

Uygulama Siresi (Saat)

12 24 48 72 96
Negatif Kontrol DS  0,00+0,00%B 0,67+0,58%8 1,00+0,009B 1,67+0,58%4 2,00+0,00%4
Pozitif Kontrol ~ SA  8,33+0,58*E  12,00+1,00%P 19,67+1,53*¢ 28,33+1,15%8 36,00+1,00%A
H - - - - -
1 M 1,6740,58°CP  2,67+0,58°¢C 5,00+0,00%8 7,33+0,58¢AB 9,00+1,00%4
Istasyon
S 2,00+0,00¢¢ 4,00+0,00%8 5,67+0,58PcAB 6,000,009 6,67+0,58%4A
H - - - - -
2.
i . 2,00+0,00%B  3,67+0,58°AB 4,33+0,58%A 5,000,004 5,00+0,0094
Ilkbahar istasyon M ) ' , ) ) , ) ) ) )
S 1,33+0,58¢¢ 4,00+0,00¢8 5,67+0,58"¢8 8,00+1,00%4 9,33+0,58%A
H ; - - - -
-3 M 2,67+0,58°¢C  4,00+0,00%C 7,670,588 10,33+0,58>¢AB 12 00+0,00°4
Istasyon
S 1,00+0,00¢¢ 2,00£0,00¢¢ 4,67+0,58°8 8,330,584 10,33+0,580¢A
H - - 2 - -
oL M  3,00+0,00°PE  6,33+0,58>¢C.b 9,00£1,00°B€  11,33+0,58>AB  13,00+0,00°4
Istasyon
S 1,00+0,00¢B 2,00+0,00%8 2,33+0,58%4A8B 3,000,004 3,67+0,5844
H - - - - -
Yaz . 2. M 3,33+0,582P 5,33+0,58P¢C 9,00+1,00°8 12,67+0,58>A 13,33+0,58>A
Istasyon
S 1,00+0,00%8 2,00+0,0098 2,67+0,58¢AB 4,00+0,009A 4,33+0,58%A
H - - - - -
3 M 2,00+0,00¢P 3,33+0,58°P 6,33£0,58°¢C  10,00+1,00°¢AB 11 33+0,58%4
Istasyon
S 2,00£0,00¢P 3,67+0,58¢P 6,00+0,00%¢ 9,33+0,58¢%8 11,00+1,005¢A

DS: Distile su, SA:
(-): Analiz yapilamamustir.

ekstrakti.

Sodyum azid, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol esktrakti, S: Su

Degerler ortalamatstandart sapma seklinde

verilmistir. a, b, ¢, d, e: Ayni siitun igerisinde farkli harfler ile belirtilen degerler arasindaki
fark istatistiksel olarak 6énemli bulunmustur (p<0,05). A, B, C, D, E: Ayni satir icerisinde
farklr harfler ile belirtilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur

(p<0,05)
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Sekil 4.2. ilkbahar 6rneklerinin Tradescantia stamen tiiyii mutasyon analizi sonuglar1. DS:
Distile su, SA: Sodyum azid, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol esktrakti, S: Su ekstrakti.
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Sekil 4.3. Yaz Orneklerinin Tradescantia stamen tiiyii mutasyon analizi sonuglari. DS:
Distile su, SA: Sodyum azid, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol esktrakti, S: Su ekstrakti.

% Analiz yapilamamistir
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Sekil 4.4. 1. Istasyon &rneklerinin Tradescantia stamen tiiyii mutasyon analizi sonuglar1.

DS: Distile su, SA: Sodyum azid, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol esktrakti, S: Su

ekstrakti. %: Analiz yapilamamistir

Mutant Hiicre/1000 Stamen T{iyii Hiicresi

40
35
30
25
20
15
10

I
T
<t o oo illl - i
DS SA H M 5 H M S
Ilkbahar Yaz
Negatif = Pozitif 2. Istasyon

Kontrol Kontrol

Siire (Saat) W12 M24 H43 H72 H96

Sekil 4.5. 2. Istasyon drneklerinin Tradescantia stamen tiiyii mutasyon analizi sonuglari.
DS: Distile su, SA: Sodyum azid, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol esktrakti, S: Su

ekstrakti. %: Analiz yapilamamistir
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Sekil 4.6. 3. Istasyon drneklerinin Tradescantia stamen tiiyii mutasyon analizi sonuglari.

DS: Distile su, SA: Sodyum azid, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol esktrakti, S: Su

ekstrakti. %: Analiz yapilamamistir

4.1.2. DNA Kesme ve Koruma Aktivitesi Sonuclari

Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisinden elde edilen hekzan, metanol ve su
ekstraktlarinin DNA kesme ve koruma aktivite sonuglar1 Sekil 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11 ve
4.12’de gosterilmistir. Hidrolitik DNA kesme aktivitesi sonuglarina gore; ilkbahar
orneklerinin higbirinde kesim aktivitesi g0zlenmezken, yaz Orneklerinden sadece
1. istasyona ait metanol ekstraktinin (Y.1.M) kesim aktivitesi gosterdigi saptanmigtir (Sekil
4.7 ve 4.8). Ayrica, hem ilkbahar hem yaz érneklerinin metanol ve su ekstraktlarinin H20>
(25 mM)’ye karst DNA’y1 koruduklari tespit edilmistir (Sekil 4.9 ve 4.10). Bununla
birlikte, test edilen batin ekstraktlar UV’ye karsti DNA koruma aktivitesi gostermistir
(Sekil 4.11 ve 4.12).
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Form II
Form III

Form I

5 6 7 8 9 10 11

Sekil 4.7. Ilkbahar orneklerinin DNA hidrolitik kesme aktivitesi. 1. DNA (Negatif
Kontrol), 2. DNA+H;0; (Pozitif Kontrol), 3. DNA+I.1.H, 4. DNA+i.1.M, 5. DNA+I.1.S,
6. DNA+i.2.H, 7. DNA+.2.M, 8. DNA+0.2.S, 9. DNA+L.3.H, 10. DNA+L.3.M,
11. DNA+L.3.S

Form II
Form III
Form I

Sekil 4.8. Yaz orneklerinin DNA hidrolitik kesme aktivitesi. 1. DNA (Negatif Kontrol),
2. DNA+H,0, (Pozitif Kontrol), 3. DNA+Y.1.H, 4. DNA+Y.1.M, 5. DNA+Y.l.S,
6. DNA+Y.2.H, 7. DNA+Y.2.M, 8. DNA+Y.2.S, 9. DNA+Y.3.H, 10. DNA+Y.3.M,
11. DNA+Y.3.S

Sekil 4.9. ilkbahar 6rneklerinin H2O, hasarina karst DNA koruma aktivitesi. 1. DNA
(Negatif  Kontrol), 2. DNA+H,0; (Pozitif Kontrol), 3. DNA+H202+i.1.H,
4, DNA+H20,+1.1.M, 5. DNA+H202+1.1.S, 6. DNA+H20,+1.2.H, 7. DNA+H202+1.2.M,
8. DNA+H;0,+1.2.S, 9. DNA+H,02+1.3.H, 10. DNA+H,02+1.3.M, 11. DNA+H,0,+1.3.5
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Form II
Form III
Form I

Sekil 4.10. Yaz 6rneklerinin HoO2 hasarina karst DNA koruma aktivitesi. 1. DNA (Negatif
Kontrol), 2. DNA+H;0, (Pozitif Kontrol), 3. DNA+H202+Y.1.H, 4. DNA+H,02+Y.1.M,
5. DNA+H202+Y.1.5, 6. DNA+H202+Y.2.H, 1. DNA+H202+Y.2.M,
8. DNA+H0,+Y.2.S, 9. DNA+H0,+Y.3.H, 10. DNA+H,0,+Y.3.M,
11. DNA+H0,+Y.3.S

7 8 9 10 11

Sekil 4.11. ilkbahar 6rneklerinin UV hasarina karst DNA koruma aktivitesi. 1. DNA
(Negatif  Kontrol), 2. DNA+UV (Pozitif Kontrol), 3. DNA+L.1.H+UV,
4. DNA+LI.M+UV, 5. DNA+L.1.S+UV, 6. DNA+i.2.H+UV, 7. DNA+.2.M+UV,
8. DNA+.2.8+UV, 9. DNA+L.3.H+UV, 10. DNA+i.3.M+UV, 11. DNA+.3.S+UV

——

e e S — Fom1

4§ 5 6 7 8 9 10 11

Sekil 4.12. Yaz orneklerinin UV hasaria karst DNA koruma aktivitesi. 1. DNA (Negatif
Kontrol), 2. DNA+UV (Pozitif Kontrol), 3. DNA+Y.1.H+UV, 4. DNA+Y.1.M+UV,
5. DNA+Y.1.S5+UV, 6. DNA+Y.2.H+UV, 7. DNA+Y.2.M+UV, 8. DNA+Y.2.5+UV,
9. DNA+Y.3.H+UV, 10. DNA+Y.3.M+UV, 11. DNA+Y.3.5+UV
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4.1.3. Allium cepa L. Kok Meristematik Hucre Testi Sonuclar:

Allium cepa L. kok meristematik hiicre testi kapsaminda; Achillea nobilis subsp.
sipylea bitkisi hekzan, metanol ve su ekstraktlarinin hidrojen peroksitin (H202) neden
oldugu toksisiteye karsi antisitotoksik ve antigenotoksik etkisi A. cepa kok uzunluklari,
mitotik indeks (MI) degerleri ve kromozomal anomali yiizdeleri hesaplanarak belirlenmeye
calistlmistir. A. cepa kok meristematik hiicre testinde gozlenen mitotik hicreler ve
kromozomal anomaliler Sekil 4.13’te verilmistir.

A. cepa kok meristematik hicre testi kapsaminda elde edilen sonuclar Cizelge 4.2-
4.6 ve Sekil 4.14-4.28’de gosterilmistir. Sonuclar ortalamatstandart sapma degerleri
hesaplanarak verilmistir. Ekstraktlarin antisitotoksik ve antigenotoksik aktivitelerinin
degerlendirilmesi One-Way ANOVA testi ve gruplarin karsilastirilmast Duncan g¢oklu
aralik testi ile yapilmistir. Farkliliklar p<0,05 seviyesinde anlamli goriilmiistiir. Istatistiksel
olarak anlamli (p<0,05) degerler farkli harflerle ifade edilmistir (Cizelge 4.2-4.6).

A. cepa kok uzunlugu testi sonuglarina gore, mevsim ve lokasyon degisimlerinin
kok uzunluklarina anlamli bir etki gostermedigi saptanmistir (p>0,05). Ekstraktlar
karsilastirildiginda ise; en giliclii antisitotoksik etkiye sirasiyla su>metanol>hekzan
ekstraktlarinin sahip oldugu belirlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.2, Sekil 4.14 ve 4.15).
Bununla birlikte, ¢aligmada test edilen dozlardan en diisiik doz (0,02 mg/mL) ile en yiiksek
doz (0,50 mg/mL) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken; aradaki
dozun (0,10 mg/mL) sonuglart anlamli bulunmustur (Sekil 4.16, 4.17 ve 4.18).

A. cepa mitotik indeks degerlerinin arastirildigi ¢alisma sonucunda, test edilen
orneklerin toplandigi mevsimin 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0,05). Buna gore, yaz
mevsiminde toplanan bitkilerden elde edilen ekstraktlarin uygulandigi kok uglarinda
mitotik indeks yiizdelerinin diger mevsime gore daha yiiksek oldugu sonucuna varilmigtir
(Cizelge 4.4). Bununla birlikte, mitotik indeks degerleri {izerine bitkilerin toplandig
istasyonlar arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.19 ve 4.20). Kok
uzunlugu testinde oldugu gibi bu test sonucunda da en etkili ekstraktin su ekstrakti oldugu
tespit edilmistir (p<0,05). Ayrica pozitif kontrolle kiyaslandiginda, test edilen en yiksek
dozun (0,50 mg/mL) mitotik indeks degerlerinde anlamli bir fark olusturmadigr ve diger
dozlarin (0,02 ve 0,10 mg/mL) 6nemli derecede etkili oldugu saptanmistir (p<0,05).

A. cepa kromozomal anomali testi sonuglari degerlendirildiginde, mitotik indeks
testine benzer sekilde yaz mevsimine ait 6rneklerin antigenotoksik aktivitesinin istatistiksel
olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,05) (Cizelge 4.6). Bununla birlikte, istasyon
farkinin bu aktivitede énemli bir etkiye sahip olmadigi goriilmistiir (p>0,05) (Sekil 4.24 ve
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4.25). Yine benzer sekilde, su ekstraktinin en fazla koruyucu etkiye sahip ekstrakt oldugu
belirlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.26, 4.27 ve 4.28). Mitotik indeks testinden farkli olarak, bu
testte antigenotoksik aktivite iizerinde doz farkinin anlamli bir etkiye sahip olmadig:

saptanmustir (p>0,05) (Cizelge 4.5 ve 4.6).

o = 20 -~ 7 g "
] -i( ~ (
5 ~ . e | |

Sekil 4.13. Allium cepa kok meristematik hticre testinde gozlenen mitotik hiicreler ve

kromozomal anomaliler. (a) Normal profaz, (b) normal metafaz, (c) normal anafaz, (¢)
normal telofaz, (d) vakuollii niikleuslar, (e) par¢alanmis niikleus, (f) anafazda yapiskan
kromozom, (g) c-mitoz, (&) metafazda tabla kaymasi, (h) anafazda fragment olusumlari, (1)
anafazda kalgin kromozom, (i) anafazda kutup kaymasi, (j) anafazda kromatid koprisu, (k)
telofazda kutup kaymasi ve (1) senkronizasyon bozuklugu
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Cizelge 4.2. Allium cepa kok uzunlugu testi sonuglari

Kok Uzunlugu (cm)
(OrtSS)
Uygulama
ilkbahar Yaz
Egg‘:‘;‘)‘] DS 4,25+0,042
comtt o, 259+0,07¢
002  3,040,05¢A 3,11+0,08%A
H 0,10  2,84+0,04%A 2,03+0,06%¢A
050  2,68+0,06%A 2,78+0,06°A
0,02  3,540,02°A 3,42+0,04°A
1. istasyon M 0,10  3,810,05*A 3,76£0,100A
050  3,2240,07%A 3,24+0,07°%A
0,02 3,540,060~ 350+0,08%bA
S 0,10  4,16+0,04*A 4,0920,11A
050  3,81+0,08"A 3,77+0,120A
0,02  3,19+0,04%¢A 3 31+0,00°A
H 0,10  2,90+0,10%¢8 3 1620,1200A
050  2,78+0,08%B 2,00+0,05%¢A
002  3,26+0,07%4A 328+0,07°A
2.Istasyon M 0,10  3,710,06"A 3,69+0,130A
050  3,440,09°A 3,21+0,14%%8
002  3,8620,02°A 3,76+0,070A
S 0,10  4,08+0,08*A 4,18+0,06%A
050  3,93+0,05*"A 3,08+0,06A
002  3,11#0,07%A 321+0,13%%A
H 0,10  2,91%0,09%¢A 3,00+0,06%A
050  2,790,05%A 2,83+0,09%¢A
002  3,310,09°A 3,45+0,120¢A
3.istasyon M 0,10  3,690,11°A 3,83+0,04bA
050  3,460,08%A 3,5020,107¢A
0,02  3,72+0,05*A 3,67+0,06°A
S 0,10  4,00£0,06*A 4,01+0,072A
050  3,880,04°0A 3,87+0,020A

DS: Distile su, H20.: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol esktrakti, S: Su
ekstrakti. Sonuglar ortalamatstandart sapma (ort+ss) seklinde verilmistir. a, b, ¢, d, e: Ayni
stitun igerisinde farkli harfler ile belirtilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0,05). A, B: Aym satir icerisinde farkli harfler ile belirtilen
degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05)
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Negatif Pozitif Ilkbahar

Kontrol Kontrol
Doz (mg/mL) w002 @0.10 =0.50

Sekil 4.14. ilkbahar 6rneklerinin Allium cepa kok uzunlugu testi sonuglari. DS: Distile su,
H20,: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol esktrakti, S: Su ekstrakti
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DS H;0O, H M S H M S H M S
1. Istasyon 2. Istasyon 3. Istasyon
Negatif Pozitif Yaz
Kontrol Kontrol

Doz (mg/mL) 0,02 ®0,10 &0,50

Sekil 4.15. Yaz orneklerinin Allium cepa kok uzunlugu testi sonuglari. DS: Distile su,
H2O>: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol esktrakti, S: Su ekstrakti
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Allium cepa Kok Uzunluklar: (cm)
f— ro w R w

o

DS  H0,

Ilkbahar Yaz

Negatif Pozitif 1. Istasyon
Kontrol Kontrol

Doz (mg/mL) &0.02 @0.10 20,50

Sekil 4.16. 1. Istasyon 6rneklerinin Allium cepa kék uzunlugu testi sonuglari. DS: Distile

su, H202: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol esktrakti, S: Su ekstrakti

— S Lo B A

Allium cepa Kok Uzunluklar: (cm)
o

i

DS H,0, H

= T
M S H M S
Iikbahar Yaz

Negatif  Pozitif 2. Istasyon
Kontrol = Kontrol

Doz (mg/ml) w002 @0.10 &0,50

Sekil 4.17. 2. Istasyon drneklerinin Allium cepa kék uzunlugu testi sonuglari. DS: Distile

su, H202: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol esktrakti, S: Su ekstrakti
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DS H,0, H M S H M S
Ilkbahar Yaz
Negatif  Pozitif 3. Istasyon

Kontrol Kontrol
Doz (mg/ml) 4002 @010 &0.50

Sekil 4.18. 3. Istasyon drneklerinin Allium cepa kék uzunlugu testi sonuglari. DS: Distile

su, H2O2: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol esktrakti, S: Su ekstrakti
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Cizelge 4.3. ilkbahar 6rneklerinin Allium cepa kok meristematik hiicre testi mitotik indeks

degerleri
Toplam s
Uygulama TOP lam Profaz Metafaz ~ Anafaz Telofaz Béliinen .M'tOt'L(
Hicre L indeks (%)
ticre
Negatif
Kontrol DS 5032  43,60+1,67 25,00+1,58 21,00+1,41 24,00+1,58 113,60+3,44 11,29+0,33%
Pozitif e
Kontrol 1202 5062  19,40+1,14 4,20£0,84 6,00£0,71 7,60£055 37,20+1,79 3,670,19

0,02 5062 39,00+1,00 3,40+0,55 2,80+0,45 15,80+1,10 61,00+1,87 6,03+0,21¢
H 0,1 5010 38,00+1,00 1,80+0,45 0,80+0,45 9,60+055 50,20+1,48 5,01+0,15%¢
0,5 5028 36,00+0,71 0,60+0,55 0,60+0,55 4,00£0,00 41,20+0,45 4,10+0,04¢
0,02 5048 44,00+1,00 4,00+0,00 2,80+0,45 16,20+0,84 67,00+1,73 6,64+0,15°

M 01 5172 54,20+0,84 11,600,555 5,80+0,45 11,00+41,00 82,60+1,14 7,99+0,23b¢
0,5 5128 43,80+1,64 7,40+055 3,60+0,55 10,20+0,84 65,00£0,71 6,34+0,10¢
0,02 5041 53,00+1,22 14,20+0,84 3,80+0,45 8,40+0,55 79,40+1,34 7,88+0,17b¢

S 0,1 5085 49,00+1,58 15,60+0,89 11,20+0,84 16,80+0,84 92,60+2,97 9,10+0,17°
05 5095 49,00+1,22 9,60+0,89 5,00+0,00 14,00+1,00 77,60+2,19 7,61+0,14°

1. Istasyon

0,02 5020 31,60+1,52 9,60+0,89 5,60+0,55 17,00+0,71 63,80+1,30 6,35+0,12¢
H 0,1 5029 28,20+1,30 7,40+0,55 4,00+0,00 10,80+0,84 50,40+0,55 5,01+0,05¢
0,5 5187 2520+0,84 3,80+0,45 2,80+0,45 7,80+0,45 39,60+1,14 3,82+0,12°
0,02 5025 34,80+1,30 9,80+0,84 6,60+0,55 17,20+0,84 68,40+2,19 6,81+0,21°

0,1 5060 39,60+1,34 13,60+1,14 10,40+0,89 19,60+2,41 83,20+3,77 8,22+0,39°¢

ilkbahar
2. Istasyon
<

0,5 5153  32,20£1,79 9,60+055 5,60+0,55 15,20+1,30 62,60+2,61 6,08+0,29¢

0,02 5078 39,60+1,34 14,40+0,89 8,40+0,55 14,40+1,34 76,80+2,39 7,56+0,24°¢
S 0,1 5043  49,00+1,58 16,20+1,10 10,40+0,55 18,60+1,14 94,20+2,77 9,34+0,302P
0,5 5083  43,60+1,34 14,00+1,00 6,00+0,00 14,80+0,84 78,40+1,52 7,71+0,12¢

002 5046 3500+£1,00 12,60+0,55 5,60+0,55 13,60+0,89 66,80+1,64 6,62+0,13¢
H 01 5030 34,20+0,84 6,80+0,45 3,00+0,00 8,80+0,45 52,80+0,84 5,25+0,10¢

0,5 5048 27,00+0,71 4,40+0,55 2,00+0,00 8,60+0,55 42,00+1,22 4,16+0,10°

0,02 5046 41,004#1,22 16,00+1,00 10,00+0,71 16,80+1,10 83,80+1,92 8,30+0,20
0,1 5028 43,60+1,14 19,80+0,84 12,00+1,00 18,40+0,55 93,80+2,68 9,33+0,262P

0,5 5070 38,80+0,84 11,60+0,55 4,00+0,00 13,60+0,55 68,00+0,71 6,71+0,11°

3. Istasyon
<

0,02 5070 41,20#1,10 14,00+1,00 17,40+1,14 14,60+0,89 87,20+1,30 8,60+0,22"
S 0,1 5052  45,80+0,84 19,00+0,71 12,60+0,55 23,80+0,84 101,20+1,48 10,02+0,172

0,5 5120  42,00£1,00 14,40+0,55 8,80+0,45 17,80+0,84 83,00+1,22 8,11+0,145¢

DS: Distile su, H202: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol esktrakti, S: Su
ekstrakti. Degerler ortalama+standart sapma seklinde verilmistir. a, b, c, d, e: Ayn1 siitun
icerisinde farkli harfler ile belirtilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur (p<0,05)
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Cizelge 4.4. Yaz orneklerinin Allium cepa kok meristematik hticre testi mitotik indeks

degerleri
Toplam oo
Uygulama Toplam o Metafiz ~ Anafaz  Telofiz  Bolinen . Vitotik
Hiicre ; Indeks (%)
Hucre
Negatif
Kontrol DS 5032  43,60+1,67 25004158 21,00+1,41 24,00+1,58 113,60+3,44 11,29+0,33?
Pozitif ~
Kontrol H20> 5062 19,40+1,14  4,20+0,84 6,00£0,71  7,60+0,55  37,20+1,79 3,67+0,19

0,02 5124 43,60+0,89  9,40+0,55 5,40+0,55 13,00+1,00 71,40+1,14 6,97+0,16°
H 0,1 5032 40,60+1,14  7,40+0,55 3,60+0,55  9,20+0,84  60,80+0,45 6,04+0,05¢
0,5 5027 35,00+1,00 4,60+0,55 2,40£055  6,60+0,55  48,60+1,52 4,83%0,14%¢

0,02 5048 38,20+1,10 14,40+1,14 9,60+0,89 14,40+1,34 76,60+1,82 7,59+0,20°
M 01 5072 4520£1,92 24,40+1,14 132040,84 12,40+1,14 95204259 9,39+0,272°
0,5 5029 34,80+1,10 9,60+0,89  3,60+0,55 14,60+0,89 62,60+2,19 6,22+0,21¢

1. Istasyon

0,02 5145 32,20+2,39 19,80+1,92 17,40+1,67 20,80+1,79 90,20+2,59  8,77+0,20°
S 0,1 5028 39,60+1,14 22,60+1,14 19,80+1,64 23,60+1,14 105,60+2,07 10,50+0,232
0,5 5035 3540+1,34 18,00+1,00 20,40+2,19 17,20+1,30 91,00+3,16 9,04+0,34°

0,02 5056 38,40+1,14 13,40+0,55 8,20+0,45 11,20+0,84 71,20+1,30 7,04+0,12°
H 0,1 5071 34,40+0,89 9,00£0,71  5,40+0,55 13,20+0,84 62,00+1,22 6,11+0,16¢
0,5 5046 33,00+0,71 5,00+0,00  3,40+0,55 8,40+0,55  49,80+1,10 4,93+0,12¢%¢

0,02 5028 37,60+1,14 15,00+0,71  7,80+0,45 18,80+0,84 79,20+1,30 7,88+0,13%¢
0,1 5033 43,20+0,84 17,40+0,55 11,80+0,45 24,40+0,55 96,80+0,84 9,62+0,092
0,5 5038 37,00+0,71 10,40+0,55 5,80+0,45 16,60+0,55 69,80+1,30 6,93+0,12¢

Yaz
2. Istasyon
<

0,02 5080 46,80+2,39 13,20+0,84  6,20+0,45 16,00+0,71 82,20+2,95 8,09+0,33"¢
S 0,1 5072 43,80+1,64 20,60+0,89 10,60+0,55 24,60+1,34 99,60+1,67 9,82+0,172
0,5 5083 42,40+0,89 14,00+1,00 6,80+0,45 21,00+1,00 84,20+1,79 8,28+0,22°

0,02 5013 41,00+1,22 10,40+0,55 7,60+0,55 13,00+0,71 72,00+1,00 7,18+0,10¢
H 01 5019 37,80+0,84 8,40+0,55  4,80£0,45 12,40+0,55 63,40+1,67 6,32+0,18¢
0,5 5023 32,00+1,00 6,20£0,45  3,00£0,00 9,60+0,55  50,80+1,30 5,06+0,13%€

0,02 5047 38,80+0,84 12,20+0,45 5,60+0,55 18,80+0,84 75,40+1,14 7,47+0,11°
0,1 5064 44,20+1,30 18,00+1,00 12,80+0,84 17,40+0,89 92,40+0,55 9,12+0,08°

3. Istasyon
<

0,5 5040 37,40+0,89 12,40+0,55 6,20+0,45 15,60+0,55 71,60+0,55 7,10+0,11°

0,02 5037 43,60+1,14 15,80+0,84 11,00+0,71 22,80+0,84 93,20+1,10 9,25+0,08°
S 0,1 5030 52,20+1,48 18,00+1,00 19,20+0,84 20,80+0,45 110,20+1,64 10,95+0,172
0,5 5055 44,20+0,84 15604055 8,20£0,45 20,00+1,00 88,00+0,71  8,70+0,03°

DS: Distile su, H,O2: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol esktrakti, S: Su
ekstrakti. Degerler ortalama+standart sapma seklinde verilmistir. a, b, c, d, e: Ayni siitun
icerisinde farkli harfler ile belirtilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur (p<0,05)
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Mitotik Indeks (%)
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1. Istasyon 2. Istasyon 3. Istasyon

Negatif Poztif Ilkbahar
Kontrol Kontrol
Doz (mg/mL) 40,02 =0,10 =0,50

Sekil 4.19. Ilkbahar 6rneklerinin Allium cepa kok meristematik hiicre testi mitotik indeks
degerleri. DS: Distile su, H20.: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol
esktrakti, S: Su ekstrakti
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DS  HyOp H M S H M S H M S
1. Istasyon 2. Istasyon 3. Istasyon
Negatif Poztif Yaz

Kontrol Kontrol
Doz (mg/ml)) 0,02 ®0,10 0,50

Sekil 4.20. Yaz orneklerinin Allium cepa kok meristematik hiicre testi mitotik indeks
degerleri. DS: Distile su, H202: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol
esktrakti, S: Su ekstrakti
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Ilkbahar Yaz

Negatif  Poztif 1. Istasyon

Kontrol = Kontrol
Doz (mg/mL) 0,02 ®0,10 ®0,50
Sekil 4.21. 1. Istasyon 6rneklerinin Allium cepa kok meristematik hiicre testi mitotik
indeks degerleri. DS: Distile su, H2O2: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol
esktrakti, S: Su ekstrakti
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DS H;O, H M S H M S
Ilkbahar Yaz
Negatif Poztif 2. Istasyon

Kontrol Kontrol
Doz (mg/mL) &0,02 &0,10 0,50

Sekil 4.22. 2. Istasyon 6rneklerinin Allium cepa kok meristematik hicre testi mitotik
indeks degerleri. DS: Distile su, H2O»: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol
esktrakti, S: Su ekstrakti
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DS H)0, H M S H M S
ilkbahar Yaz
Negatif Poztif 3. Istasyon

Kontrol = Kontrol
Doz (mg/mL) 0,02 0,10 ®0,50

Sekil 4.23. 3. Istasyon orneklerinin Allium cepa kok meristematik hiicre testi mitotik
indeks degerleri. DS: Distile su, H202: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol
esktrakti, S: Su ekstrakti
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Cizelge 4.5. ilkbahar &rneklerinin Allium cepa kok meristematik hiicre testinde g6zlenen kromozomal anomali gesitleri ve % anomali oranlari

Gozlenen Anomaliler

Toplam

Uygulama Tﬁﬁ';? Vakuolli  Parcalanmis  Yapisk MEtlacda Kalgin Anafazda o oaijq  Telofazda Senkronizasyon ~ Anormal ()Arr;?l;n(iz)

Niikleus Nokleus  Kromozom C M2 e Fragment . omozom KUtP Kopriisii Kutup Bozuklugu Hicre

Kaymasi Kaymasi Kaymasi

Esg?:gl DS 5032 3,20+0,45 0,00+0,00 1,00£0,00 0,60+£0,55 2,00+0,00 1,60+0,55 1,00+0,00 1,00+0,00 0,00+0,00 0,80+0,45 0,60+0,55 11,80+0,84 1,17+0,08%
Egﬁglofl H,0, 5062 35,40+0,89 45,60+1,34 1,80+0,45 2,80+0,45 3,00+0,00 1,00+0,00 0,60+0,55 1,00+0,00 1,40+0,55 1,20+0,45 1,00+0,00 94,80+1,64 9,36+0,19*
0,02 5062 36,20+0,84 20,00+1,00 2,40+0,55 2,80+0,45 2,20+0,45 0,00+0,00 0,00+0,00 1,60+0,55 0,00+0,00 2,20+0,45 1,00+0,00 68,40+1,52 6,76+0,19°
H 0,1 5010 41,00+1,00 19,40+1,14 3,80+0,45 1,00+0,00 1,00+0,00 0,00+0,00 1,00+0,00 0,80+0,45 0,60+0,55 1,80+0,45 0,80+0,45 71,20£1,30 7,11+0,12b
0,5 5028 45,00+1,22 25,00+1,00 2,40+0,55 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,00+0,00 0,00+0,00 73,40£2,07 7,30+0,20°
. 5 002 5048 26,60+114 1340055 240:055 240+055 220:045 080:045 080£045 140:055 000:000 1004000  080+045  5L80+164 5134015
g g M 0,1 5172  22,00£1,00 9,20+0,84 2,40+£0,55 1,60+0,55 3,00+0,00 2,20+0,45 1,60+0,55 2,20+0,45 0,60+0,55 1,80+0,45 1,40+0,55 48,00+3,08 4,6420,18°¢
= : 0,5 5128 31,00+0,71 11,40+0,55 2,60+0,55 1,80+0,45 2,60+0,55 1,20+0,45 1,00+0,00 1,60+0,55 0,00+0,00 1,80+0,45 1,20+0,45 56,20+1,10 5,48+0,06°
0,02 5041 21,20+0,84 9,60+0,55 1,80+0,45 2,60+0,55 2,00+£0,00 0,80+0,45 0,80+0,45 1,20+0,45 0,00+0,00 0,80+0,45 0,00+£0,00 40,80+1,79 4,05+0,16¢
S 0,1 5085 17,40+0,55 7,80+0,45 1,40+0,55 1,00£0,00 3,00£0,00 0,60+0,55 1,00+0,00 2,40+0,55 0,00+0,00 1,40+0,55 0,60+0,55 36,60+1,67 3,60+0,18¢
0,5 5095 18,20+0,84  8,40+0,55 2,00+0,00 1,40+0,55 2,20+0,45 0,80+0,45 0,00+0,00 1,40+0,55 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 34,40+0,89 3,380,101
0,02 5020 34,00£1,00 15,40+0,89 3,60+0,55 2,20+0,45 2,60+0,55 2,00+0,00 0,80+0,45 2,00+0,00 0,00+0,00 1,60+0,55 1,60+0,55 65,80+2,17 6,55+0,23"
H 0,1 5029 36,40+1,14 18,00+1,22 4,60+0,55 2,40+0,55 2,00+0,00 2,60+0,55 1,00+0,00 0,60+0,55 1,20+0,45 0,00+0,00 0,80+0,45 69,60£2,07 6,92+0,19b
0,5 5187 42,60+1,14 20,20+0,84 3,40+0,55 3,40+0,55 1,00+0,00 1,60+0,55 0,00+0,00 1,00+0,00 0,80+0,45 0,60+0,55 1,00+0,00 75,60£1,82 7,29+0,360
E’ § 0,02 5025 25,40+0,55 13,00+0,00 1,60+0,55 1,60+0,55 1,40+0,55 0,60+0,55 0,00+0,00 2,80+0,45 0,60+0,55 2,60+0,55 0,80+0,45 50,40£1,95 5,02+0,21°
E £ M 01 5060 23206045 820:045 140:055 100:000 260055 160055 140:055 320:045 000:000 200:000 080045 4540114 449:011c0
T od 0,5 5153 27,60+1,14 17,40+0,89 2,00+0,00 1,60+0,55 1,00+0,00 1,00£0,00 0,60+0,55 1,60+0,55 0,80+0,45 1,00£0,00 0,00+0,00 54,60+0,55 5,30+0,05¢
0,02 5078 17,80+1,10 8,00+0,71 2,40+£0,55 2,80+0,45 4,80+0,45 2,00£0,71 0,80+0,45 1,60+0,55 0,00+0,00 2,60+0,55 1,40+0,55 44,20+2,17 4,35+0,21°¢
S 0,1 5043 16,00+1,00 3,60+0,55 2,20+0,45 1,40+0,55 3,00+0,00 2,40+0,55 1,40+0,55 3,20+0,45 0,00+0,00 3,00+0,00 1,00+0,00 37,20+0,84 3,69+0,10¢
0,5 5083 13,40+0,55 3,20+0,45 2,60+0,55 2,80+0,45 2,60+0,55 1,60+0,55 1,00+0,00 2,60+0,55 0,60+0,55 2,40+0,55 0,60+0,55 33,40+2,30 3,29+0,25¢
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Cizelge 4.5. ilkbahar 6rneklerinin Allium cepa kok meristematik hiicre testinde gézlenen kromozomal anomali gesitleri ve % anomali oranlar

(devami)
Gozlenen Anomaliler
Uyaqul Toplam Anafazda Telofazda ;oplaml Anomali
ygulama Hicre  Vakuolli  Pargalanmig Yapisik . Metafazda Kalgin Kromatid Senkronizasyon ngrma Oran1 (%)
.. " C-Mitoz Fragment Kutup P Kutup - Hiicre
Nikleus Nukleus Kromozom Tabla Kaymasi Kromozom Koprusu Bozuklugu
Kaymasi Kaymasi
0,02 5046 31,60+1,14 14,20+0,84  3,60+0,55 3,00+0,00 2,60+0,55 2,60+0,55 1,00+0,00 1,60+0,55 0,80+0,45 2,60+0,55 0,00+0,00 63,60+2,70  6,30+0,26"¢
H 01 503 37,60+1,52 18,20+0,84 2,80+0,45 2,00+0,00 1,80+0,45 0,80+0,45 0,00+0,00 1,20+0,45 0,00£0,00 1,80+0,45 1,20+0,45 67,40£2,07 57040220
0,5 5048 36,80+2,39 27,20+1,10 4,40+0,55 0,00+0,00 0,6040,55 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 3,40+0,55 1,20+0,45 73,60£3,05 79940 330
. & 0,02 5046 23,20+1,30 12,00+0,71  2,60+0,55 1,60+0,55 4,4040,55 1,60+0,55 1,20+0,45 1,80+0,45 0,00+0,00 2,60+0,55 1,00+0,00 52,002,745 1540.27¢
RS ,1ox0,
_§ & M 01 5028 20,60+1,34 8,20+0,84 1,80+0,45 1,60+0,55 3,2040,45 1,40+0,55 0,80+0,45 2,80+0,45 0,80+0,45 3,80+0,45 0,60+0,55 45,60£2,19 4 5340 2ocd
< 7 19320,
=« 05 5070 31,80+0,84 12,40+0,55 2,80+0,45 1,00+0,00 2,40+0,55 1,20+0,45 0,00+0,00 1,40+0,55 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 53,00+1,22 5,23+0,11°
0,02 5070 15,00+1,00 6,80+0,45 2,00+0,00 2,20+0,45 3,4040,55 1,60+0,55 1,40+0,55 3,60+0,55 1,20+0,45 1,60+0,55 0,80+0,45 39,60+1,52 3,91+0,19¢
S 01 5052 9,80+0,84 3,0040,00 1,20+0,45 3,40+0,55 2,4040,55 2,40+0,55 1,20+0,45 3,00+0,71 0,60+0,55 2,20+0,45 2,60+0,55 31,80+2,68 3,15+0,27¢¢
05 5120 13,40+1,34  4,40+0,55 3,20+0,45 1,40+0,55 1,60+0,55 1,40+0,55 0,60+0,55 2,00£0,00 0,00+0,00 1,60+0,55 0,00+0,00 29,60£2,30 2,89+0,23¢%

DS: Distile su, H202: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol esktrakti, S: Su ekstrakti. Degerler ortalama+standart sapma seklinde
verilmistir. a, b, ¢, d, &: Ayni siitun igerisinde farkl: harfler ile belirtilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05)
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Cizelge 4.6. Yaz orneklerinin Allium cepa kok meristematik hicre testinde g6zlenen kromozomal anomali gesitleri ve % anomali oranlari

Gozlenen Anomaliler

Toplam

s VU eaols P Yook i, VIR AR onag T tetes - arema (TG
Uikleus Nikleus  Kromozom Kaymast Kromozom Kaymast Koprust Kaymast Bozuklugu

Egg?rt(i)]; DS 5032  3,20+0,45 0,00+0,00 1,00+0,00 0,60+0,55 2,00+0,00 1,60+0,55 1,00+0,00 1,00+0,00 0,00+0,00 0,80+0,45 0,60+0,55 11,80+0,84  1,17+0,08°

Ii’grﬂtrigl H,0, 5062  35,40+0,89 45,60+1,34 1,80+0,45 2,80+0,45 3,00+0,00 1,00£0,00 0,60+0,55 1,00+0,00 1,40+0,55 1,20+0,45 1,00+0,00 94,80+1,64  9,36+0,19°

0,02 5124 3580+0,84 13,60+0,55 3,00+0,00 2,80+0,45 2,40+0,55 1,20+0,45 1,00+0,00 1,80+0,45 0,60+0,55 1,00+0,00 1,40+0,55 64,60+1,34  6,30£0,17°¢

H 01 5032 33,60+1,67 19,40+0,89 3,80+0,45 2,00+0,00 0,80+0,45 0,60+0,55 1,00£0,00 1,20+0,45 0,80+0,45 1,40+0,55 1,40+0,55 66,00+245 g 5640 230

0,5 5027 39,80+1,30 23,60+0,89 2,00+0,00 0,80+0,45 0,00+0,00 1,00£0,00 0,00+0,00 1,00+0,00 0,00+0,00 1,20+0,45 0,00+0,00 69,40+0,89 g 90+0,07°

g 0,02 5072 23,40+1,14 880+0,84 2,80+045 1,80+0,45 2,40+0,55 2,00+0,00 1,20+0,45 2,60+0,55 0,60+0,55 2,00+0,00 0,80+0,45 48,40+1,14 4 7740 14°

5 g M 01 5048 18,80+0,84 7,80+0,45 2,20+0,45 1,40+0,55 3,60+0,55 1,60+0,55 1,80+0,45 2,20+0,45 0,60+0,55 2,60+0,55 1,40+0,55 44,00£2,00 4 3640 23°¢

= 0,5 5029 23,80+1,30 10,80+0,45 3,00£0,00 1,80+0,45 2,60+0,55 2,20+0,45 1,60+0,55 2,00+0,00 0,00+0,00 1,60+0,55 1,00+0,00 50,40+1,67 5,01+0,16°

0,02 5145 16,80+0,84 7,60£0,55 2,00+0,00 1,80+0,45 2,40+0,55 1,80+0,45 1,60+0,55 2,60+0,55 0,00+0,00 1,20+0,45 0,00+0,00 37,80+1,48  3,67+0,07¢

S 0,1 5028 13,00£#1,00 6,20+0,45 1,20+0,45 1,20£0,45 3,00+0,00 1,00+0,00 1,60+0,55 2,60+0,55 0,00£0,00 1,60+0,55 0,80+0,45 32,20+1,48  3,20+0,15¢

0,5 5035 15,20+0,84 5404055 1,40+0,55 1,20+0,45 2,00£0,00 0,80+0,45 1,00+0,00 2,20+0,45 0,00+0,00 1,80+0,45 0,60+0,55 31,60+1,14  3,14+0,12¢

0,02 5056 29,60+1,14 18,40+055 3,60+0,55 2,40+0,55 2,40+0,55 1,00+0,00 0,00+0,00 2,00+0,00 0,00+0,00 2,20+0,45 0,00+0,00 61,60+1,52  6,09+0,17°¢

H 0,1 5071 32,20+#1,10 22,00+0,71 2,60+0,55 2,00+0,00 1,80+0,45 0,80+0,45 0,80+0,45 1,20+0,45 0,80+0,45 1,60+0,55 1,00+0,00 66,80£1,30 g 59+0,17"

0,5 5046 33,80+0,84 27,80+0,84 3,80+0,45 2,60+0,55 0,80+0,45 0,00£0,00 0,00+0,00 0,60+0,55 0,60+0,55 1,40+0,55 0,80+0,45 72,20+1,92 7 1540 200

g 0,02 5028 17,00+0,71 8,60+0,55 2,40+0,55 1,60+0,55 2,40+0,55 1,40+0,55 0,80+0,45 2,40+0,55 0,00+0,00 2,00+0,00 0,80+0,45 39,40+0,55 3 9940 06¢

g g M 01 5033 13,00+1,00 7,20+0,45 2,00+0,00 1,80+0,45 2,00+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 2,20+045 0,80+0,45 2,60+0,55 1,40+0,55 35004212 3 4840 21¢

: 0,5 5038 16,80+1,30 11,60+0,55 4,80+0,45 2,80+0,45 1,40+0,55 0,60+0,55 0,00+0,00 0,80+0,45 0,60+0,55 3,40+0,55 0,80+0,45 43,60+1,82  4,33+0,19%¢

0,02 5080 18,40+0,89 8,60+0,55 1,80+0,45 1,00+0,00 2,00+0,00 0,80+0,45 1,60+0,55 1,60+0,55 0,00+0,00 2,40+0,55 0,00+0,00 38,20+1,92  3,76+0,18¢

S 01 5072 16,00+1,00 5,60+055 1,00£0,00 0,80+0,45 2,40+0,55 1,00£0,00 0,80+0,45 1,80+0,45 0,00+0,00 2,00+0,00 0,60+0,55 32,00+1,58  3,15+0,14¢

0,5 5083 13,80+0,84 5,20+0,45 2,40+0,55 1,20+0,45 1,80+0,45 1,00£0,00 0,60+0,55 1,40+0,55 0,60+0,55 1,60+0,55 1,00+0,00 30,60+2,07 3,01%0,21%




Cizelge 4.6. Yaz orneklerinin Allium cepa kok meristematik hiicre testinde gdzlenen kromozomal anomali ¢esitleri ve % anomali oranlari

(devami)
Gozlenen Anomaliler
Toplam Toplam Anomali
Uygulama Hiicre Vakuolli  Pargalanmis  Yapisik . Mg Kalgin Anafazda Kromatid Telofazda Telofgzda A“‘?_rma' Orani (%)
N " C-Mitoz Tabla Fragment Kutup P Kutup  Senkronizasyon Hiicre
Nikleus Nikleus  Kromozom Kromozom Koprust -
Kaymasi Kaymasi Kaymasi Bozuklugu

0,02 5013 25,40+1,14 17,00+1,00 4,00+0,71 2,60+0,55 2,20+0,45 0,80+0,45 0,60+0,55 2,60+0,55 1,00+0,00 3,00+0,71 0,80+0,45 60,00+1,00 5,98+0,11°
H 0,1 5019 28,60+1,52 19,20+1,30 3,40+0,55 3,20+0,45 2,20+0,45 1,80+0,45 0,80+0,45 1,00+0,00 0,80+0,45 3,80+0,84 0,00+0,00 64,80+2,17 g 46+0 21P
0,5 5023 35,20+1,48 22,60+1,14 2,60+0,55 3,60+0,55 1,00+0,00 1,80+0,45 0,60+0,55 1,20+0,45 0,00+0,00 2,60+0,55 0,80+0,45 72,00£316 71740 31°

0,02 5047 21,60+1,14  7,60£0,55 1,80+0,45 1,40+0,55 3,20+0,45 2,80+0,84 1,60+0,55 3,00+0,00 0,60+0,55 1,80+0,45 0,00+0,00 45,40+1,14 4 5040,00%¢
0,1 5064 18,80+1,30  5,40+0,55 2,60+0,55 1,80+0,45 2,20+0,45 1,40+0,55 1,20+0,45 2,40+0,55 0,00+0,00 2,80+0,84 0,60+0,55 39,20£1,30 3 g7+0,14¢
05 5040 25,00£1,00 9,80+0,84 4,00+0,71 2,60+0,55 1,20+0,45 0,60+0,55 0,60+0,55 1,20+0,45 0,80+0,45 2,20+0,45 0,00+0,00 48,00£2,45 4,76+0,27°¢
0,02 5037 17,00+0,71  2,60+0,55 2,80+0,45 2,20+0,45 2,20+0,45 0,80+0,45 1,00£0,00 1,20+0,45 0,00+0,00 2,20+0,45 0,60+0,55 32,60£1,67 3,24+0,15¢

Yaz
3. Istasyon
<

S 01 5030 14,80+1,10  2,00+0,00 2,20+0,45 1,40+0,55 1,80+0,45 0,80+0,45 0,60+0,55 1,60+0,55 0,60+0,55 1,40+0,55 0,00+0,00 27,20£1,92 2,70+0,19°

05 5055 14,40+0,89  1,60+0,55 2,80+0,45 1,40+0,55 1,80+0,45 1,00+0,00 0,80+0,45 1,40+0,55 0,00+0,00 1,20+0,45 0,00+0,00 26,40+1,67 2,61+0,17°

9/,

DS: Distile su, H202: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol esktrakti, S: Su ekstrakti. Degerler ortalama+standart sapma seklinde
verilmistir. a, b, ¢, d, e: Ayni siitun igerisinde farkli harfler ile belirtilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05)
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Sekil 4.24. ilkbahar 6rneklerinin Allium cepa kok meristematik hiicre testi % anomali
oranlari. DS: Distile su, H2O2: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol
esktrakti, S: Su ekstrakti
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1. Istasyon 2. Istasyon 3. Istasyon
Negatif Pozitif Yaz
Kontrol Kontrol

Doz (mg/mL) 0,02 ®0.10 ®0,50

Sekil 4.25. Yaz 6rneklerinin Allium cepa kok meristematik hiicre testi % anomali oranlari.
DS: Distile su, H202: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol esktrakti, S: Su
ekstrakti
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Sekil 4.26. 1. Istasyon 6rneklerinin Allium cepa kok meristematik hiicre testi % anomali
oranlari. DS: Distile su, H202: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol
esktrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.27. 2. Istasyon &rneklerinin Allium cepa kok meristematik hiicre testi % anomali
oranlari. DS: Distile su, H20.: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol
esktrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.28. 3. Istasyon &rneklerinin Allium cepa kok meristematik hiicre testi % anomali
oranlari. DS: Distile su, H202: Hidrojen peroksit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol

esktrakti, S: Su ekstrakt1

4.2. Antioksidan Aktivite Sonuc¢lari

Bu ¢alisma kapsaminda, mevsim ve lokasyon degisimlerinin Achillea nobilis subsp.
sipylea bitkisinin hekzan, metanol ve su ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri tizerindeki
etkisini belirlemek amaciyla toplam fenolik ve flavonoid madde igerikleri testi, 1,1-difenil-
2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali giderme aktivite testi, B-karoten/linoleik asit testi, bakir
iyonu indirgeme antioksidan kapasite (CUPRAC) testi, metal selatlama testi ve toplam
antioksidan aktivite testi yapilmistir. Elde edilen veriler ortalama+standart sapma seklinde
cizelge ve sekillerde gosterilmistir. Test sonuglarinin degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis
H nonparametrik testi ve Mann Whitney U testi kullanilmistir. Farkliliklar p<0,05
seviyesinde anlamli goriilmiistiir. Istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) degerler farkl

harflerle ifade edilmistir.

4.2.1. Toplam Fenolik Madde I¢erigi Testi Sonuclar:

A. nobilis subsp. sipylea bitkisinin hekzan, metanol ve su ekstraktlarinin Folin-
Ciocalteu reaktifi kullanilarak yapilan toplam fenolik madde igerigi test sonuglar1 Cizelge
4.7 ve Sekil 4.30°da gosterilmistir. Analiz sonuglari, standart olarak kullanilan gallik asit
(GA) ile hazirlanan kalibrasyon egrisinden faydanilarak hesaplanmistir (Sekil 4.29). Test

edilen bitki ekstraktlarinda bulunan toplam fenolik madde miktar1 mg gallik asit esdegeri
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(GAE)/g ekstrakt seklinde ifade edilmistir.

Ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlarinin yaz mevsiminde artig gosterdigi
ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,05). Bununla birlikte,
istasyonlar arasinda anlamli  bir fark goézlenememistir (p>0,05). Ekstraktlar
karsilagtirildiginda ise, ozellikle su ve metanol ekstraktlarinin igerdigi toplam fenolik
madde miktarmin hekzan ekstraktlarina goére dnemli derecede yiliksek oldugu saptanmistir
(p<0,05). Toplam fenolik madde igerigi en yiiksek ekstraktin Y.2.M (65,80+0,86 mg
GAE/g ekstrakt), en diisiik ekstraktin ise I.1.H (14,41£0,39 mg GAE/g ekstrakt) oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.7. ve Sekil 4.30).

Gallik Asit
Kalibrasyon Egrisi
018
: .
ﬁﬂ-lq- e P
50-12 . Y Lo
: .
o
ﬂ - v =0.001x + 0.067
e 0.08 o .
2 PO
-E 0-06
' 0.04
0.02
0
0 20 40 60 . ]
) trasyon (ug/mL)

Sekil 4.29. Kalibrasyon egrisi (gallik asit)
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Cizelge 4.7. Achillea nobilis subsp. sipylea ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerikleri

Mevsim istasyon Ekstrakt 9 GAE/G Ekstrakt

(Ort£SS)

Hekzan 14,41+0,39

1 Metanol 42,38+0,29"

Su 50,36+0,70%¢

Hekzan 19,20+0,22"

[Ikbahar 2 Metanol 53,05+0,66¢
Su 55,92+0,53¢

Hekzan 16,60+0,20!

3 Metanol 50,31+0,35%¢

Su 58,83+0,43"¢

Hekzan 19,33+0,24"

1 Metanol 52,19+0,63¢

Su 55,43+0,54°

Hekzan 24,640,309

Yaz 2 Metanol 65,80+0,862
Su 62,60+0,572P

Hekzan 22,14+0,16¢

3 Metanol 59,54+0,69°

Su 65,16+0,40?

GAE: Gallik asit esdegeri. Degerler ortalamatstandart sapma (Ort£SS) seklinde
verilmistir. a, b, c, d, e, f, g, h, 10 Farkli harfler ile belirtilen degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0,05)

(=1
=1
H

Ln

[=1
H
H

&

o)
[

mg GAE/g Ekstrakt

o]
=]

[
=]
|

=

H M s H M S H M s
1. Istasyon | 2. Istasyon 3. Istasyon
wilkbahar ®Yaz

Sekil 4.30. Achillea nobilis subsp. sipylea ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerikleri.
GAE: Gallik asit esdegeri, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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4.2.2. Toplam Flavonoid Madde Icerigi Testi Sonuclar

A. nobilis subsp. sipylea bitkisinin hekzan, metanol ve su ekstraktlarinin toplam
flavonoid madde igerigi testi sonuglari Cizelge 4.8 ve Sekil 4.32’de gosterilmistir.
Ekstraktlarin toplam flavonoid madde miktarlari, standart olarak kullanilan kuersetin ile
olusturulan kalibrasyon egrisi yardimiyla hesaplanmistir (Sekil 4.31). Elde edilen degerler
mg kuersetin esdegeri (KE)/g ekstrakt olarak verilmistir.

Elde edilen toplam flavonoid madde miktarlar1 karsilastirildiginda; veriler arasinda
mevsim, istasyon ve ekstrakt bakimindan anlamli farklarin oldugu tespit edilmistir
(p<0,05). Toplam flavonoid madde miktarinin yaz mevsiminde daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte, bitkilerin toplandigi istasyonlardan 2. ve 3. istasyonlar
arasinda anlamli bir fark gozlenmezken, 1. istasyon ile aralarinda fark oldugu
belirlenmistir. Ayrica, test edilen biitiin metanol ve su ekstraktlarinin hekzan ekstraktlarina
gore yiiksek miktarda flavonoid madde igerdigi saptanmistir. Metanol ve su ekstraktlari
arasindaki fark ise, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 4.8 ve
Sekil 4.32).

Kuersetin
Kalibrasyon Egrisi
1.4
E- 1.2 —
08 R
@
E 0.6 7 y=0.0106x +0.1045
B . 2=0.997
go4 e
-q: []-2 e &
ﬂ [:ql[j T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.31. Kalibrasyon egrisi (kuersetin)
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Cizelge 4.8. Achillea nobilis subsp. sipylea ekstraktlarinin toplam flavonoid madde

icerikleri

Mevsim istasyon Ekstrakt M9 KE/Q Ekstrakt

(OrtSS)

Hekzan 5,28+0,11"

1 Metanol 18,49+0,33°

Su 20,87+0,18¢

Hekzan 8,780,179
[Ikbahar 2 Metanol 26,50+0,13*°
Su 23,45+0,33°

Hekzan 7,360,389

3 Metanol 23,28+0,24°

Su 25,47+0,35P

Hekzan 7,62+0,229

1 Metanol 23,86+0,41°
Su 24,27+0,27°¢

Hekzan 12,60+0,18f

Yaz 2 Metanol 28,14+0,342
Su 26,900,342

Hekzan 10,66+0,31f
3 Metanol 26,72+0,29°

Su 28,35+0,172

KE: Kuersetin esdegeri. Degerler ortalama+standart sapma (Ort£SS) seklinde verilmistir.
a, b, c,d, e, f, g, h: Farkli harfler ile belirtilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0,05)
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Sekil 4.32. Achillea nobilis subsp. sipylea ekstraktlarinin flavonoid madde igerikleri. KE:
Kuersetin esdegeri, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti

4.2.3. DPPH Radikali Giderme Aktivite Testi Sonug¢lar:

A. nobilis subsp. sipylea bitkisinin hekzan, metanol ve su ekstraktlarinin
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) molekiilii kullanilarak yapilan inhibisyon (%) sonuglari
Cizelge 4.9 ve Sekil 4.33-4.37°de gosterilmistir.

DPPH radikali giderme aktivite testi sonuglarina gére, yaz mevsiminde toplanan
bitkilerden elde edilen ekstraktlarin inhibisyon yiizdesinin ilkbahar &rnekleri ile
karsilastirildiginda anlamli bir farka sahip oldugu saptanmistir (p<0,05) (Sekil 4.35, 4.36
ve 4.37). Bununla birlikte, 2. ve 3. istasyonlar arasinda anlaml bir fark olmadigi ve 1.
istasyondan daha yiiksek inhibisyon degerine sahip olduklari bulunmustur (Sekil 4.33 ve
4.34). Ayrica, test edilen ekstraktlarin inhibisyon yuzdeleri karsilagtirildiginda
su>metanol>hekzan seklinde siralandiklari gézlenmistir. Genel olarak test edilen bdtiin
orneklerin inhibisyon aktivitesinin doza bagli olarak arttig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.9).

Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan biitil hidroksi toluen (BHT)’in
inhibisyon degeri (%48,14+0,09, 100 pg/mL) ile kiyaslandiginda, en yiiksek aktiviteye
(%36,96+0,20, 100 pg/mL) Y.3.S ekstraktinin sahip oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisi ekstraktlarinin DPPH radikali giderme

aktivitesi (%)

Inhibisyon (%) (Ort£SS)

Uygulama Konsantrasyon (ug/mL)
20 40 60 80 100
Pozitif o c 5 A A
BHT 14,35+0,122P 29,00+0,272C 35,31+0,17%8 46,12+0,22*A 48,14+0,09%
Kontrol
H  407+0,06°® 6,64+0,18°A 6,92+0,12°A 9,02+0,18°A 9,1240,209A
1
. 557+0,119C  8,68+0,28%C 12,72+0,38%8 14,62+0,28%B A
Istasyon M 21,79+0,17¢
S 7,11%0,204C  11,6740,14%8 1544+0,15%8 22 23+0 09cA 25,25+0,119A
5 H  454+0,07¢® 7,57+0,14%A 8,19+0,12°4 8,95+0,18%* 10,36%0,179A
<=
8 . 2. M  7,86+0,07°° 13,50+0,13°C 20,06+0,24°® 21,08+0,22°8 28,84+0,36°A
 Istasyon
= S 7,93+0,11%° 1342+0,12%C 18,26+0,29°C 23,58+0,17°8 28,73+0,17°A
H  432+0,22¢® 6,89+0,17%A 7,02+0,19°A 9,29+0,21%A 10,35+0,2294
Its. M 6,91+0,21%C 17,74+0,18"8 18,82+0,28°® 23,22+0,33°A 26,82+0,39¢
stasyon
S 8,29+0,23%C 15,17+0,13%® 20,00+0,12°8 26,97+0,11°A 30,64+0,28°A
H 591401498 7,43+0,21%® 8389+0,21° 10,23+0,23*A 13,58+0,27"A
1.
. M  8,08+0,11°° 10,40+0,17¢¢ 14,16+0,08%C 19,35+0,12°B 25,42+0,26°A
Istasyon
S  10,36x0,05"° 1512+0,11%C 21,51+0,26"8 29,09+0,11°A 32,98+0,11°A
H 6,85+0,11%% 885+0,169% 10,82+0,12¢A 11,71+0,16°A 14,99+0,06"
N
8§ 2 M 12,71+0,06*° 19,25+0,09°¢ 26,55+0,19°8 29,75+0,23"A 33,14+0,21%A
> Istasyon
S 11,110,02°° 16,40+0,12°C 22,02+0,268 33,21+0,18°* 35,30+0,08°A
H  6,69+0,03%® 840+0,169% 9,61+0,09%A 11,17+0,22%A 14,02+0,10%A
“3' M 10,82+0,14°C 12,39+0,13°C 18,22+0,04°8 20,59+0,25°8 28,72+0,26°A
stasyon
11,96+0,11*°P 15,91+0,10°P 24,35+0,20°C 30,27+0,17>8 36,96+0,20>*

BHT: Biitil hidroksi toluen, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti.
Degerler ortalamatstandart sapma (Ort+SS) seklinde verilmistir. a, b, ¢, d, e, f, g: Aym
stitun igerisinde farkli harfler ile belirtilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0,05). A, B, C, D: Ayni satir igerisinde farkli harfler ile belirtilen
degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05)
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Sekil 4.33. Ilkbahar 6rneklerinin DPPH radikali giderme aktivitesi (%). BHT: Biitil
hidroksi toluen, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.34. Yaz orneklerinin DPPH radikali giderme aktivitesi (%). BHT: Bdtil hidroksi
toluen, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.35. 1. Istasyon orneklerinin DPPH radikali giderme aktivitesi (%). BHT: BUitil
hidroksi toluen, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.36. 2. istasyon orneklerinin DPPH radikali giderme aktivitesi (%). BHT: Biitil
hidroksi toluen, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.37. 3. Istasyon orneklerinin DPPH radikali giderme aktivitesi (%). BHT: Biitil
hidroksi toluen, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti

4.2.4. p-Karoten/Linoleik Asit Testi Sonuglari

A. nobilis subsp. sipylea ekstraktlarinin [B-karoten/linoleik asit testi sonuglari
Cizelge 4.10 ve Sekil 4.38-4.42°de verilmistir.

B-Karoten/linoleik asit testi sonuglar1 incelendiginde, ekstraktlarin antioksidan
aktiviteleri tzerinde mevsim faktoriinin genel olarak 6nemli olmadigi belirlenmistir
(p>0,05). Sadece 30. dakika sonunda test edilen ekstraktlar arasinda mevsimsel bir fark
gozlenmistir (p<0,05). Bununla birlikte, 6rneklerin toplandigi istasyonlar arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir fark tespit edilememis olup, ekstrakt ¢esidinin ve siirenin
antioksidan aktivitesinde 6nemli fark yarattigi saptanmistir (Cizelge 4.10). Metanol ve su
ekstraktlar1 arasinda bir fark goézlenmemis olmakla birlikte hekzan ekstraktina oranla
yiiksek derecede antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir. Ayrica, uygulama
stiresi arttikca antioksidan aktivitenin de anlamli derecede azaldig1 gézlenmistir (p<0,05)
(Sekil 4.38 ve Sekil 4.39).

Yapilan B-Karoten/linoleik asit testi sonucuna gore, antioksidan aktivitesi en
yiksek Y.3.S (%62,86+0,42), en disik Y.I.H (%10,64+0,10) ekstrakti oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisi ekstraktlarinin B-karoten/linoleik asit

testi sonuglart

Uygulama

Antioksidan Aktivite (%) (Ort+SS)

Sure (Dakika)
30 60 90

Pozitif Kontrol BHT  93,25+0,69*4 79,39+0,50*E 59,57+0,30*¢

H 18,97+0,427A 14,03+0,15"® 12,8+0,18"8

L M 49,85+0,65%4 42,71+0,32>8 36,57+0,14>C
Istasyon

S 54,13+0,62°A 43,61+0,44°8 30,54+0,18C

H 20,78+0,51%A 15,450,138 13,26+0,12"8

flkbahar ;2 M 5505+055°A 47,2+0,46°8 39,29+0,19°C
Istasyon

S 54,22+0,79°A 43,430,188 35,67+0,30>C

H 23,24+0,20°A 20,74+0,29* 16,8+0,29%8

3. M 49,8+0,75%A  41,39+0,45°8 34,24+0,31>C
Istasyon

S 57,39+0,41°A 43,94+0,39"8 39,27+0,37"B

H 23,59+0,13*A 15,16+0,08"8 10,64+0,10"¢

L M 54,67+0,21%A 40,59+0,34°8 24,49+0,124C
Istasyon

S 60,93+0,39"* 46,98+0,22°8 26,85+0,16%C

H 24,76+0,30°A 18,690,158 12,24+0,10"¢

Yaz 2 M 61,99+0,25°A 40,77+0,19°8 19,15+0,15C
Istasyon

S 62,57+0,34%A 43,22+0,23"8 21,98+0,114C

H 27,13+0,34%A 20,56+0,16°8 13,17+0,03"¢

3 M 52,71+0,09¢A 24,76+0,08%8 15,87+0,12C
Istasyon

S 62,86+0,42°A 38,7+0,20%B  28,19+0,25%C

BHT: Biitil hidroksi toluen, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti.
Degerler ortalama+standart sapma (Ort+SS) seklinde verilmistir. a, b, ¢, d, e, f: Ayn1 siitun
icerisinde farkli harfler ile belirtilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur (p<0,05). A, B, C: Aym satir icerisinde farkli harfler ile belirtilen degerler
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05)
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Sekil 4.38. Ilkbahar 6rneklerinin B-karoten/linoleik asit testi sonuglari. BHT: Biitil hidroksi
toluen, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.39. Yaz orneklerinin B-karoten/linoleik asit testi sonuglari. BHT: Bitil hidroksi
toluen, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.40. 1. Istasyon &rneklerinin B-karoten/linoleik asit testi sonuglari. BHT: Bitil
hidroksi toluen, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.41. 2. Istasyon orneklerinin B-karoten/linoleik asit testi sonuclari. BHT: Blitil
hidroksi toluen, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.42. 3. Istasyon orneklerinin B-karoten/linoleik asit testi sonuclari. BHT: Blitil
hidroksi toluen, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti

4.2.5. CUPRAC Testi Sonuclari

A. nobilis subsp. sipylea bitkisinin hekzan, metanol ve su ekstraktlarinin bakir
iyonu indirgeme antioksidan kapasite (CUPRAC) testi sonuglar1 Cizelge 4.11 ve Sekil
4.43-4.47’de verilmistir.

CUPRAC testi sonucunda, test edilen ekstraktlarin antioksidan aktivitesi (zerine
mevsim ve lokasyon degisimlerinin 6nemli bir fark olusturmadigi sonucuna varilmistir
(p>0,05). Yapilan istatistiksel incelemeler sonucunda, ekstrakt c¢esidinin ve uygulanan
dozun antioksidan aktivite {izerinde 6nem arz ettigi belirlenmistir (p<0,05). Metanol ve su
ekstraktlar1 arasinda anlamli bir fark bulunmadigr ve hekzan ekstraktina oranla yiiksek
antioksidan etkiye sahip olduklari saptanmistir. Ayrica, bu antioksidan etkinin biitiin

ekstraktlarda doza bagli olarak artig gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05) (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisi ekstraktlarinin CUPRAC testi sonuglari

Absorbans (450 nm) (Ort£SS)

Uygulama Doz (ug)
200 400 600 800 1000
Pozitif c B A A A
BHT 1,995+0,0012¢ 2,536+0,002*B 2,773+0,0022A 2,846+0,0022* 2,912+0,001%
Kontrol
H 0,182+0,001%~ 0,249+0,001%A 0,336+0,00198 0,423+0,001%8 0,542+0,001¢C
. 1 M  0,361+0,001* 0,611+0,001%8 0,872+0,002%C 0,928+0,0019C 1,323+0,003¢P
Istasyon
S 0,393#0,001%A 0,727+0,001¢B 1,051+0,001°C 1,33640,003°P 1,555+0,001%E
=] H 0,193+0,001%A 0,253+0,002¢A 0,347+0,002¢8 0,433+0,001%8 0,556+0,001¢C
<=
_‘8 . 2. M  0,523+0,002°A 0,903+0,002°B 1,321+0,0020C 1,783+0,012°0 1,944+0,001%P
=~ Istasyon
— S 0,495+0,001°* 0,821+0,002°8 1,262+0,001°C 1,654+0,001>P 1,853+0,006%°
H 0,212+0,002¢~ 0,256+0,002%* 0,358+0,002%B 0,448+0,001%8 0,562+0,0025C
. N M  0,516+0,002°~ 0,862+0,001°B 1,203+0,003%C 1,689+0,002°° 1,901+0,003¢%P
Istasyon
S 0,597+0,001°A 0,888+0,002°8 1,299+0,003"C 1,716+0,002°P 2,119+0,003°E
H 0,209+0,001%* 0,275+0,001%* 0,356+0,001%B 0,434+0,001%8 0,571+0,001%C
: L M  0,426+0,002¢A 0,780+0,001%B 1,092+0,001°¢ 1,489+0,001%P 1,668+0,001%F
Istasyon
S 0,463+0,001%A 0,841+0,001¢® 1,168+0,001°¢ 1,667+0,001°P 2,086+0,001°E
H 0,223+0,001%* 0,283+0,001%* 0,367+0,001%B 0,430+0,002%8 0,577+0,001%C
N
c . 2. M  0,547+0,002°A 0,912+0,002°B 1,338+0,0017C 1,797+0,002°P 2,256+0,002"F
> lstasyon
S 0,521+0,001°A 0,845+0,001°8 1,276+0,001°C 1,697+0,001°P 1,968+0,002°E
H 0,228+0,001%* 0,310+0,002%8 0,383+0,002%B 0,445+0,001%8 0,582+0,003%C
. 3. M  0,574+0,001°~ 0,976+0,002°8 1,432+0,003>C 1,821+0,002°P 2,221+0,003"F
Istasyon
S 0,621+0,002°4 0,904+0,001°8 1,457+0,002°C 1,876+0,003°P 2,246+0,002°F

BHT: Biitil hidroksi toluen, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti.
Degerler ortalama+standart sapma (Ort£SS) seklinde verilmistir. a, b, ¢, d, e: Ayni siitun
icerisinde farkli harfler ile belirtilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemli
bulunmustur (p<0,05). A, B, C, D, E: Ayn1 satir igerisinde farkli harfler ile belirtilen
degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05)
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Sekil 4.43. ilkbahar 6rneklerinin CUPRAC testi sonuglart. BHT: Blitil hidroksi toluen, H:
Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.44. Yaz oOrneklerinin CUPRAC testi sonuglari. BHT: Butil hidroksi toluen, H:
Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.45. 1. Istasyon drneklerinin CUPRAC testi sonuglari. BHT: Biitil hidroksi toluen,
H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti

Ad.dd

35
3

; g
[P ST

Absorbans (450 nm)

0.5
0
BHT
Pozitif Ilkbahar Yaz
Kontrol
2. Istasyon

Doz (ug) w200 @400 @600 @800 &1000

Sekil 4.46. 2. Istasyon drneklerinin CUPRAC testi sonuglari. BHT: Biitil hidroksi toluen,
H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.47. 3. Istasyon 6rneklerinin CUPRAC testi sonuglari. BHT: Biitil hidroksi toluen,
H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti

4.2.6. Metal Selatlama Testi Sonuclar:

A. nobilis subsp. sipylea bitkisinin hekzan, metanol ve su ekstraktlarinin metal
selatlama testi sonuclar1 Cizelge 4.12 ve Sekil 4.48-4.52°de verilmistir.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde, test edilen ekstraktlarin metal selatlama
aktiviteleri iizerinde mevsimin etkili oldugu goriilmektedir (p<0,05). Yaz mevsimine ait
orneklerin daha iyi bir metal selatlayict olduklar tespit edilmistir (Cizelge 4.12). Farkh
istasyonlardan toplanan érneklerin aktivitesinde anlamli bir fark bulunmadig1 saptanmistir
(p>0,05) (Sekil 4.48 ve 4.49). Bununla birlikte, ekstraktlar arasinda en yiiksek metal
selatlama aktivitesine sirastyla su>metanol>hekzan ekstraktlarinin sahip oldugu
belirlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.50, 4.51 ve 4.52). Ayrica, test edilen biitiin ekstraktlarin
aktivitesinin doza bagli olarak artis gdsterdigi ve bu durumun istatistiksel olarak da anlamli

oldugu sonucuna varilmistir (p<0,05).
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Cizelge 4.12. Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisi ekstraktlarinin metal selatlama testi

sonuglari
Metal Selatlama Aktivitesi (%) (Ort+=SD)
Uygulama Doz (ug)
200 400 600 800 1000
Pozitif c 5 A A A
EDTA 78,41+0,58%C 84,75+0,51%B 87,95+0,65*A 89,61+0,32%A 90,85+0,85%
Kontrol
H 2,80+0,15°¢  4,38+0,08"BC 6,370,009  8,21+0,229A 10,40+0,379A
; L M 12,15+0,24°F  16,33+0,58%° 19,70+0,24"C 26,90+0,40%8 31,12+0,28%4
Istasyon
S 23,67+0,18%P 24,84+0,16%P 28,52+0,16%C 33,74+0,18°B 38,45+0,18%4
= H 2,88+0,08°0  4,78+0,159¢ 5,11+0,12"BC 7,00+0,12"8 11,68+0,14%A
=
_8 . 2, M 14,990,075 20,31+0,24%P 27,10+0,28%C 33,43+0,12¢8 39,29+0,14%A
=~ Istasyon
— S 15,02+0,17¢8 21,54+0,19¢P 25,62+0,07¢C 32,00£0,19°8 37,83+0,28%A
H 3,19+0,11"P  4,80+0,099°  6,94+0,189C  955+0,16%8 12,07+0,16%
. 3. M 17,52+0,16%F 21,27+0,37¢P  24,65+0,37¢C 28,82+0,16%8 35,03+0,42¢4
Istasyon
S 29,78+0,00°F 33,12+0,16%P 37,760,16°C 43,580,248 47,37+0,18°A
H 3,50+0,09°P  5,19+0,099¢ 7,37+0,169BC 9,35+0,3398 12,51+0,30%A
: L M 18,71+0,37%F 26,17+0,24%P  30,70+0,24%C 35,96+0,32%8 42,87+0,61°A
Istasyon
S 24,25+0,24°F  28,68+0,00%° 34,37+0,18°C 39,760,588 45,500,244
H 4,13+0,11FP  6,79+0,129¢  7,76+0,0798  9,64+0,1498 14,35+0,12%A
S - M 18,92+0,12%F  24,63+0,26%° 30,47+0,129C 38,34+0,12%8 46,15+0,39°A
> Istasyon
S 21,22+0,12°F  26,60+0,07¢P 29,87+0,21%C 38,14+0,10%8 44,080,065~
H 3,79+0,08"0  5,30+0,159¢ 7,97+0,099B.C 10,56+0,0998 15,25+0,16%
. 3. M 22,40+0,24%P  2537+0,32%C 27,31+0,189C 36,85+0,16%8 41,17+0,18%9A
Istasyon
34,20+0,12"F  43,07+0,33*P 46,61+0,37°C 50,23+0,18"8 56,54+0,48>A

EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su
ekstrakti. Degerler ortalama+standart sapma (Ort+SS) seklinde verilmistir. a, b, ¢, d, e, f, g,
h: Ayni siitun igerisinde farkli harfler ile belirtilen degerler arasindaki fark istatistiksel
olarak onemli bulunmustur (p<0,05). A, B, C, D, E: Aym satir igerisinde farkli harfler ile
belirtilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (p<0,05)
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Sekil 4.48. ilkbahar 6rneklerinin metal selatlama testi sonuglari. EDTA: Etilendiamin

tetraasetik asit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.49. Yaz orneklerinin metal selatlama testi sonuglari. EDTA: Etilendiamin

tetraasetik asit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.50. 1. istasyon orneklerinin metal selatlama testi sonuclari. EDTA: Etilendiamin

tetraasetik asit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.51. 2. Istasyon 6rneklerinin metal selatlama testi sonuglari. EDTA: Etilendiamin

tetraasetik asit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.52. 3. istasyon 6rneklerinin metal selatlama testi sonuclari. EDTA: Etilendiamin

tetraasetik asit, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti

4.2.7. Toplam Antioksidan Aktivite Testi Sonugclari

A. nobilis subsp. sipylea bitkisinin hekzan, metanol ve su ekstraktlarinin toplam
antioksidan aktivitesi Cizelge 4.13 ve Sekil 4.53-4.57°de verilmistir.

Yapilan mevsimsel karsilastirmalar sonucunda, yaz mevsiminde toplanan
orneklerin toplam antioksidan aktivitesinin anlamli bir farka sahip oldugu belirlenmistir
(p<0,05). Bununla birlikte, istasyonlar arasinda istatistiksel bir fark saptanamamis ve
ekstraktlarin toplam antioksidan aktiviteleri (%) tizerinde lokasyon degisimlerinin etkili
olmadig1 tespit edilmistir (p>0,05). Toplam antioksidan aktivitesi en yuksek su
ekstraktlarinin, en diisiik ise hekzan ekstraktlarmin oldugu saptanmistir (Sekil 4.53 ve
4.54). Test edilen bitin A. nobilis subsp. sipylea ekstraktlarmin toplam antioksidan
aktivitelerinin zamana bagl olarak anlamli sekilde arttigi gozlenmistir (p<0,05) (Cizelge
4.13) (Sekil 4.55, 4.56, 4.57).
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Cizelge 4.13. Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisi ekstraktlarinin toplam antioksidan

aktivite sonuglari

Toplam Antioksidan Aktivite (%)

(Ort+SS)
Uygulama =
Sire (Saat)
6 24 48

Pozitif Kontrol BHT  31,32+0,482C 77,92+0,21*8 86,460,06*"
H 6,84+0,08%8 12,49+0,149A 1547+0,10"A
1stals'y0n M 17,17+0,15C  30,83+0,07¢8 39,61+0,13%A
S 20,99+0,21°C 34,65+0,07%8 45,400,13%A
H 7,95+0,139C  13,12+0,2198 18,54+0,10°A
Ilkbahar istazslyon M 23,53+0,33°C  37,95+0,1298 46,23+0,06°A
S 24,58+0,28°C 41,02+0,14°® 48,51+0,06°A
H 7,81+0,28%C  12,95+0,0798 17,550,074
Ista?;yon M 21,86+0,43°C 34,64+0,18%8 40,95+0,10%A
S 29,79+0,512C 37,35+0,1298 49,85+0,06°A
H 10,240,109C 16,38+0,12"8 20,44+0,11°A
Istalslyon M 20,58+0,28°C 34,48+0,25%8 45 740,10~
S 26,53+0,162C 41,82+0,18°B 51,83+0,06"A
H 10,110,189C 18,03+0,07"8 22,71£0,10°A
Yaz istazslyon M 27.07+000°C 42,18+014€ 56,49:+0,06"A
S 26,02+0,282C 40,21+0,18°B 53,63+0,10PA
H 9,42+0,479C  17,8420,30"8 22,16+0,11°A
1sta3;§on M 24,88+0,28°C 37,60+0,1298 44,69+0,10A
S 31,45+0,55%C 46,21+0,14°8 56,87+0,040A

BHT: Biitil hidroksi toluen, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti.
Degerler ortalamatstandart sapma (Ort£SS) seklinde verilmistir. a, b, ¢, d: Ayni siitun
icerisinde farkli harfler ile belirtilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemli
bulunmustur (p<0,05). A, B, C: Ayn1 satir icerisinde farkli harfler ile belirtilen degerler
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05)
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Sekil 4.53. ilkbahar &rneklerinin toplam antioksidan aktivite testi sonuclari. BHT: Blitil
hidroksi toluen, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.54. Yaz oOrneklerinin toplam antioksidan aktivite testi sonuglari. BHT: Biitil
hidroksi toluen, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.55. 1. Istasyon 6rneklerinin toplam antioksidan aktivite testi sonuglart. BHT: Bitil
hidroksi toluen, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.56. 2. Istasyon drneklerinin toplam antioksidan aktivite testi sonuclari. BHT: Blitil
hidroksi toluen, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti
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Sekil 4.57. 3. Istasyon drneklerinin toplam antioksidan aktivite testi sonuclari. BHT: Blitil

hidroksi toluen, H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti

4.3. Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar:

4.3.1. Agar Disk Difiizyon Testi Sonug¢lari

A. nobilis subsp. sipylea bitkisinin hekzan, metanol ve su ekstraktlarinin gesitli
patojen bakteri ve maya suslarina kars1 antimikrobiyal etkilerinin test edildigi agar disk
difiizyon testi sonuglar1 Cizelge 4.14’de verilmistir.

Yapilan ¢alismada, A. nobilis subsp. sipylea ekstraktlarinin Gram (+) ve Gram (-)
bakteriler ile mayalara kars1 farkli derecelerde etki gosterdikleri saptanmistir (Cizelge
4.14). Test edilen hekzan ekstraktlarinin (500-1000 pg/disk) Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris ve Candida tropicalis mikroorganizmalari
tizerinde zayif etkiye (inhibisyon boélge ¢api1 8-10 mm) sahip oldugu, diger test edilen
mikroorganizmalara kars1 ise etki gostermedigi tespit edilmistir. Metanol ekstraktlarmin
(L.3.M ve Y.1.M) da ozellikle Enterococcus faecalis ve Escherichia coli (ATCC)
bakterilerine karsi etki (10-12 mm) gosterdigi saptanmistir. Bununla birlikte, su
ekstraktlariin S. aureus, E. faecalis, E. coli (ATCC), E. coli (NRRL) ve Candida
albicans mikroorganizmalarina kars1 farkli derecelerde etkili (10-16 mm) oldugu
belirlenmistir. BOylece, test edilen ekstraktlar arasinda antimikrobiyal aktivitesi en yiiksek
su ekstraktinin oldugu sdylenebilir (Cizelge 4.14).

Agar disk difuzyon testi sonuglarina bakildiginda, A. nobilis subsp. sipylea
ekstraktlarinin ¢esitli patojen Gram (+) ve Gram (-) bakterilere kars1 zayif-orta derecede

antimikrobiyal etki gdsterdigi; mayalara kars1 ise etkisiz-zayif etkili oldugu saptanmustir.
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Cizelge 4.14. Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisi ekstraktlarinin agar disk diftizyon testi

sonuglari

Inhibisyon Bélge Cap1 (mm)

Bakteriler

Mayalar

Gram (-)

Gram (+)
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Cizelge 4.14. Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisi ekstraktlarinin agar disk diflizyon testi

sonuglar1 (devami)

Inhibisyon Bélge Cap1 (mm)

Bakteriler Mayalar
5 = Gram (+) Gram (-)
1S 'g — —_— n %2} L2
K ) S & g § =2g S 3 g B TtTB&E g EE
o 2 8,2 8ed %% S8 5 Egé' 5 £3 53
=) s 285 884 go g0 s §%50 20 g0 =0
= £30 ggo0 =9 g0 5z S20 320 S0 80
sk £ E 3T SE S 23S 2k S E S
5 < 4 < g< a2 2z €< 2< g s<
~ (@]
250 0 0 8 0 0 0 8 0 0
Y3H - 5g9 0 8 0 0 0 8 8 8 0
1000 0 8 0 8 8 10 8 8 0
250 0 8 0 0 8 0 0 0 0
Y3M 5o 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1000 8 0 0 0 8 0 8 8 0
250 0 8 0 0 0 0 0 0 0
Y35 5op 0 8 0 0 8 0 0 0 0
1000 0 0 0 0 10 0 0 0 0
_ G 10 24 20 26 20 22 16 22 -
o
5§F - - - - 3 16 16
o
¥ D 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Pozitif kontrolde bakteriler igin gentamisin (G), mayalar icin flukonazol (F) antibiyotikleri;
pegatif kontrol'de dimetilsiilfoksit (D) kullanildi. I: Ilkbahar, Y: Yaz; 1: 1. Istasyon, 2: 2.
Istasyon, 3: 3. Istasyon; H: Hekzan ekstrakti, M: Metanol ekstrakti, S: Su ekstrakti

4.3.2. MiK Testi Sonuclar

A. nobilis subsp. sipylea bitkisinin hekzan, metanol ve su ekstraktlarinin farkl
patojen mikroorganizmalara karst etkisinin  arastirildifi  minimum  inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) testi sonuglar1 Cizelge 4.15°de gsterilmistir.

MIK testi sonuglarina gore, test edilen bitki ekstraktlarinmn  farkli
konsantrasyonlarinin (5-40 mg/mL) gesitli Gram (+) ve Gram (-) bakteriler ile mayalar
inhibe edici oOzellikte oldugu saptanmustir. Bununla birlikte, genel olarak ilkbahar
orneklerinin daha yiksek antimikrobiyal etkiye sahip olduklari sdylenebilir (Cizelge 4.15).
MIK degerleri karsilastirildiginda, sonuglarm istasyonlara bagl olmaksizin degisebildigi
gozlenmektedir. Ayrica, Gram (+) bakterilere kars1 hekzan ve metanol ekstraktlarinin daha
etkili oldugu; Gram (-) bakteriler i¢in ise belli bir ekstraktin etkili oldugunu sdylemenin
miimkiin olmadig1 seklinde yorum yapilabilir. Bununla birlikte, hekzan ekstraktinin
metanol ve su ekstraktina gore daha yiiksek antifungal etkiye sahip oldugu goriilmiistiir

(Cizelge 4.15).
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Cizelge 4.15. Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisi ekstraktlarinin minimum inhibisyon

konsantrasyon (MiK) sonuglari

MiK (mg/mL)
Bakteriler Mavalar
Gram (4) Gram (-) y
(4]
S 3 Q § S o SN 8e § o 2 T 3 s 83
=% S vd S 25 Se9 SR ol S &3 28 23 23
5\ g gz N S®N ==° N T m £Eca 3 T © §H
=50 9280 88 209 27 820 20 8O O
£80 380 {Fap 3z O D 520 20 S0 ©TO
S E EY E K SE S 338 2E BE SE
s < w < SRS iz o< £ (L 5
(@]
i.1LH 10 20 20 20 20 10 20 5 5
i.im 20 20 20 20 20 10 20 20 20
i.1.s 40 20 40 40 >40 20 >40 20 10
i2.H 20 10 20 20 20 10 20 5 10
i2.M 10 5 10 20 10 20 20 10 5
i2.s 40 20 40 40 40 20 40 5 10
i.3.H >40 >40 5 40 40 40 40 10 5
i3.M >40 >40 20 40 20 20 40 10 10
i.3.5 40 >40 40 20 20 20 20 20 20
Y.1.H >40 >40 40 >40 >40 40 40 20 10
Y.1.M 40 40 40 40 20 20 >40 20 20
Y.1.8 >40 40 40 >40 20 20 20 20 20
Y.2.H >40 >40 20 >40 40 40 40 10 10
Y.2.M >40 40 20 20 20 10 20 20 10
Y.2.8 >40 20 40 20 >40 10 40 20 20
Y.3.H >40 >40 20 >40 >40 20 40 10 5
Y.3.M >40 >40 10 40 >40 10 40 10 10
Y.3.8 >40 >40 20 >40 40 10 20 10 20

G 1,556.10% 1,25.10°% 1,56 .10 1,56.10% 156.10* 1,56.10% 1,56.10* - -

A >128101 1,28.101 2.10°3 >1,28.101 1,6.102 >1,28.10% 3,2.1072 - -

Kontrol

= ] _ ; - - - - 4107 2102

Kontrol amaciyla bakteriler i¢in gentamisin (G) ve ampisilin (A); mayalar i¢in ise
flukonazol (F) antibiyotikleri kullanildi. MIK degerleri mg/mL olarak verildi. (-) isareti
test edilmedigini gostermektedir
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Tibbi bitki ekstraktlarinin insan hastaliklarinin tedavisinde kullanimi, son yillarda
biiyiik bir artig gosteren eski bir uygulamadir (Oyeyemi ve Bakare, 2013). Bitkilerin sahip
olduklar tibbi 6zellikler, metabolizmalar1 sonucunda irettikleri sekonder metabolitlerden
kaynaklanmaktadir. Cok ¢esitli biyolojik aktiviteye sahip bu sekonder metabolitler degerli
bilesikler olup, giindelik yasamda antimutajen ve antikanserojen olarak kullanimi s6z
konusudur. Bununla birlikte; polifenoller, flavanoller, alkaloidler ve taninler gibi bitkilerde
dogal olarak bulunan bu fitokimyasallarin yiiksek konsantrasyonlarda kromozom hasarina
neden oldugu ve ayni kimyasallarin diisiik dozlarinin antigenotoksik ajan olarak rol
oynayabilecegine dair calismalar mevcuttur. Mogolistan’da o6zellikle zehirlenmelere karsi
kullanilan Leptopyrum fumarioides bitkisinin metanol ekstrakti, diklorometan fraksiyonu
ve bu fraksiyondan izole edilen bilesikler karisimimin DNA hasar seviyesini arttirdigi
bildirilmistir (Boldbaatar ve ark., 2014). Bu calisma kapsaminda da, Achillea nobilis
subsp. sipylea bitkisinin genotoksik potansiyeli hem in vivo (Tradescantia stamen tlyi
mutasyon analizi) hem de in vitro (DNA cleavage testi) olarak test edilmistir. Tradescantia
stamen tilyli mutasyon analizinde uygulama siiresinin artisinin (0zellikle metanol
ekstraktinda) mutasyon olusumunu indiikledigi belirlenmis; ancak test edilen dozun (1
mg/mL) anlamli bir genotoksik etkiye sebep olmadig: tespit edilmistir (p>0,05) (Cizelge
4.1, Sekil 4.2 ve 4.3). Bu calismada, uygulama siiresinin genotoksisiteyi etkileyebilecegi
on plana ¢ikmaktadir. Bununla birlikte, DNA cleavage testinde sadece yaz mevsimine ait
1. istasyon orneklerinin metanol ekstraktinin DNA’da kirilmaya yol agtig1 belirlenmistir.
Bunun nedeninin, 6rneklerin toplandig yerin ¢ok yakininda tarim arazisinin bulunmasi ve
buna bagli olarak burada pestisit tiirevi zirai ilaglarin kullanimina bagl bir kontaminasyon
olabilecegi dusiiniilmektedir.

Prunus avium (kiraz) bitkisi yapragindan elde edilen farkli ekstraktlarin (etanol,
metanol, etil asetat, sicak su ve soguk su) 200 ve 400 pg/mL dozlarinin oksidatif DNA
hasarma karsi koruma aktivitesinin arastirildigi bir calismada, en gucli koruma
aktivitesinin metanol ile etanol ekstraktlarina ait oldugu ve koruyucu etkinin yiiksek dozda
daha ¢ok arttig1 saptanmistir (Takim, 2010). Benzer bir calismada, Lantana camara (agag
minesi) bitkisi yapraklarinin sulu ekstraktinin hidrojen peroksit (H20) ve ultraviyole 15181
(UV) ile indiiklenmis DNA hasarina kars1 ylksek koruyucu etki gosterdigi ve bu ekstraktin
fenolik madde bakimindan zengin oldugu bildirilmistir (Kalita ve ark., 2012). Bu
calismada ise, Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisinin test edilen biitiin ekstraktlarinin
belirli oranlarda DNA’y1 korudugu ve en yuksek koruma aktivitesinin metanol ve su

ekstraktlarinda goriildiigli tespit edilmistir (Sekil 4.9, 4.10, 4.11 ve 4.12). Ayrica, bu
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ekstraktlarin toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlart ile in vitro antioksidan
aktivitelerinin de hekzan ekstraktina gére daha fazla oldugu saptanmistir.

Morinda citrifolia bitkisinin yapraklarindan elde edilen sulu ekstraktin H2O>
(%7)’nin neden oldugu oksidatif hasara kars1 koruma aktivitesinin arastirildigi Allium cepa
testinde, bitkinin 15 g/ dozunun kromozomal anomali yiizdesini onemli 6l¢giide azalttig
tespit edilmistir. Elde edilen verilerden M. citrifolia bitkisinin sulu ekstraktinin antimitotik
ve antigenotoksik etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir (Sreeranjini ve Siril, 2011). Bu
calismada Allium cepa kok meristematik hiicre testi kapsaminda Achillea nobilis subsp.
sipylea ekstraktlariyla yapilan testler sonucunda da, ekstraktlarin antigenotoksik aktivitesi
su>metanol>hekzan ekstrakti seklinde siralanmigtir (Cizelge 4.5 ve 4.6).

DNA hasar1 indlksiyonu (6zellikle oksidatif hasar) kanserin yani sira erken
yaslanma, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar gibi diger dejeneratif siireclerin
gelisiminde ¢ok 6nemli bir basamaktir (Finkel ve Holbrook, 2000). Tibbi bitkiler, kanser
olusumunun erken safhalarinda engellenmesi veya tersine ¢evrilmesi i¢in etki gdsterebilen
biyolojik olarak etkili bilesikler icerir (Lippman ve ark., 1994). Bununla birlikte, tibbi
bitkilerin sekonder metabolit iceriklerinin mevsimsel olarak degistigi ve buna bagli olarak
bitkilerin tedavi edici 6zelliklerinin de degisebilecegi yapilan birgok bilimsel arastirma
sonucu ispatlanmustir. Ornegin; bitki ugucu yag bilesenlerinin biiyiime mevsimi boyunca
ritmik olarak arttig1 ve kisa dogru istikrarh bir diisiis gosterdigi; dolayisiyla en verimli
toplama zamaninin yazin son zamanlari oldugu Onerilmistir. Buna karsilik, diger
arastirmacilar ugucu yaglarin eldesi i¢in en dogru zamanin kigin olacagi goriisiindedir.
Ayrica, mevsimsel degisim sadece ucucu yaglar iizerinde etkili olmamakla birlikte;
polifenoller, flavonoidler, glikozitler, alkaloidler gibi degerli bilesenleri de etkilemektedir.
Elde edilen veriler neticesinde, belirli sekonder metabolitlerin eldesinde verimli hasat
zamani olarak genel bir kural bulunmamaktadir (Soni ve ark., 2015). Bu konuyla ilgili
olarak yapilan bir ¢calismada, ii¢ farkli hasat zamaninda (may1s, temmuz ve eyliil) toplanan
Camellia sinensis (¢ay) yapraklarindaki toplam fenolik madde igerikleri karsilastirilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, fenolik madde igerigi sirasiyla temmuz (80,69 pg/mg), eyliil
(62,88 pg/mg) ve mayis (59,44 ng/mg) seklinde oldugu belirlenmistir (Anesini ve ark.,
2008). Bu calismadan elde edilen sonuglarla da uyumlu olarak baska bir ¢alismada, su
stresinin fenoliklerin birikimini tesvik edebilecegi hipotezi ileri siiriilmektedir (Deshmukh,
2012). Bu caligmada, Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisinin c¢esitli ekstraktlar1 ile
yapilan toplam fenolik madde icerigi testi sonuglart karsilastirildiginda da benzer sonuclar
gorilmektedir. Yaz mevsimine ait 6rneklerin hekzan ekstraktinda 19,33-24,64 mg GAE/g
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ekstrakt, metanol ekstraktinda 52,19-65,80 mg GAE/g ekstrakt ve su ekstraktinda 55,43-
65,16 mg GAE/g ekstrakt fenolik madde igerdigi saptanmistir. Bununla birlikte, ilkbahar
mevsimine ait 6rneklerin hekzan ekstraktinda 14,41-19,20 mg GAE/g ekstrakt, metanol
ekstraktinda 42,38-53,05 mg GAE/g ekstrakt ve su ekstraktinda 50,36-58,83 mg GAE/g
ekstrakt fenolik madde tespit edilmistir. Elde edilen bu degerler arasinda anlamli fark
oldugu goriilmiistiir (p<0,05) (Cizelge 4.7).

Biyolojik sistemlerde dogal antioksidanlarin koruyucu etkisi dikkat g¢ekmistir.
Yapilan ¢aligmalarda bazi tibbi bitkilerin serbest radikal giderici ya da antioksidan etkiye
sahip oldugu kanitlanmistir. Japon kizilgami olarak da bilinen Pinus densiflora agacinin
kabugundan elde edilen su ekstraktinin toplam fenolik madde igerigi, antioksidan aktivitesi
ve DNA hasarina karsi koruma aktivitesinin arastirildigi bir ¢alismada, toplam fenolik
madde igeriginin 211,32 mg tannik asit/g ekstrakt oldugu ve P. densiflora bitkisi su
ekstraktinin dogal bir antioksidan oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda, giicli DNA koruma
aktivitesi (1 mg/mL) gosterdigi de vurgulanmistir (Jiang ve ark., 2012). Bu ¢aligmada test
edilen Achillea nobilis subsp. sipylea su ekstraktlarindan hicbirinde bu kadar fazla
miktarda fenolik madde tespit edilememekle birlikte, yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugu saptanmistir. Ornegin; yaz mevsimine ait 3. Istasyon &rneginin su ekstraktinin
65,16£0,40 mg GAE/g eckstrakt fenolik madde igerdigi ve 1000 pg dozunun -
karoten/linoleik asit testinde %62,86, metal selatlama aktivite testinde %56,54, toplam
antioksidan aktivite testinde de %56,87 oraninda antioksidan aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.7, 4.10, 4.12 ve 4.13).

Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler insan diyetinin 6nemli bir pargasidir. Meyve,
sebze ve icecekler fenolik bilesiklerin baslica kaynaklaridir. Giiniimiizde bu bilesikler
antioksidan 6zelliklerinden dolayr 6nemli derecede ilgi ¢ekmektedir. Fenolik bilesiklerin
antioksidan aktivitesi yapisina, 6zellikle hidroksil gruplarinin sayisina ve aromatik halkalar
tizerindeki konumlarina baghdir (Balasundram ve ark., 2006). Ayrica, fenolik bilesenlerin
biyosentezinin gilines 1s181yla uyarildigi bilinmektedir. Bu nedenle, bitkilerdeki fenolik
madde iceriklerinin degisebildigi sdylenebilir. Bu bilgilere dayanarak, iilkemizde daha
serin ve daha sicak gegen aylarda hasat edilen bitkilerin toplam fenolik seviyesindeki
farkliliklar, sadece sicaklik etkisiyle degil; ayn1 zamanda giin uzunlugu ve giines 1s18inin
da etkisiyle meydana gelmektedir (Harbowy ve Balentine, 1997). Bu ¢alisma kapsaminda
yapilan Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisinin toplam fenolik ve flavonoid madde
miktar1 tayini sonuglar1 degerlendirildiginde, benzer sekilde ekstraktlarin hem fenolik hem

flavonoid igeriklerinin yaz mevsiminde daha fazla oldugu ve bu farkliligin anlamli oldugu
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saptanmugstir (p<0,05).

Achillea millefolium bitkisinin metanolik ve sulu ekstraktlarmin toplam fenolik
madde miktarmin ve antioksidan aktivitesinin test edildigi bir c¢alismada, metanolik
ekstraktlarin daha giiclii antioksidan etkiye sahip oldugu ve toplam fenolik madde igerigi
ile antioksidan aktivitenin pozitif korelasyon gosterdigi belirlenmistir (Eghdami ve
Sadeghi, 2010). Bu calismada da ayni testler sonucu elde edilen sonuglara gore; A. nobilis
subsp. sipylea bitkisinin metanol ve su ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerigi
bakimindan farkli olmadig1 ve yiliksek miktarda fenolige sahip iki ekstraktin antioksidan
aktivitelerinin de yiiksek oldugu, ancak su ekstraktinin antioksidan etkisinin &nemli
derecede daha yiiksek oldugu goézlenmistir (p<0,05). Bununla birlikte Humulus lupulus
(serbetci otu) bitkisi ekstraktlarinin antioksidan aktivitesinin arastirildigi benzer bir
calismada, toplam fenolik ve flavonoid madde igeriklerinin antioksidan aktivitesi (%) ile
iligkili olmadig1 sonucuna varilmistir (Psenakova ve ark., 2010).

Farkli biiyime donemlerinde toplanan Astragalus onobrychis L. subsp.
chlorocarpus (geven) bitkisi yapraklarmin antioksidan enzim aktivitesi ve toplam
antioksidan kapasitesi mevsimsel olarak aragtirilmistir. Calisma sonunda, mevsimsel
degisimlerin enzimatik faaliyetler tizerinde etkili oldugu bulunmustur. Farkli mevsimlerde
farkli antioksidan enzimlerin seviyesinde artis oldugu saptanmustir. A. onobrychis L. subsp.
chlorocarpus yaprak ekstraktinin toplam antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugu, ancak bu
aktivite tlizerinde mevsimsel bir etkinin olmadig1 tespit edilmistir (Dragoljub ve ark.,
2013). Bununla birlikte bu ¢alismada, A. nobilis subsp. sipylea bitkisinin toplam
antioksidan aktivitesinin mevsim degisiminden etkilendigi; ancak ayni Orneklerin test
edildigi B-karoten/linoleik asit ve CUPRAC testlerinde onceki calismada oldugu gibi
mevsimin anlamli bir fark yaratmadigi gézlenmistir.

Antioksidan giicii se¢ilen yonteme, konsantrasyona ve incelenen antioksidanlarin
dogasi ile fiziko-kimyasal 6zelliklerine baghdir. Yapilan bu ¢alismada, ayn1 6rneklerin
konsantrasyona ve Olculen antioksidan parametresine bagli olarak farkli antioksidan
aktivite (%) degerleri sergiledigi tespit edilmistir. Buna benzer durumlarda, yanlis sonucu
Onlemek igin ¢oklu konsantrasyon o6lgtimleri yapmak 6nemlidir. A. nobilis subsp. sipylea
bitkisinin antioksidan kapasitesinin farkli test yontemleriyle arastirildigit bu galisma
kapsaminda elde edilen sonuclarin genel olarak birbiriyle tutarli oldugu; ancak bazi
farkliliklarin da goriildiigii tespit edilmistir. Ornegin; yapilan bazi antioksidan aktivite
testlerinde (B-karoten/linoleik asit ve CUPRAC testi) ekstraktlarin antioksidan kapasiteleri

tizerine mevsimsel bir fark gozlenmezken, diger tetlerde yaz mevsimi Orneklerinin
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antioksidan aktivitesinin (%) anlamli olarak daha yiiksek oldugu bulunmustur. Benzer
sekilde, DPPH radikali giderme aktivitesi testinde lokasyon degisimleri anlamli bir fark
olustururken, diger testlerde bu etkinin énemsiz oldugu sonucuna varilmistir. Daha once
yapilan c¢alismalarda da belirtildigi gibi, antioksidan aktivite degerlendirmesinde farkli
yontemlerin kullanilmasi gerekmektedir. Bu ¢alisma da, test edilen 6rneklerin antioksidan
aktivitesini belirleyebilmek icin tek bir test yonteminin yeterli olmadigin1 gostermektedir.
Calismada uygulanan farkli antioksidan aktivite testleri bu amag i¢in se¢ilmis iyi bir
kombinasyon olup, yapilacak olan benzer ¢alismalar i¢in de Onerilebilir.

Ekstrakt eldesinde farkli ekstraksiyon yontemlerinin toplam fenolik madde igerigi
ve antioksidan aktivite tizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, A. nobilis subsp.
sipylea bitkisinin 6zellikle infiizyon ve dekoksiyon ile elde edilen ekstraktlarinin daha
fazla fenolik madde igerdigi ve yliksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir
(Anlas ve ark., 2017). Bizim yapmis oldugumuz calismada ekstrakt eldesi igin soksilet
diizenegi kullanilmistir (Sekil 3.8a). Dolayisiyla, ekstraktlarin elde edilis yontemlerinin de
bitkilerin toplam fenolik madde icerikleri ve antioksidan aktivite 6zellikleri tzerinde rol
oynayabilecegi sonucu ¢ikarilmaktadir.

Bir fungus turunden (Hericium erinaceus) elde edilen ¢esitli ekstraktlarin in vitro
antioksidan aktivite seviyelerinin karsilastirildigr bir ¢alismada, farkli polariteye sahip
kimyasallarin etkisi karsilagtirilmistir. Calismada hekzan, ksilen, kloroform, eter, etil
asetat, aseton, etanol ve distile su ¢oziicii olarak kullanilmistir. Calisma sonucunda, biitiin
ekstraktlarin DPPH ve sliperoksit anyonu serbest radikallerine karsi etkili oldugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte, ekstraktlarin antioksidan kapasitelerinin kullanilan ¢6ziiciiniin
cesidine ve doza bagl oldugu saptanmustir. Ayrica, en giiclii antioksidatif etkiye etanol
ekstraktinin sahip oldugu da bildirilmistir (Jiang ve ark., 2016). Bu ¢alisma kapsaminda da
A. nobilis subsp. sipylea bitkisinden ekstraktlarin eldesinde farkli ¢oziiciiler (hekzan,
metanol ve su) kullanmilmistir. Ekstraktlarin genotoksik, antigenotoksik ve antioksidan
aktivite c¢alismalar1 sonucunda, biyolojik aktivitelerin ekstrakt cesidine bagli olarak
degisebildigi ve genellikle bu degisimin doza bagli oldugu goriilmiistiir.

Yapraklar1 sebze olarak tiiketilen ve bazi bulasici hastaliklarin tedavisinde
antibiyotik olarak kullanilan Asteraceae familyasindan Acmella uliginosa turunin
antimikrobiyal etkisinin arastirildigi bir ¢alismada bitkinin diklorometan, metanol ve sulu
ekstraktlar1 test edilmistir. Calisma sonucunda, A. uliginosa tiiriiniin ¢esitli bakterilere karsi
genis spektrumlu (MIK= 0,625-5 mg/ml) aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.

Calismada en etkili ekstraktlarin diklorometan ve metanol ekstraktlar1 oldugu bildirilmistir
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(Lagnika ve ark., 2016). A. nobilis subsp. sipylea bitkisinin hekzan, metanol ve su
ekstraktlarmin farkli patojenlere karsi antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda ise, MIK
degerlerinin >5 mg/mL oldugu ve agar disk difuzyon testinde de inhibisyon bdlge
caplarinin en fazla 16 mm olarak oOlgiildigl belirlenmistir (Cizelge 4.14 ve 4.15). Kuete
(2010)’ye gore, bir bitki ekstraktinin antibakteriyel aktivitesi MIK<100 pg/mL ise 6nemli
derecede yiiksek, 100<MIK<625 pg/mL ise orta dereceli ve MIK>625 pg/mL oldugunda
ise zayif olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, disk difiizyon testi sonuglarinda
inhibisyon boélge ¢ap1 <9 mm ise inaktif; 9-12 mm ise kismen aktif; 12-18 mm ise aktif;
>18 mm ise yuksek derecede aktif olarak kabul edilmektedir (Cerqueira ve ark., 2007). Bu
degerler dikkate alinarak bir degerlendirme yapildiginda, A. nobilis subsp. sipylea
bitkisinin MIK testi sonuclarina gére zayif antimikrobiyal etkiye sahip oldugu; agar disk
diftizyon testi sonuglarina gore ise kismen aktif-aktif oldugu soylenebilir (Cizelge 4.14 ve
4.15).

Myrcia myrtifolia bitkisinin antimikrobiyal etkisinin mevsimsel degisime bagl
olarak belirlenmeye ¢alisildig1 bir aragtirmada, birbirinden yaklasik olarak 100 m uzaklikta
iki drnekleme alan1 secilmistir. Toprak kompozisyonu, nem, 1s1k siddeti ve diger ¢evresel
faktorlerin etkisini en aza indirmek icin Ornekleme alanlarinin birbirine yakin secildigi
belirtilmistir. M. myrtifolia bitkilerinin yapraklari her ay (Mayis 2002-Aralik 2003) sabah
saatlerinde toplanmigtir. Calisma sonunda M. myrtifolia yaprak ugucu yagmnin
kompozisyonunda mevsime bagli olarak 6nemli bir degisiklik gozlenmemis olup, broth
mikrodilisyon ve agar difuzyon yontemlerinden elde edilen antimikrobiyal aktivite
sonuglarmin farkli oldugu tespit edilmistir. A. nobilis subsp. sipylea bitkisinin
antimikrobiyal aktivite testleri sonucunda da kismen farkli sonuglar ¢ikmigtir. Bu iki deney
arasinda mikrobiyal biiylime, mikroorganizmalarin bitki ugucu yaglarina maruz kalma
sekli, yaglarin veya yag bilesenlerinin ¢oziliniirliigii, emiilgatér miktar1 ve kullanimi gibi
pek cok faktoriin degisken oldugu belirtilmistir. Agar difiizyon yonteminde, ucucu yag
bilesenlerinin ¢ogunun hidrofobik yapiya sahip olmasi nedeniyle bu maddelerin agar
ortaminda homojen difiizyonunu engelledigi ve bunun elde edilen sonuglardaki
farkliliklardan sorumlu olabilecegi goriisiine varilmistir (Cerqueira ve ark., 2007).

Farkli yiikseltilerden (700 ve 2300 m) toplanan A. millefolium bitkisinin ugucu
yaginin antibakteriyel aktivitesinin test edildigi bir ¢alismada, 2300 m yiikseklikten
toplanan bitki ugucu yaginin test edilen bakterilere karsi daha etkili oldugu sonucuna
vartlmistir. Bununla birlikte, bu yikseltiden toplanan bitkilerin farkli bakterilere karsi

degisen MIK degerlerine (12,6-112 pg/mL) sahip oldugu tespit edilmistir. Calisma
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sonunda, A. millefolium bitkisi ugucu yaginin Gram (+) ve (-) bakterilere karsi etkili
oldugu; ancak bu etkinin bolgesel olarak degisebildigi belirlenmistir (Mazandarani ve ark.,
2013). Yaptigimiz calisma kapsaminda da, farkli yiikseltilerden (363, 440 ve 740 m)
toplanan A. nobilis subsp. sipylea bitkisine ait ekstraktlarin antimikrobiyal etkisi
arastirilmig olup test edilen patojen mikroorganizmalara karsi yikselti agisindan bir
farklilik gézlenmemistir (Cizelge 3.1, 4.14 ve 4.15).

Fitokimyasallarin bircok antimikrobiyal etki mekanizmasi, farkli arastirmacilar
tarafindan Onerilmistir; ancak, etki mekanizmalariin molekiiler temelleri konusunda
belirsizlikler mevcuttur. Bazi fitokimyasallar, mikrobiyal buyimeyi inhibe ederek,
hiicresel membran pertiirbasyonlarin1 indiikleyerek, belirli mikrobik metabolik siireclere
miidahale ederek, sinyal iletiminin modiilasyonunda veya gen ekspresyon yolaklarinda
gorev yapabilir (Omojate ve ark., 2014). A. nobilis subsp. sipylea bitkisi ile yapilan
antimikrobiyal aktivite testleri sonucunda elde edilen sonuglara gore, bazi ekstraktlarin
belirli patojenlere karsi zayif ya da orta dereceli etki gosterdigi belirlenmis olup bu etkinin
hangi mekanizmayla gergeklestigine dair bir arastirma yapilmamistir.

Bircok literatiirde, A. millefolium bitkisinin antibakteriyel aktivitesinin sahip
oldugu terpenoidlerin ve flavonoidlerin gesitliligine, yasam alanlarina ve blylme
periyoduna bagli oldugu belirtilmektedir (Lorenzi ve Matos, 2002; Kotan ve ark., 2010;
Mazandarani ve ark., 2013).

Bitkilerin toplandigi Canakkale’nin Bayramig ilgesi’nde énemli miktarda tarimsal
iretim (elma basta olmak Tlzere, sirasiyla zeytin, seftali, kiraz ve ¢ilek)
gerceklestirilmektedir (llgar, 2017). Buna bagl olarak, bolgede yogun pestisit kullanimi
s0z konusudur. Bu kimyasallarin kendisinin ya da doniisiim tirlinlerinin toprak, hava, su ve
gidalarda bulunabilmesi miimkiindiir. Dolayisiyla, bu alandan toplanan bitki 6rneklerinin
genotoksik, antigenotoksik, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinin de bu durumdan

etkilenmesi s6z konusudur.
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BOLUMS5
SONUC VE ONERILER

Son yillarda saglik ve gida alanlarinda kullanilan sentetik maddelerin neden
olabilecegi bircok yan etkiden dolayi, dogal kaynaklardan elde edilen maddelerin
tiketimine yonelik artan bir ilgi s6z konusudur.

[laglarm neden oldugu yan etkiler ve insanlarin alternatif tip olarak da adlandirilan
bitkilerle tedavi yoluna gitme egilimi, bu konuyla ilgilenen bilim insanlarmin dikkatini
¢cekmis ve ¢aligmalarin bu yonde yogunlagmasina neden olmustur.

Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisinin hekzan, metanol ve su ekstraktlarinin
genotoksik, antigenotoksik, antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri Gizerine mevsim ve
lokasyon degisimlerinin etkisinin arastirildigi bu ¢alisma kapsaminda, bitkinin 6zellikle su
ve metanol ekstraktlarinin giiclii antigenotoksik ve antioksidan Ozellige sahip oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte, ekstraktlarin sahip oldugu biyolojik aktivitelerin mevsim,
ekstrakt cesidi, doz ve uygulama siiresine bagli olarak degisebildigi saptanmistir. Ayrica,
calismada kullanilan Allium cepa ve Tradescantia pallida tirlerinin A. nobilis subsp.
sipylea bitkisi ekstraktlarina kars1 tepkileri farkli olmustur. Bu test sistemlerinin
genotoksik ve antigenotoksik duyarliliklarinin farkli oldugu sonucuna varilmistir.

Calismada yaz doneminde toplanan bitkilerden elde edilen ekstraktlarin daha etkili
olmasinin nedeninin, ortam sicakligi ve giin 15181 vb faktorlerden etkilenen sekonder
metabolit artisina bagh oldugu diisiiniilmektedir.

Bu ¢aligsma ile Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisinin etki mekanizmasi agikliga
kavusturulamamis olmakla birlikte; bitkinin sahip oldugu antigenotoksik, antioksidan ve
antimikrobiyal potansiyelin kullanilan genotoksik ya da oksidatif ajanin etki tarzina bagh
olarak artan hasarin tipi ve kullanilan deneysel model sistemi gibi olasi mekanizmalarla
baglantili oldugunu sdylemek miimkiindiir.

A. nobilis subsp. sipylea bitkisinin kimyasi, aktif bilesenleri ve farmakolojik etkileri
hakkinda nadir bilgiye sahip olunmasi nedeniyle bu konuda in vitro ve in vivo
arastirmalarin yapilmasinin gerekli oldugu kanisina varilmistir.

Calisma kapsaminda elde edilen veriler 1s18inda, A. nobilis subsp. sipylea
bitkisinin antigenotoksik, antioksidan ve antimikrobiyal potansiyeli géz oniine alindiginda

bitkiler diinyasinda ilgi uyandiracag diisiiniilmektedir.
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