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HELIANTHEMUM CANUM (L.) BAUMG UZERINDE
FARMASOTIK BOTANIK YONUNDEN ARASTIRMALAR
Neslihan SAM GOKSEN
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmakognozi Anabilim Dal Yiiksek Lisans Program
Yiiksek Lisans Tezi, Ocak 2016
Damsman: Yrd. Doc. Dr. Ayse BALDEMIR

OZET

Bu calisma Kayseri’nin Pinarbasi ilcesinde dogal olarak yetisen Cistaceae familyasina ait
Helianthemum canum (L.) Baumg iizerinde yapilmigs ve morfolojik-anatomik ozellikleri,
kimyasal bilesenleri, biyolojik aktivitesi calisilmistir. Tiiriin morfolojik ve anatomik
ozelliklerini aragtirmak ic¢in 151k mikroskobu, stereomikroskop ve taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile fotograflar1 cekilmis; cizimlerle gosterilmistir. Kimyasal ve biyolojik aktivite
calismalarinda kullanilmak {izere bitkinin toprak {iistii kisimlarindan su ve %70’lik metanol
ekstreleri hazirlanmistir. Kimyasal c¢alismalarda, H. canum’un su ve %70’lik metanol
ekstrelerinin kalitatif ve kantitatif kompozisyon analizleri ters faz Yiiksek Basingli Sivi
Kromatografisi (YBSK) ile yapilmistir. Ayrica ekstrelerin toplam fenol, flavonoit ve flavonol
miktarlar1 ile ugucu yaginin analizi yapilmistir. Biyolojik aktivite calismalarinda, ekstrelerin
antimikrobiyal, antioksidan ve antiamibik aktiviteleri arastirilmigtir. Ekstrelerin antioksidan
aktivitelerini tammlamak igin 1,1-difenil-2-pikrihidrazil (DPPH®) ve 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit) (ABTS"™®) radikal siipiiriicii etkileri, demir selat aktivite, -
karoten-linoleik asit birlikte oksidasyon ve lipit peroksidasyonu inhibitorii etki yontemleri
kullanilmigtir. Antimikrobiyal aktivite calismalarinda Gram (-)’lerden (Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhi NCTC 8394, Haemophilus
influenzae ATCC 4447) ve Gram (+) lerden (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecium NI-1, Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Bacillus cereus ATCC
11778, Bacillus subtilis ATCC 6633, Listeria monocytogenes ATCC 7644) mikroorganizmalar
disk difiizyon ve mikrodiliisyon (MIK) metodlar: i¢in kullanilmistir. Antiamibik aktivite
calismalarinda H. canum’un metanol ekstresinin Acanthamoeba castellanii tiirli lizerindeki
lethal etkisi gosterlmistir. Bu c¢alisma, H. canum’un kimyasal igerikleri ve biyolojik
aktivitelerini gosteren ilk caligmadir.

Anahtar Kelimeler: Helianthemum canum, Anatomi, Morfoloji, Aktivite, YBSK
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INVESTIGATIONS ON HELIANTHEMUM CANUM (L.) BAUMG FROM THE POINT
OF PHARMACEUTICAL BOTANY
Neslihan SAM GOKSEN
Erciyes University, Graduate Institute of Health Science
Department of Pharmacognosy
MS Thesis, January 2016
Adyvisor: Assist. Prof. Dr. Ayse BALDEMIR

ABSTRACT

This study was conducted on Helianthemum canum (L.) Baumg belong to Cistaceae growing to
province of Kayseri (Pinarbast) and morphological-anatomical features, chemical constituents,
biological acitivities of species were studied. For investigation in the morphological and
anatomical features of the species were demonstrated with drawings and their photographs
taken with light microscope, stereomicroscope and scaning electron microscope (SEM). Water
(HCW) and 70% MeOH extracts (HCMeOH) were prepared from aerial parts of H. canum for
chemical analysis and biological activity studies. In chemical analysis, qualitative and
quantitative compositional analyses of HCMeOH and HCW extracts of H. canum were
performed with reversed-phase High Pressure Liquid Chromatography (HPLC). Total phenols,
flavonoids, flavonols and essential oils of extracts were also analyzed. In biological activity
studies; antioxidant, antimicrobial, antiparasite activities of extracts were examined. To
determine the antioxidant activity of the extracts, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH®) and
2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS™) radical scavenging activity,
iron chelation activity, f-carotene-linoleic acid co-oxidation assay and lipid peroxidation assay
were used. In antimicrobial studies, Gram (-) (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhi NCTC 8394, Haemophilus influenzae ATCC 4447)
and Gram (+) (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecium NIJ-1, Streptococcus
pyogenes ATCC 19615, Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis ATCC 6633, Listeria
monocytogenes ATCC 7644) microorganisms were used for disc diffusion and microdilution
methods (MIC). In antiamibic activity studies, HCMeOH extract of H. canum is showed high
potency in its lethal effects on Acanthamoeba castellanii. This is the first study demonstrating
the plant's chemical contents and biological activities.

Keywords: Helianthemum canum, Anatomy, Morphology, Activity, HPLC
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1.GIRiS VE AMAC

Tiirkiye son kayitlara gore 11707 bitki tiirii ile diinyanin en zengin floraya sahip
tilkelerindendir. Bu tiirlerden 3649’u endemik olup endemizm orani ise % 31.82’dir (1,
2). Ulkemiz florasinin zenginliginin temelinde, degisik iklim tiplerinin varligi, cografik
durumu, jeolojik yapisi, topografik ozellikleri, cesitli toprak gruplarina sahip olmasi ve
lic farkli fitocografik (Avrupa-Sibirya, Iran-Turan ve Akdeniz bitki cografyas1) bolgenin

birlestigi yerde bulunmasi sayilabilir.

Bitkiler alemi biyolojik olarak aktif bilesiklerin ve yeni ilaglarin kesfinde temel bir
kaynaktir. Cogu bitki ekstreleri ve bitkisel iiriinler, tibbi bitkilerin 6nemli bir 6zelligi
olan giiclii antioksidan aktiviteye sahiptir. Yillardir insanlarda cesitli hastaliklarin
potansiyel terapotik ajanlari olarak bilinen bitkilerin/bitkisel tiirevli dogal bilesiklerin
kullannmina dayali ¢caligmalar yapilmaktadir. Bu sebeple 6zellikle son yillarda sentetik
orjinli ilaglarin insanlara ve cevreye olan cesitli zararlar1 gz Oniine alinarak bitkisel
ilaglara ilgi giderek artmaktadir. Bitkilerin sahip olduklar1 sekonder metabolit olarak
adlandirilan organik bilesenlerin tedavi edici 6zellikleri bu bitkilerin ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmasina olanak saglamistir. Genellikle farmakolojik olarak yiiksek
aktivite gosteren bu sekonder bilesikler, bitkinin antioksidan, antimikrobiyal,

antienflamatuar ve yara iyi edici olarak kullanilmasina sebep olmustur.

Dogal olarak elde edilen iiriinler, tipta insan saglig1 agisindan onemli bir kaynak teskil
etmektedir. Ilaglarmm hazirlanmasinda kullanilan birgok farmasotik maddeler,
bitkilerdeki dogal iiriinlerin taranmasiyla ortaya ¢ikmustir. Ulkemizde bulunan bitkilerin
yaklagitk 1000 kadar1 tibbi Ozellikleri nedeniyle hastaliklarm tedavisinde
kullanilmaktadir (3).



Son yillarda giderek artan kanser ve kalp hastaliklariin da i¢inde bulundugu kronik
hastaliklara yakalanma riskini azaltan bilesikler olarak siklikla adindan bahsedilen
antioksidanlar, sagligimizin korumasi i¢cin faydali maddelerdir. Bitkiler; flavonoitler,
antosiyaninler, vitaminler ve endojen metabolitler gibi ¢ok cesitli fenolik niiveye sahip,

antioksidan 6zellikleri olan maddeleri icerirler (4).

Bu tez kapsaminda, Kayseri’nin Pmarbasi ilcesinde dogal yayilisi olan ve literatiirde bu
cinsle ilgili ¢esitli halk arasinda kullanimlar1 oldugu tespit edilen, Helianthemum canum
(L.) Baumg tiirii {izerinde Farmasotik Botanik ve Farmakognozik arastirmalar
yapilmustir. Helianthemum Miller cinsi, diinya genelinde oncelikle Kuzey 1liman
bolgelerde, Giiney Amerika’da ve Akdeniz Bolgesi’'nde yayilis gosteren, yaklasik 100
tiir ile temsil edilen, ¢ali ve otsulardan olusan bir bitki cinsidir (1,5). Bu calisma
kapsaminda H. canum tiiriniin anatomik, morfolojik, antioksidan, antimikrobiyal ve
antiamibik aktivite calismalarmin yam sira spektroskobik ve kromatografik analiz

yontemleri kullanilarak kimyasal i¢erik analizleri yapilmustir.

Cesitli Helianthemum taksonlarinin gastrointestinal rahatsizliklar, kabiz ve kan kesici,
antienflamatuar, antiiilserojenik, antiparazitik, antimikrobiyal, analjezik, sitotoksik,
vazodilator ilag, yara iyi edici ve yanik tedavilerinde merhem olarak geleneksel

kullanimlar1 mevcuttur (6).

Yapilan literatiir taramasinda iilkemizde dogal yayilis gosteren bu bitki tiirli izerinde
herhangi bir calisma tespit edilmemistir. Dolayisiyla bu tiir iizerinde yapilmasi

hedeflenen bu kapsamdaki ¢aligma literatiirde bir ilk olacaktir.



Sekil 1.1. Helianthemum canum (L.) Baumg tiiriiniin dogadaki genel goriiniisti



2. GENEL BILGILER

2.1. BOTANIK BILGILER
2.1.1. Cistaceae Familyasiin Diinya’da Yayihs1 ve Onemi

Cistaceae bitkileri ozellikle Kuzey 1liman bolgelerde, Giiney Amerika’da ve Akdeniz
Bolgesi’nde yayilis gosteren; gosterisli ¢icekleri olan, tek yillik ya da cok yillik otsular
veya calilardan olusan biiyiik bir familyadir. Diinya genelinde 8 cins ve yaklasik olarak
200 tiirti mevcuttur (5). Familyanin bir¢ok tiirii Kuzey Yarimkiirenin iliman ya da sicak

1liman bolgelerinde yayilis gosterir (7).
2.1.2. Helianthemum Miller Cinsinin Bitki Sistematigindeki Yeri
Boliim: Spermatophyta

Alt Boliim:  Angiospermae

Sinif: Dialypetalae
Takim: Parietales

Familya: Cistaceae

Cins: Helianthemum Mill.

Tiir: Helianthemum canum (L.) Baumg (8)



2.1.3. Cistaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Genellikle alkali ya da kumlu topraklarda yetisirler. Yapraklar basit ve tam, genelde
oppozit dizilislidir. Cicek durumu simdz, siklikla rasemoz. Kaliks 5 sepalden olusur ve
diizensizdir, dista brakteye benzeyen 2 sepal mevcuttur. Korolla ise aktinomorf, ¢abuk
diisen 5 petalden olusur, bazen 3’te olabilir. Androkeum cok sayida stamen igerir,
filamentler ayr1 ve belirgindir, anterler ise filamente tabandan baghdir. Ginekeum 1
pistil icerir, 3 ya da 5 karpelli. Ovaryum iist durumlu ve tek stilusludur. Meyve lokulusit
kapsiil, derimsi ya da odunsu, tohumlar kii¢iik ve koseli, endosperm bol ve embriyo
kivriktir (1, 9). Uyelerinin ¢ogu 6zellikle tiiylerinin yapisi ile karakteristiktir. Taban
kismindan dallanan tiiyler basit ve tek hiicrelidir. Kiimelesmis tiiylerin de yapilari
genellikle benzerdir. Cesitli formlarinda siklikla ve bir sira izerinde dizili bas seklinde
salg1 tiiyii vardir. Ksilem ve floem 6ziin etrafinda silindir seklindedir. Kiime kristallerde

kalsiyum oksalat genellikle bol miktardadir (10).

Cistaceae familyasinin karakteristik 6zelligi; tohum kabugundaki fiziksel dormansinin

(durgunluk) varligidir (11).

Son kayitlara gore Cistaceae familyas: Tiirkiye’de; Cistus L., Fumana Dunal Spach,
Helianthemum Miller ve Tuberaria Spach olmak iizere 4 cins, 34 tiir ile temsil

edilmektedir (2).

2.1.3.1. Tiirkiye ve Dogu Ege Adalan Florasi’nda Yer Alan Cistaceae Familyasimin
Cins Tayin Anahtan (1)

1. Karpeller 5-10 adet; distaki sepaller igteki sepallere gore daha genis; odunsu
1. Cistus
1. Karpeller 3 adet; icteki sepaller distakilere gore daha genis; odunsu ya da otsu

2. Stigmalar az ¢ok uzamis, dize benzer sekilde kivrik stiluslu; sepallerin damarlar1

belirgin; sar1 renkli odunsu ya da otsu, petaller lekesiz

3. Biitiin stamenler verimli; yapraklar karsilikli; her kapsiilde ¢cok sayida tohum olan

kisa boylu odunsular ya da tek yillik otsular
2. Helianthemum

3. Distaki stamenler verimsiz, boncuk dizisi gibi; yapraklar genellikle alternat dizilisli

(F. thymifolia hari¢); her kapsiilde 3-12 adet tohum igeren kisa boylu odunsular



3. Fumana

2. Stigmalar hemen hemen sapsiz ya da cok kisa sapl, diiz stiluslu; sepallerin
damarlar1 belirgin; petaller sar1 ve tabanda lekeli ya da beyaz ve lekesiz olan odunsu ya

da otsular

4. Yapraklar seritsi ve cicek durumu umbel olan kisa boylu odunsular; petaller beyaz,

lekesiz
4. Halimium

4. Genis yaprakl ve ¢icek durumu gevsek rasemoz olan tek yillik otsular; petaller

sar1, tabanda lekeli
5. Tuberaria
2.1.4. Helianthemum Mill. Cinsinin Diinya’da Yayihs1

Helianthemum cinsi diinya genelinde yaklasik 100 tiir ile temsil edilmektedir (5).
Cogunlukla Giiney Avrupa, Dogu-Tropik Amerika ve Akdeniz Havzasi’nda yayilis
gosterir (7). Tirkiye’de ise 16 tiir ve 3 alt tiir olmak {iizere toplam 19 takson

yetismektedir. Bu tiirlerden 4’ii endemiktir (2).
2.1.5. Helianthemum Mill. Cinsinin Genel ve Botanik Ozellikleri

Kisa boylu calilar, ¢cok yillik ya da tek yillik otsulardan olusan bir bitki cinsidir.
Yapraklar oppozit dizilisli, genelde stipulali, saph ya da sapsizdir. Sepaller dista 2 igte 3
olmak iizere 5 adettir. Petaller genellikle sar1 renkte ve tiim stamenler fertildir (1).
Helianthemum cinsinin stamenleri cok hassastir. Boceklerle temas ettiklerinde disa
dogru hareket ederler. Cinsin cigekleri ise kendi kendini dolleme Ozelligine sahiptir
(kapali dollenme) (9). Baz1 tiirlerde epidermis miisilajlidir. Stomalar ise birgok tiirde her

iki ytizeyde de mevcuttur (10).

Bu cinsin tiirleri halk arasinda “Giingiilii”, “Tiyli giingiilii” isimleriyle bilinmekte (2)
ve gosterisli ¢igeklerinden dolayz siis bitkisi olarak yetistirilmektedir (7). Bazi tiirleri ise
Amerika, Avrupa, Kuzey Afrika ve Tiirkiye’de yayilis gosterip, peyzaj bitkisi olarak
yetistirilmektedir (12). Dolayisiyla ekonomik bir dneme de sahiptir.



2.1.6. Helianthemum canum (L.) Baumg Tiiriiniin Genel ve Botanik Ozellikleri

Yari calimsi ¢ok yillik bitkilerdir. Yapraklar: eliptik, stipulasiz, grimsi beyaz renkli, stk

tiiylii ya da degildir. Icteki sepaller 3-5 mm’dir. Petaller sar1 ve 4-7 mm’dir. Ciceklenme

mevsimi 5-8. aylardir. 800-1000 m yiikseklikte dag yamaclarindaki cakillarda ve

steplerde yetismektedir. Morfolojik varyantlar1 yaygin olarak Avrupa, Anadolu ve

Kafkasya’da yayilis gosterir (1). Bu tiir, Tiirkiye Florasi’'nda Helianthemum canum

olarak yer almaktadir. Ancak 2012 yilinda yayinlanan Tiirkiye Bitkileri Listesi’'nde

Emine Burcu Yesilyurt tarafindan Helianthemum oelandicum (L.) DC tiiriine sinonim

(Helianthemum oelandicum subsp. incanum) olarak verilmistir (2).

Tablo 2.1. Tiirkiye’de yayilis gosteren Helianthemum tiirlerinin Tiirkce adlar1 ve yetistigi bolgeler (2)

.. Halk Arasindaki  ee: Ty Endemik/Endemik
Tiir Ada Ads Yetistigi Bolge degil
. . L Giliney Marmara . <.
H. aegyptiacum (L.) Mill. Ege giingiilii Boliimii Endemik degil
H. antitauricum P. H. Has oiiniilii Orta Kizilirmak Endemik
Davis&Coode gunguit Boliimii
. . L Tiirkiye’deki varlig . oy
H. apenninum (L.) Mill. Ak giingiilii teyide muhtag Endemik degil
H. germanicopolitanum . L Orta Kizilirmak .
Bornm. Ozge giingiilii Boliimii Endemik
. L Adana Boliimii-Orta . <.
H. kotschyanum Boiss. Kir giingiilii Firat Bolimii Endemik degil
Orta Karadeniz
H. lasiocarpum Desf ex < Boliimii-Orta Firat . oy
Willk. Bag gingiila Boliimii-Akdeniz Endemik degil
Bolgesi
Yukar Sakarya ve
Konya Boliimleri-
H. ledifolium (L.) Mill. Kuru giingiilii Yukar1 Firat Boliimii- Endemik degil
Adana Boliimii-GD.
Anadolu Bolgesi
Dogu Karadeniz
Boliimii-Orta ve
H. microcarpum Coss. ex Yukan Kizihrmak
) B P ’ Cali giingiilii Boliimleri-Yukari Endemik degil
0iss. b
Firat Boliimii- Antalya
Boliimii-Dicle
Boliimii
H. nummularium (L.) Mill. Giingiilii Endemik degil
Bat1 Karadeniz
Boliimii-I¢ B.
H. nummularium subsp. inoiilii Anadolu Bolimii- Endemik
lycaonicum Coode&Cullen Cayrr giingiili Yukar: Sakarya naemt

Bolimii-Yukar: Firat
Bolimii




Tablo 2.2. Tiirkiye’de yayilis gosteren Helianthemum tiirlerinin Tiirkce adlari ve yetistigi bolgeler (8)

(Tablo 2.1.’in devami)

H. nummularium subsp.

Gliney Marmara

Kizilirmak Boliimleri-
Adana Boliimii

nummularium Boliimii-B. Karadeniz
Glingiili Bolimii-O. Kizilirmak |  Endemik degil
Boliimii-Adana
Boliimii
H. oelandicum (L.) DC. Tiylu giingtilii
B. ve D. Karadeniz
Boliimleri-I¢ B.
H. oelandicum subsp. Anadolu Boliimii-
incanum (Willk.) G. Tiylt giingtilii Konya, Y. Ve O. Endemik degil
Lopez Kizilirmak Boliimleri-
Adana Boliimii-Y.
Firat Bolimii
H. ovatum Dun Yesil giingiilii Bati;;ﬁur ra;lciijemz Endemik degil
Ergene,Catalca-
Kocaeli ve G.
Marmara Boliimleri-
H. salicifolium (L.) Mill. Sogiit giingiilii Karadeniz Bolgesi-Y. Endemik degil
Sakarya Boliimii-
Akdeniz Bolgesi-GD.
Anadolu Bolgesi
H. stip ”lc‘mé”;r (Forssk.) Kulak giingiilii Akdeniz Bolgesi Endemik degil
H. strickeri Grosser Bolkar giingiilii Adana Boliimii Endemik
) Orta Kizilirmak
H. syriacum (Jacq.) Dum Arap giingiili Boliimii-Adana Endemik degil
Cours e
Bolimii
O. ve D. Karadeniz
H. tomentosum Gray Boz giingiilii Boltmleri-Y. Ve 0. Endemik degil




Sekil 2.1. Helianthemum canum tiiriiniin habitat (Kayseri-Pinarbasi)

2.1.6.1. Helianthemum Mill. Cinsinin Tiir Tayin Anahtanr (1)
1. Cok yilliklar
2. Yapraklar stipulaly; icteki sepaller 5 mm’den biiyiik

3. Icteki sepallerin damarlar1 bir yana dogru, petaller yaklasik olarak sepallerin

boyuna esit; kapsiiller meyve sepallerinin boyunu ¢ok asar
1. racemosum

3. Icteki sepallerin damarlar1 hemen hemen muntazam yerlesik; Petaller sepalleri asar;

kapsiiller meyve sepallerinin boyunu genellikle ¢ok agsmaz
4. Bitki tamamen ¢alimsi; ¢igekler hemen hemen sapsiz
2. stipulatum
4. Bitki sadece tabanda calimsi; ¢icekler belirgin bicimde saplh
5. Icteki sepallerin i¢ yiizeylerinde kisa yildiz tiiyler mevcut; stilus iki kez kivrilmig

6. Cicekler ugta, brakteli cicek durumlar1 ya da eklemli pediseller iizerinde olusmus;
yapraklar (2-4-)2-7-3-4 x genisliginden daha uzun
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7. Govde dik olarak yiikselmis, noduslar arasi1 yapraklara gore daha uzun, cicek
durumu sik sik dallanmus, gevsek olarak simoz 3-6 cicekli; pediseller genelde eklemli

degil, icteki sepaller genisce ovat, hemen hemen sivri
4. germanicopolitanum

7. Govde toprak lizerine yatik; internodlar yapraklara gore kisa, ¢icek durumu basit,
gevsek bicimde 2-4 ¢icekli pedisel genellikle eklemli, icteki sepaller genisce eliptik,

obtus (sivri-yuvarlak arast)
5. antitauricum

6. Cicekler tek, yanda ve tiim yapraklarla ya da 2-3 yaprakla birlikte, eklemsiz

pediseller iizerinde olusmus; yapraklar 1-8-2-2 x genisliginden daha uzun
3. strickeri

5. Icteki sepallerin i¢ yiizeyi tiiysiizdiir; stilus tabanda kivrilms, iist yarida az cok

diiz

8. Govde dik olarak yiikselmis,boylu cubuksu; icteki sepallerin diginda yildiz

tiiyler degil uzun tiiyler var, basit ya da catallanmis, 6zellikle damarlarin iistiinde
6. kotschyanum

8. Govde toprak iizerine yatik ya da yiikselici, icteki sepallerin disinda kisacik

yildiz tiiyler mevcut, damarlar {izerindeki tiiyler yumusak uzun ya da degil
9. Cigekler sar1, Tiirkiye’de sik rastlanir
7. nummularium
9. Cigekler beyaz ya da pembe; Tiirkiye’nin giineybatisinda nadir
8. apennium
2. Yapraklar stipulasiz; icteki sepaller 3-5 mm
9. canum
1. Tek yilliklar

10. Brakteler cogunlukla stipulali, govde yapraklarina gére hemen hemen daha

kiiciik; pediseller ¢icek ve meyvede dik

10. ledifolium
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10. Brakteler cogunlukla stipulasiz, govde yapraklarina gore cok Kkiiciik,
pediseller meyvede ya yayilmis bicimde ya da asagi dogru kivrik

11. Meyveler dik, saglam yapili yayilan; pediseller tepenin yaninda yukari
kivrik,

11. salicifolium

11. Meyveler asag1 dogru kivrik, sarkik, ince pedisellere sahip; yapraklar

linear-lanseolat; kapsiiller parlak tiiylii
12. aegyptiacum

2.1.6.2. H. canum Tiiriiniin Tiirkiye ve Dogu Ege Adalar Florasi’nda Yer Alan

Grup Tayin Anahtan (1)
1. Yapraklarin en azindan alt yiizeyinde yildiz tiiyler mevcut

2. Bitkiler gevsek, cok odunsu bir toprak alt1 organindan; yapraklar daralan bir sekilde
eliptik ya da lanseolat; petaller 5-7 mm Grup a

2. Bitkiler oldukga dik, siki, zayif odunlu bir toprak alt1 organindan; yapraklar eliptik
ya da daralan eliptik; petaller 4-5 mm Grup b

1. Yapraklarda yildiz tiiy yok

3. Yapraklar canli yesil renkte; sepaller seyrek olarak tomentoz, yesilimsi; petaller 4-5(-

6) mm Grup c

3. Yapraklar grimsi beyaz goriiniiste az tiiylii; sepaller yogun olarak beyaz tomentoz

tiiylii; petaller (5-)6-7 mm Grup d

Grup a. H. canum sensu Boiss., FL. Or. 1: 444 (1867) p.p.; H.canum (L.) Baumg. var.
vineale sensu Hayek, Prodr. Fl. Balc. 1: 496 (1925) p.p., et var. balcanicum, op. Cit.
497; H. marifolium (L.) Mill. var. canum (Jacq.) Gross. f. strigosum Gross., Cistaceae
118 (1903); ?H. ciscaucasicum Juz. & Pozd., Fl. URSS, 15: 680 (1949); H. stevenii
Rupr. ex Juz. & Pozd., loc. cit.

Daginik, Dogu’dan bitki yok. A3 Bolu: Seben, 1000 m, Kiihne 2238! A4 Kastamonu :
Kastamonu’nun kuzeyi, 900 m, D. 21643. p.p.! B2 Kiitahya: Emet, 1100 m, D. 36558!
B3 Konya : Cihanbeyli, D. 16621! BS Kayseri: Bakir Daglar1, Akoluk yaylasi, 2000 m,
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D. 19456 p.p.! Nevsehir Urgiip arasi, 12-1300 m, D. 19139! C5 Icel: Burucik
(Biiriicek), 1700 m, Balls, 1344 p.p.!

Merkez ve Giiney Avrupa, Italya’dan Kirim’a kadar uzanur.

Grup b. H. canum sensu Boiss., FL. Or. 1 : 444 (1867), p.p.;H. canum (L.) Baumg var.
vineale sensu Hayek, Prodr. Fl. Balc. 1: 496 (1925) p.p.; ?H. marifolium (L.) Mill. var.
canum (Jacq.) Gross. f. vineale (Willd.) Gross., in Grosser, Cistaceae, 217 (1903); 7H
georgicum Juz. & Pozd., Fl. URSS, 15, 680 (1949).

Ic Anadolu. A3 Ankara: Beypazari, 1050 m, Kiihne 213! BS Yozgat: Akdag madeni,
Curtis 175 p.p.- Grup a’ya egilimli! B6 Sivas: Kangal, 1300 m, Stainton 8482! Kayseri :
Pinarbasi, 1300 m Stn. & Hend. 5145!

Grup c. ?H. oelandicum (L.) var. alpestre (Reichb.) Boiss., Fl. Or. 1 : 444 (1867); H.
italicum sensu Hayek, Prodr. Fl. Balc. 1: 497 (1925) p.p.; H. marifolium (L.) Mill. var.
italicum (L.) Gross. f. orientale Gross., Cistaceae, 117 (1903); H. orientale (Gross.) Juz.
& Pozd. in Fl. URSS, 15: 344 (1949).

Giiney Anadolu, Phrygia (Balikesir-Kiitahya-Usak bolgesinin klasik Latince adi). A4
Kastamonu: Kastamonu’nun kuzeyi, 900 m, D. 21643! Zonguldak: Karabiik iistii Kel
Tepe, 1950 m, D. 38904! A7 Giimiishane: Giimiishane, 1350 m, Balls 1747! B2
Kiitahya: Tavsanli Inegol arasi, 800 m, Dudley, D. 36147¢!

Kirim, Kafkasya.

Grup d. H. oelandicum var. penicillatum Boiss., FL. Or. 1: 444 (1867); H. italicum
sensu Hayek, Prodr. Fl. Balc. 1: 497 (1925) p.p; H. marifolium (L.) Mill. var. italicum
(L.) Gross., f. orientale Gross. Cistaceae, 117 (1903) p.p.; ?H. buschii (Palib.) Juz. &
Pozd. in F1. URSS 15: 344 (1949).

Dagimik, ¢cogunlukla Dogu’da yetisir. A4 Zonguldak: Karabiik, 1050 m, Kiihne 2996!
Madeni BS Kayseri: Bakir Daglar1 Akoluk Yaylasi, 2000 m, D. 19456

Tez calismasinda, Kayseri’nin Pmarbasi ilcesinden toplanan bitki Orneginin tayin

anahtar1 ile yapilan teshisinde Grup d’ye dahil oldugu tespit edilmistir.
2.2. HELIANTHEMUM MILL. TURLERINIiN KULLANIMLARI

Tirkiye’de H. nummularium (L.) Miller (Altinotu) tiiriiniin kabiz ve kan kesici olarak

kullanildig1 bilinmektedir (3). Ayrica Helianthemum’un farkli tiirleri Ispanya ve
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Amerika’da geleneksel olarak antienflamatuar, antiiilserojenik, yara 1iyi edici,
antiparaziter, antimikrobiyal, analjezik, sitotoksik ve vazodilator etkili olarak
kullanilmaktadir (6). H. glomeratum (Lag.), Giiney Meksika’da gastrointestinal
rahatsizliklar1 tedavi etmek icin sik kullanilan tibbi bir bitkidir. Yaprak ve koklerin
dekoksiyonlarmin ishal, karin ve epigastrik agrilarin tedavisinde kullanimi tavsiye
edilmektedir. Ayrica H. glomeratum tiiriiniin Chenopodium ambrosioides (L.) ile
birlikte kombine edildiginde bagirsak parazitlerine karsi tedavi edici etkiye sahip
oldugu gozlenmistir (12). Mayalar tarafindan da kanli diyarenin tedavisinde kullanildig1
belirtilmistir (13). Yapilan c¢alismalarda bitkinin eski medeniyetlerde siklikla

kullaniminin oldugu goriilmektedir.

H. cinereum subsp. rotundifolium, H. hirtum, H. apenninum, H. marifolium subsp.
marifolium, H. marifolium subsp. origanifolium ve H. syriacum tiirlerinin yapraklar1
Ispanya’da yara iyi edici, mide ile ilgili rahatsizliklar, diyare, gastroenterit (mide ve
bagirsak iltihab1) ve yanik tedavisi gibi tibbi olarak farkli etkileri nedeniyle
kullanilmaktadir. Ayrica H. cinereum subsp. rotundifolium ve H. syriacum tiirlerinin ise
yaygin olarak “Dag cay1” ve “Kir ¢ayr” olarak adlandirilan ve sindirimde etkili olan

infiizyonlar1 kullanilmaktadir (6).

Meksika’da H. glomeratum tiiriiniin yapraklari maserasyon ile oral olarak mide ve viicut
agrilarinda, osteoporoz tedavisinde kullanilmaktadir (14). H. glomeratum, “Sensilla”
adiyla popiilerlik kazanan sifali bir bitkidir. Tiirlin toprak iistii kisimlarinin metanol
ekstresi ile yapilan bir ¢aligmada; bitkinin antibakteriyel, antifungal ve antiprotozoal
ozellikte oldugu tespit edilmistir (15). Bu bitkinin aym1 zamanda diyare, dizanteri ve

bagirsak paraziti tedavilerinde de kullanildig1 bilinmektedir (16).

Ispanya’da H. viscarium Boiss. & Reut. tiiriiniin biitiin halde kaynatilmis suyu haricen

0dem giderici olarak kullanilmaktadir (17).

Iber yarimadasinda (ispanya ve Portekiz), H. oelandicum Mill. tiiriiniin toprak iistii
kisimlarinin dekoksiyonunun dahilen bogaz agrilarinda (analjezik ve antienflamatuar

etkili olarak) kullanildig: belirtilmistir (18, 19).

H. glomeratum ayrica Meksika’da da halk arasinda kanli diyarenin tedavisinde

kullanilmaktadir (20).
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2.3. HELIANTHEMUM MILL. TURLERi UZERINDE YAPILAN
BiYOAKTIVITE CALISMALARI

Antienflamatuar etki: Aralarinda H. glomeratum tiiriiniinde bulundugu bazi bitkilerin;
karragenin ile indiiklenmis sican penge 6demi modeli kullanilarak antienflamatuar
aktiviteleri aragtirdmistir. Kanli diyarenin tedavisinde kullanilan bu tiiriin toprak istii
kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinin enflamasyonu giderici 6zellikte oldugu

tespit edilmistir (20).

Antioksidan etki: Aralarinda H. ledifolium (L.) Mill tiiriiniinde yer aldig1 Urdiin’iin 51
tibbi bitkisinin su ve metanol ekstrelerinin antioksidan ve toplam fenolik igerikleri
aragtrilmistir.  Antioksidan aktivite ¢alismasinda ABTS'™ ve Folin-Ciocalteau
kolorimetrik metotlar1 uygulanmistir. Su ekstresinde antioksidan aktivite 40.1 + 10.3
(umol TE/g kuru agirlik) iken, metanol ekstresinde 69.8 + 6.0 (umol TE/g kuru agirlik)
olarak tespit edilmistir. Ekstrelerin total fenolik icerikleri de su ekstresinde 8.7 + 3.0(mg
GAE/g kuru agirlik); metanol ekstresinde ise 17.3 £ 1.0 olarak tespit edilmistir (21).

Diger bir caligmada bazi fenolik maddelerce zengin ekstrelerin, in vitro alfa-glukozidaz
/ alfa-amilaz enzim inhibitorliigii ve antioksidan aktiviteleri degerlendirilmisdir.
Sonugta H. kahiricum ekstrelerinin 10 uM’dan daha az aKi degerleri ile giiclii bir alfa-
glukozidaz ve alfa-amilaz inhibitorii kapasitesine sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Toplam
fenolik icerigi 3.46 (mg GAE/ g kuru agirlik), flavonoit icerigi ise 2.23 (mg RE/g kuru
agirhik) olarak tespit edilmistir. Antioksidan aktivite calismalarinda ABTS™®, FRAP,
OH", NO deneyleri yapilmistir (ABTS*®: 03.27 mM FRAP: 2.31 M OH: 1.90 ECs
mg/l NO: 97 ECsyp mg/l). H. kahiricum, en yliksek antioksidan aktivite gdsteren
bitkilerdendir (22).

Antimikrobiyal etki: Tiirkiye’de yetisen bazi tibbi bitkilerin in vitro antibakteriyel
aktiviteleri arastirilmistir. Aralarinda Helianthemum ledifolium L. tiirtiniinde bulundugu
caligmada, bitkinin toprak iistii kistmlarindan metanol ekstresi hazirlanmig, fakat
kullanilan mikroorganizmalara kars1 (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Branhamella catarrhalis, Escherichia coli, Clostridium perfringens, Candida albicans)

herhangi bir aktivite gostermemistir. (23).

H. kahiricum tiriiniin petrol eteri, kloroform ve biitanol ekstrelerinin disk difiizyon

metodu ile; Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922),
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Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterobacter ESBL ve ¢oklu ila¢ direncli
Staphylococcus ile  Pseudomonas CAZR’a karst antimikrobiyal aktiviteleri
arastirllmigtir. Biitanol ekstresi biitiin mikroorganizmalara kars1 en giiclii aktiviteyi
gostermistir. Ayrica ekstrelerin aktiviteleri Gram (+) bakterilere (15-16 mm) kars,
Gram (-)’lerden (9-15 mm) c¢ok daha etkili olarak bulunmustur. Kloroform ekstresi
biitiin test bakterilerine kars1 orta derecede bir etki gdstermis, petrol eteri ekstresi ise

inaktif olarak bulunmustur (24).

Antiprotozoal Etki: Cocuklarda bulasici diyarenin tedavisinde kullanilan H.
glomeratum tiiriiniin koklerinden flavan-3-ol, (-)-epigallokatesin ve (-)-epigallokatesin
gallat polifenolleri izole edilmis ve bu maddelerin antiamibik ve antigiardial etkileri in
vitro olarak test edilmistir. Yaprak ve kok metanol ekstrelerinin aktivitelerinde (-)-
epigallokatesin’in Entamoeba histolytica’ya benzer etkiler tespit edilirken, ayni bilesik
aksenik kiiltiirde Giardia lamblia’nin gelisimini baskilamistir. Yine Mayalar tarafindan
kanli diyarenin ve gastrointestinal rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmasindan yola
cikilarak, bitkinin koklerinden izole edilen bilesikler ile yeni aktivite c¢alismalari
gerceklestirilmis, antiamibik ve antigiardial etkileri test edilmistir. Yapraklarindan ise
antiprotozoal etkiyi test etmek amaciyla kamferol, kersetin ve tilirozit adli flavonoitler

izole edilmistir (12).

Helianthemum glomeratum’un toprak iisti kisimlarindan elde edilen metanol
ekstrelerine uygulanan fraksiyonlama iglemi ile antiprotozoal etkili 5 flavonol glikoziti
elde etmislerdir. Bunlar tilirozit, kamferol-3-O-(3”,6”di-O-E-p-kumaril)-p-D-
glukopiranozit, astragalin, kersetin ve izokersetin’dir. Antiprotozoal testlerin sonucuna
gore tilirozit, en giiclii antiameobik ve antigiardial etkiyi gosteren bilesik olmustur.
Tilirozit bilesiginin Entamoeba histolytica i¢in 1Csy degeri 17.5 pg/ml, Giardia lamblia
icin ise 17.4 ug/ml’dir. Izokersetin E. histolytica’ya karsi secicilik gosterirken (ICsg14.7
ug/ml), kersetin G. lamblia’ya kars1 secicilik gostermistir (ICsp 24.3 pg/ml). Biitiin izole
bilesikler, pozitif kontrol olarak kullanilan iki antiprotozoal ilaca; yani metronidazol ve

emetin’e gore diisiik aktivite gdstermistir (15).

-Antiamibik etki: H. lippii (L.) tiiriiniin, etilasetat ve metanol ekstrelerinin; amibik
keratitis’li hastalardan izole edilen Acanthamoeba castellanii Kistlerine kars1 dldiiriicti
etkileri calisilmistir. Tedavi siiresince etilasetat ekstresinin, metanol ekstresine gore

daha yiiksek oldiiriicii ylizdeye sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica bitkinin tibbi dnemini
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saglayan toplam fenol (2.96 mg / 100 g), toplam flavonoit (0.289 mg / 100 mL) ve
toplam tanen (37 mg / 100 mL) miktarlar1 tespit edilmistir (25).

-Antigiardial etki: Meksika’da niifusun 6nemli bir boliimii ishal ve dizanteri gibi
gastrointestinal rahatsizliklarin tedavisinde sifali olarak adlandirdiklar: bitkileri siklikla
kullanmaktadirlar. Yapilan bir calismada, H. glomeratum tiiriiniin metanol ekstresinin
deneysel olarak enfekte edilmis farelerdeki Giardia trofozitine kars1 antigiardial etkili

oldugu tespit edilmistir (16).

Antimalaryal etki: Antimalaryal ila¢ gelistirmek amaciyla IspC protein (2c-metil-D-
eritrol 4-fosfat sentez) inhibisyonu icin bazi Akdeniz bitkileri {izerinde tarama ¢alismasi
yapilmistir. Aralarinda H. ventosum tiiriiniinde yer aldigi bitki ekstreleri artan

diliisyonlarda 6nemli enzim inhibisyonu gostermislerdir (26).

Kardiyovaskiiler rahatsizhiklar: Diger bir calismada; Impatiens glandulifera Royle,

Ornithogalum umbellatum L., Prunus cerasifera Ehrh., Helianthemum nummularium
(L.) Mill. ve Clematis vitalba L. tiirlerinin ¢iceklerinden olusan bir kombinasyonun
ratlar iizerindeki kardiyovaskiiler hastaliklarin risk faktorlerini kontroliinde etkili olup
olmadiklar1 arastirilmistir. Sonucta bu bitki grubunun glisemi, HDL-kolesterol ve

trigliserit seviyelerinde etkili olduklar1 gozlenmistir (27).
2.4. HELIANTHEMUM TURLERININ KiMYASAL BiLESENLERIi

Giineydogu Ispanya’da hayvanlarin beslendigi bitkilerin kullanimi1 ve bu bitkilerin
mevsime bagli olarak tanen igerikleri arastirilmistir. Aralarinda H. almeriensis Pau
tiirlide yer almakta olup, en yiiksek tanen igerigi ilkbaharda (% 4.45 a/a), sonra kis (%
3.77 a/a) ve en diisiik icerik sonbaharda (% 3.60 a/a) gdzlenmistir (28).

H. glomeratum tiiriiniin antibakteriyel aktivitesinden sorumlu bilesikleri izole edilmistir.
Bu maddeler: flavon glikozitleri olarak kamferol, tilirozit, epikatesin, kersetin,
izokersetin, astragalin; polifenol olarak ise flavan-3-ol, epigallokatesin ve
epigallokatesin gallat’tir (12, 15).

H. lippii tiiriinde ise flavonoit, tanen, saponin ve basit fenolik bilesiklerin varlig: tespit

edilmistir (29).

Diger bir calismada, H.cinereum, H.alypoides ve H.hirtum tiirlerinin yliksek miktarda
ellajitanen icerdigi, H. marifolium’un ise yiiksek miktarlarda gallik asitle karakterize

edildigi belirtilmistir (6).
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2.5. ANTIOKSIiDANLAR

Antioksidanlar son yillarda olduk¢a fazla arastirilan ve yazilan bir konu olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Antioksidan maddelerin serbest radikallerle savastigi,
yaslanmay1 geciktirdigi ve bircok tipteki hastaligit Onledigi en cok bilinen
ozelliklerindendir. Serbest radikallerin verdigi hasarin neden oldugu, aralarinda kanser
ve kalp rahatsizliklar1 gibi 6nemli hastaliklarinda bulundugu 60’1n iizerinde hastalik
mevcuttur. Antioksidanlarin hastaliklardan korunmada nasil anahtar rol oynadigini
anlayabilmemiz adina serbest radikallerin ve oksijenin viicudumuz {izerine olan

etkilerini ve antioksidanlarin caligma mekanizmasini bilmemiz 6nemlidir (30).
2.5.1. Oksijen ve Onemi

Hayvan, bitki ve bakteri gibi aerobik organizmalarin enerji ihtiyaclarimi karsilamak i¢in
son derece gerekli ve hayati Oneme sahip oksijen elementi, ayni zamanda bu

organizmalar i¢in toksik, zararl, mutajenik ve hatta 6liimciil olabilir (31).

Soludugumuz havanin % 21’ini olusturan oksijen, solunum olayr sonucunda
mitokontrilerde bulunan elektron tasima sistemlerinde birtakim enzimsel olaylar ve
indirgenme reaksiyonlar1 ile suya cevrilmekte ve zararsiz hale getirilmektedir (Sekil
2.2). Ancak bazi1 durumlarda oksijen suya kadar indirgenmeden ortamdan ayrilir. Heniiz
reaksiyonunu tam olarak gerceklestiremeyen oksijen, yarim kalan bu reaksiyonunu
diger hiicresel materyallerle tamamlama egilimine girer. Bu olay ‘Oksijen Paradoksu’

olarak adlandirilir (32).

\ > 0% \‘ Hzoz\‘—.o;_ l»HQO
/ N,/

OH" H*

Sekil 2.2. Oksijenin suya indirgenmesi
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Oksijenin viicut i¢in zararli olan molekiilleri olusturmas: karsisinda, viicutta kendi
antioksidan savunma mekanizmasini1 gelistirmistir. Bu sistem pek cok endojen ve

ekzojen kaynaklara bagli kompleks bir sistemdir (32).
2.5.2. Serbest Radikaller

Biyolojik sistemlerde normal oksidasyonun isleyisi sirasinda yiiksek oranda serbest
radikal olusur (33). Serbest radikaller eslesmemis elektrona sahip molekiillerdir. Eger
bir molekiil eslesmemis elektrona sahip ise stabil degildir ve siirekli reaksiyona girme

egilimindedir (30). Bu noktada da serbest radikallerin zararh etkileri ortaya ¢ikmaktadir.

Serbest radikaller viicudun normal fonksiyonlar1 sirasinda olusan ya da viicudun dis
faktorlerle etkilesmesi sonucu aciga cikan molekiillerdir. Viicut besinleri ve oksijeni
enerji elde etmek iizere kullanirken, eslesmemis elektronlara sahip olan oksijen
molekiilleri serbest radikalleri olusturur. Normal metabolizmanin olusturdugu bu
tirtinler ise DNA, lipit ve proteinlere biiyiik 6l¢iide zarar vermektedir. Hava kirliligi, X-
ray, giines isinlarindan dolayr maruz kaldigimiz radyasyon da serbest radikallerin

olusumuna neden olmaktadir (30).

Serbest radikallerin tamamen zararli olmasi gibi bir durum s6z konusu degildir. Aslinda
viicudumuzun serbest radikallere ihtiyac1 vardir. Ornegin bazi yasamsal hormonlarin
iretiminde, belli bagh 6neme sahip bazi hormonlarin aktivasyonunda serbest radikallere
ihtiya¢ vardir (30). Enfeksiyon gibi bazi istenmeyen durumlarda ve yabanci maddeleri
uzaklastirmak i¢in de viicut serbest radikalleri kullanir, ancak bu sirada kendi
hiicrelerine zarar verebilir; 6rnek olarak bu hasar DNA {izerinde olusursa kanser
olusabilir. Iste antioksidanlarda, hiicreler kendine zarar vermeden 6nce oksidasyonu

azaltarak olusabilecek hasar1 azaltir (33).
2.5.2.1. Oksijen Tiirevi Serbest Radikaller
2.5.2.1.1. Siiperoksit Anyon Radikali

Siiperoksit radikali (0,*) molekiiler oksijene ekstra bir elektron baglanmasiyla
meydana gelir. Milisaniyelik yar1 Oomrii ile zayif bir oksidan ancak giiclii bir
rediiktandir. Bu radikal oksijen toksisitesinde onemli bir faktordiir. Siiperoksit dismutaz

(SOD) enzimi ise organizmay1 bu radikalin etkilerine kars1 korur (34).
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Stiperoksit radikalinin en muhtemel kaynagi, aerobik hiicrelerde mitokondriler iginde
bulunan elektron tasima sisteminde meydana gelen kacaklardir. Sistemden ¢ikan

elektronlar molekiiler oksijenle birleserek siiperoksit radikalini olustururlar (35).

Ayrica siiperoksit radikali aktive olmus fagositik hiicreler tarafindan olusturulurlar. Bu
hiicreler istilact mikroorganizmalara karsi savunma amaciyla NADPH enzimatik

sistemini kullanarak dogrudan siiperoksit radikalini olusturabilir (31).

Zayif bir oksidan olarak siiperoksit radikalinin hiicreye kendi basina énemli bir hasar
vermesi muhtemel goriilmemektedir. Ancak O,* radikali olustuktan sonra tiyol
gruplariyla reaksiyon verebilir, bu durumda ya GSH (Glutatyon peroksidaz)
tikketilmesine yol acar ve hiicreyi ileri derecede oksidatif strese sokar ya da diger
hiicresel proteinler {izerindeki tiyol gruplari ile reaksiyon vererek proteinleri inaktive
eder. Aym1 zamanda O,° oksidatif strese sebep olabilecek bir dizi reaksiyonun
baslamasina da sebep olabilir. Bu reaksiyonlara 6rnek olarak Haber-Weiss reaksiyonu
verilebilir. Bu reaksiyonda O,*” ve H,O» radikalleri demir varliginda etkileserek son
derece reaktif olan *HO radikalini verir (Sekil 2.3). Uretilen bu *HO radikali son derece

onemli hiicresel hasarlara yol acar (34).

02._ + H202 > *HO + OH + 02

Sekil 2.3. Haber-Weiss reaksiyonu (O,* Siiperoksit anyonu, H,O,. Hidrojen peroksit, “HO: Hidroksil)

2.5.2.1.2. Hidroksil Radikali

*HO radikali kimyada bilinen en reaktif oksijen radikalidir. Hemen hemen tiim hiicresel
makro molekiillerle reaksiyona girebilir. Fakat en onemli etkileri lipitler, proteinler,
sitokromlar ve niikleik asitler {izerinedir (35). Hidroksil radikalinin en tehlikeli oldugu
durum DNA bilesenleri yerine (6rnek olarak deoksiriboz sekeri) DNA ile eslesmesi
durumunda gergeklesir. Bu durumda DNA mutasyonlart gerceklesir ve kanser gibi

bir¢cok dnemli hastaligin olugmasina neden olur (30).

Haber—Weiss reaksiyonunda goriildiigii gibi demir iyonu varliginda O,*" ve HyO,’in

reaksiyonu ile *HO radikali olusur. Ayrica canli hiicrelerin baglica bilesenleri su oldugu
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icin bu hiicrelerin iyonize edici radyasyona maruz kalmalar1 durumunda su

molekiiliinden hidrojen radikali ve hidroksil radikali meydana gelir (Sekil 2.4).

H-O-H Xismn1 veya gama 15101 > H.+ .OH

Sekil 2.4. Su molekiiliinden hidrojen radikali ve hidroksil radikali olusumu

Hidroksil radikali reaksiyonlar1 genelde ii¢c baslik altinda 6zetlenebilir. Bunlar hidrojen
verilmesi, eklenmesi ve elektron transferidir. Bu reaksiyonlar sonucu radikal olmayan
bir tiirle, serbest radikallerin etkilesimi degisik radikalleri olusturur. Genellikle olusan

bu yeni radikaller orijinal radikale esit veya daha az reaktif 6zellik gosterir (35).

Hidroksil radikalini siipiiriicii etkiye sahip spesifik bir molekiil gelistirilememistir.
Flavonoitler, karotenoitler gibi antioksidanlar yiiksek seviyelerde uygulansalar bile *OH
radikalini in vivo olarak uzaklastirmalar1 pek olasi1 degildir. Bu nedenle antioksidanlar
*OH radikalinin verdigi zarar1 ya onun prekiirsér formlarini bloke edip uzaklastirarak ya
da siiperoksit ve hidrojen peroksit formlar1 icin ihtiya¢ duyduklari metal iyonlarini

baglayip degistirerek karsilamaya ¢alisirlar (31).

*OH radikali ile hidrojen verilmesi ayrica, canlilar icin 6nemli bir reaksiyon olan lipit

peroksidasyonunu da baglatir (Sekil 2.5) (32).

— CHz— + *OH > C°H +H20

Sekil 2.5. Hidroksil radikali ile H ¢ikartilmasi ve lipit peroksidasyonunun baglamasi

2.5.2.2. Oksijen Tiirevi Serbest Olmayan Radikaller
2.5.2.2.1. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit radikali son derece giiclii bir oksitleyici ajan olsa da nisbeten yavas

reaksiyon verir. Kimyasal olarak radikal ozellik gdstermez ancak serbest radikal
kimyasinda onemli rol oynar. 02“ in dismutasyon reaksiyonu ile ya da dogrudan

oksijenin indirgenmesi ile meydana gelir (Sekil 2.6) (34).
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202._ + 2H+ E— 02+ H202

Sekil 2.6. Siiperoksit anyonunun dismutasyonu

Hidrojen peroksit radikali, flavin koenzim Kkatalizli reaksiyonlarda, kinonlarin
oksidasyonunda, siilfidril iceren bilesiklerin oksidasyonlarinda ve siiperoksit dismutaz
aktivitesi sirasinda olusur. Bununla beraber hiicrelerde hidrojen peroksit olusumunun en
onemli kaynag1 mitokontrilerdeki elektron tasima zinciridir. Buna gore canli dokunun
her bir graminda dakikada 82 nmol hidrojen peroksit iiretimi olur. Yani bir memelinin
gozlerindeki hidrojen peroksit miktar1 konsantrasyonu mikromolar cinsinden

olciildiigiinde soludugu havadaki ile ayn1 seviyelerdedir (36).

Hidrojen peroksit radikali molekiiler yapisi bakimindan suya oldukca benzemektedir.
Hiicre ici ve disinda yayilabilir 6zellik gosterir (35). Ayrica bazi metabolik rollere de
sahip olan bu radikal tiroid bezleri tarafindan fiziksel homeostasiyi saglamak amaciyla

kullanlir (31).
2.5.2.2.2. Singlet O,

Oksijen molekiiliiniin daha reaktif bir tiirii olan singlet O,’ler molekiiler oksijenin enerji
almasi ile olusurlar. Omrii oldukga kisadir ancak bu siire zarar verici etki yaratmak icin

oldukca yeterli bir siiredir (34, 36).

Singlet O,, coklu doymamis yag asitleri, hidrokarbonlar ve kolestrollerle reaksiyona
girebilme Ozelligine sahiptir (36). Goz retinasi siirekli ve yogun sekilde 1s18a maruz
kalir. Retinada bulunan retinal pigmentin 1s18a maruziyeti ile bu bolgede yogun olarak
bulunan doymamus lipitlere O,’nin atak yapmasi singlet O, iiretilmesine neden olur ve
retinanin 6onemli derecede harabiyeti ile sonuglanir. Ayrica singlet O;’lerin biyolojik
olarak onemli olan proteinlerle ve metiyonin, triptofan, histidin ve sistein gibi amino

asitlerin kalintilar1 ile reaksiyon vermesi de 6nemli hasarlar olusturur (34).
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Tablo 2.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (35)

Radikal tiirler Radikal olmayan tiirler
Molekiiler oksijen, O, Hidrojen peroksit, H,O,
Siiperoksit, O,* Hipoklorik asit, HOCI
Hidroksil ,"OH Ozon, O;

Peroksil, RO,* Singlet oksijen, 'Ag
Alkoksil, RO*® Peroksinitrit, ONOO
Hidroksiperoksil, HO,®

2.5.2.3. Oksijen Tiirevi Olmayan Reaktif Azot Tiirleri
2.5.2.3.1. Nitrojen oksit

Nitrik oksitin canli organizmalarda hem fizyolojik hem de patolojik bircok gorevi
vardir. Buna ragmen kolaylikla serbest radikal olaylarina katilabilmektedir. Nitrik oksit
ayni siiperoksit radikali gibi limitli olarak reaktivite gosterir. Yani hidroksil radikali gibi
biitiin biyolojik molekiillerle reaksiyona girmez. Onemli fizyolojik gorevlerinin yani

stra asirilik durumunda toksik etki gosterir (35).

Yasayan organizmalarda baslica nitrik asit sentetaz tarafindan sentezlenir. Oksijene

ihtiya¢ vardir ve 4 temel ko-faktorii; FAD, FMN, tetrahidrobiopterin ve HEM’dir (35).
2.5.2.3.2. Peroksinitrit

Peroksinitrit, nitrik oksitten veya siiperoksit anyon radikalinden meydana gelip, -SH
gruplari kolaylikla hasara ugratabilmesi nedeniyle tehlikeli olmaktadir. Peroksinitritin
protein yapilarimi ve mitokondrial elektron tasima sistemindeki bazi enzimlerin
yapilarin1 bozdugu, ayrica DNA da kirilmalara yol actigi bilinmektedir. Cok cabuk
bozularak kendisinden ¢ok daha tehlikeli olabilecek hidroksil radikaline doniisiir (32).
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Radikal tiirler Nitrik oksit ( NO") ve nitrojen dioksit ( NO",)

Radikal olmayan tiirler

Nitrik asit (HNO,), dinitrojen trioksit (N,O;), dinitrojen tetraoksit
(N,Oy), peroksinitrit (ONOO), peroksinitrik asit (ONOOH), alkil
peroksinitriller (ROONO), Nitroksil anyonu (NO"), Nitroksil katyonu
(NO"), nitril klorit

2.5.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres antioksidanlarin tamamen veya kismen eksik olmasi durumunda

meydana gelen antioksidan dengesizligidir. Saglikli bir organizmada iiretilen reaktif

oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) antioksidan mekanizmalar

tarafindan olduk¢a miikemmel olarak denge halinde tutulurlar. Bu dengenin bozulmasi

durumunda oksidatif stres durumu ortaya cikar. Ornek olarak antioksidan savunma

enzimlerinin mutasyonlardan etkilenmesi ve miktarinin azalmasi veya ROS/RNS iiretim

miktarinin oksijen molekiiliinii yiikseltgemesi ya da ROS/RNS iiretmek i¢cin metabolize

edilmis toksinlerin artmasi gibi durumlarda oksidatif stres meydana gelir. Bunun yani

sira iyonize radyasyon, ila¢ yan etkileri veya toksik kimyasallar, gec¢is elemetlerinin

asir1 derecede kullanilabilir olmasi gibi durumlarda oksidatif strese neden olan diger

ekzojen kaynakli olaylardir (35, 37).

Tablo 2.5. Oksidatif strese neden olan faktorler

Ekzojen Faktorler

Endojen faktorler

1. Diyetsel
e  coklu doymamis yag asitlerince beslenme
e alkol
e hayvansal proteinlerce zengin beslenme
e agsir1 demir ve bakir alinmasi

® az sebze ve meyve yenmesi

bilingsiz yapilan veya yetersiz fiziksel
egzersiz

stres
yaglilik

doku hasar1 ve kronik hastaliklar (damar
tikaniklig1, kanser, kronik enflamasyon,
iskemi gibi)

diyetsel antioksidanlarin saglanmasini
etkileyen olumsuz kosullar

2. Cevresel
® sigara dumanit
e hava kirliligi (O3, NO,, SO,)
e diger kirleticiler (Asbest, Pestisitler)

e radyasyon
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2.5.4. Lipit Peroksidasyon

Oksidasyon olay1 oksijen molekiillerinin hidrojen alarak, oksijen ekleyerek ya da
elektron alarak diger molekiilleri okside etmesi olayidir. Bu olaym ardindan oksidanlar
ve serbest radikaller olusur ki bu radikaller tipki bir makine gibi hiicre hiicre, doku doku

viicudun bozulmasina neden olur (30).

Hiicre membranlarini olugturan doymamis yag asitlerinin oksidasyonu insan viicudunda
siklikla rastlanan bir durumdur. Oksijen molekiiliiniin dogrudan lipit molekiilii ile
reaksiyonuna otooksidasyon denir. Bu olay oksidasyon basladiktan sonra kendi kendini
tetikleyen bir olaydir. Lipitlerle reaksiyona giren oksijenin oksidasyon ve peroksidasyon
terimlerini kullanarak aciklanmasi agsamasinda otooksidasyon; eksternal bir indiikleyen
olmadan lipit sisteminde olan oksidasyon, peroksidasyon ise lipit sisteminde peroksil
kisim tarafindan indiiklenen oksidasyon olarak tanimlanabilir. Oksidasyon ise oksijenle

reaksiyona giren lipitler anlaminda kullanilan genel bir terimdir (31).
2.5.4.1. Lipit Peroksidasyonunun Mekanizmasi
Lipit peroksidasyonu ii¢ temel agsamada incelenmektedir.

Serbest radikal, bir yag asidinin (LH) metilen kismindan bir hidrojen atomu kopararak
lipit radikalini olusturur. Bu safha lipit peroksidasyonu, baslama safhasi olarak bilinir

(33).
R e+ LH —»RH+ L e

Bu reaksiyonu serbest radikallerden baska degisik demir-oksijen kompleksleri de
baslatabilir ve reaksiyon mevcut olan okside olmamis yag asitleri ve oksijen kaynaklar1
tilkkeninceye kadar devam edebilir (30). Lipit radikaline O, ilavesi ile lipit peroksil
radikali olugsmaktadir. Bu asamada ¢ogalma safhasi baglamaktadir (32).

Le+0O2 ——» 1LOOe (LOO* Lipit peroksilradikali)

Olusan lipit peroksil radikali baska yag asitleri ile reaksiyona girerek yeni lipit
radikallerini olustururken kendisi de lipit hidroperoksiti haline gecer. Lipit peroksil
radikalleri sadece yag asitleri ile etkilesime girmekle kalmaz ayni zamanda
karbonhidratlar ve peptitler gibi diger biyolojik molekiillerle de reaksiyona girerek

yapilarini bozarlar (32).
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LOO e+ LH — & LOOH + L @ (LOOH: Lipit hidroperoksiti)

Lipit hidroperoksiti, lipit peroksidasyon olaymm ilk olusan kararli bilesigidir ve Fe** ve
Cu® gibi gecis elementlerinin varhiginda kolaylikla bozulabilmektedir. Lipit

hidroperoksitleri oksidasyon diizeyini belirlemede de kullanilir (32).

Sonlanma asamasinda iki serbest radikal birbirleri ile reaksiyona girerek radikal

olmayan iiriinlere doniisiirler (35).

LOO *+ L —#.0O0L
LOO *+ LOO* —%OO0L + O,
L*+L° —,

2.5.5. Antioksidanlar ve Savunma Mekanizmalarn

Antioksidanlarin tanimlanmasi1 cesitli sekillerde olmaktadir. Genel terim olarak
antioksidanlar lipit peroksidasyonunu engelleyen inhibitorler olarak belirtilirler.
Halliwell ve ark’na gore, antioksidanlar diisiik konsantrasyonlarda okside edici ajanlarla
karsilagtiklarinda bu ajanlarla yarigarak substratin oksidasyonunu geciktiren veya

engelleyen maddeler olarak tanimlanmislardir (31).
Antioksidanlar etkilerini baslica su sekillerde gosterirler:

1.  Reaktif oksijen tiirlerinin enzimsel reaksiyonlar araciligi ile veya dogrudan

temizlenmesi
2. Reaktif oksijen tiirlerinin baskilama yoluyla engellenmesi

3.  Metal iyonlarmin baglanmast ve boylece radikal olusum reaksiyonlarinin

engellenmesi
4.  Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi (32).
Antioksidanlar cesitli sekillerde siniflandirilabilir;
1) Yapilarma gore
a) Enzimler

b) Enzim olmayan proteinler, kiiciik molekiiller
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2) Kaynaklarmna gore
a) Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)
b) Disaridan alinanlar (ekzojen antioksidanlar)
3) Coziiniirliiklerine gore
a) Suda ¢oziinenler
b) Lipitlerde ¢coziinenler
4) Yerlesimlerine gore
a) Hiicre icinde bulunanlar
b) Ekstraseliiler s1vilarda bulunanlar (38).

Canli organizmada normal metabolizma sirasinda ya da patolojik yollarla ortaya ¢ikan
serbest radikallerin oksidatif strese neden olmadan antioksidanlar araciligiyla ortadan

kaldirilmas1 asamasinda cesitli savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir (35).
Antioksidan savunma mekanizmalarini kisaca ozetleyecek olursak;

a) Ajanlar serbest radikalleri ve diger reaktif tiirlerini katalitik olarak uzaklastirirlar.

Siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz enzimleri bu kisimda yer alir.

b) Demir, bakir ve hem gibi pro-oksidanlarin varliginda proteinler yapar. Transferrinler,

heptaglobinler, hemopeksinler ve metallotiyonein bu kisimda yeralir.
c¢) Proteinler farkli mekanizmalarla biyomolekiilleri oksidatif hasara kars1 korurlar.

d) Kiiciik molekiillii ajanlar reaktif oksijen ve reaktif azot tiirlerini (ROS/RNS)

stipiiriirler. Glutatyon, askorbik asit ve a-tokoferol 6rnek olarak verilebilir (33).

Biyolojik sistemlerdeki antioksidan savunma sistemi elemanlar1 asagidaki Tablo 2.6’da

verilmistir (32).



Tablo 2.6. Antioksidan savunma sistemi elemanlar1 (34)

Enzimatik antioksidanlar Enzimatik olmayan antioksidanlar
Birincil olanlar Vitamin E
Vitamin C
Stiperoksit dismutaz Glutatyon
Se bagiml glutatyon peroksidaz Flavonoitler
Glutatyon S- transferaz Butillenmis hidroksianizol
Katalaz Butillenmis hidroksitoluen
Ebselen
ikincil olanlar f- karoten
Urat
NADPH- kinon oksidoretiiktaz Seruloplazmin
Glutatyon S-transferaz Transferin
Epokist hidrolaz Albumin
UDP- Glukuronil transferaz Haptoglobin
Sulfonil transferaz Likopen
Glutatyon rediiktaz Metallotiyonein
Glukoz -6- fosfat dehidrogenaz Bilirubin
6-fofoglukonat dehidrogenaz Ubikinon
Izositrat dehidrogenaz Deferoksamin
GSSG ve Konjugat tastyicilar Melatonin
Sistein
Ferritin
Mannitol
Oksipurinol
Probukol

2.5.5.1. Enzimatik Olan Koruyucu Sistemler

Siiperoksit dismutaz (SOD)
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Hiicre membranlarinda ve DNA {izerinde dogrudan veya dolayli olarak hasar yapan
siiperoksit anyon radikalinin aerobik organizmalarda ortamdan uzaklastirilmasinin
hayati onemi vardir. Siiperoksit anyon radikalinin organizmadan uzaklastirilmasi
isleminden sorumlu olan siiperoksit dismutaz enzimidir. Siiperoksit dismutaz enziminin
3 farkli tipi vardir: metal igeren siiperoksit dismutaz enzimi (Fe-SOD), manganez iceren
stiperoksit dismutaz enzimi (Mn-SOD), bakir/¢cinko iceren siiperoksit dismutaz enzimi
(Cu,Zn-SOD) (80). Bu enzim siiperoksit anyon radikalini hidrojen peroksit radikaline

doniistiirerek etkisiz hale getirir (35).

20, +2H —80,+ O,
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Katalaz (CAT)

H,0, biyolojik sistemler i¢in zararlidir ve *HO olusumunu arttirmaktadir. Bu yiizden
olusan H;O;’nin uzaklastirilmas: hiicreler i¢in gereklidir. Bu amagcla hiicre i¢inde

H,0,’yi yikan enzimlerden birisi de katalazdir (34).
2H,0, ——»2H)0+ 0O,

Genellikle peroksizomlarda, sitozolde ve mikrozomal franksiyonlarda da az da olsa

bulunmaktadir (39).
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidazlar selenoenzimlerdir yani fonksiyonlar1 bu minerallerin varligina
baghdir. Herbir glutatyon peroksidaz enzimi 4 selenyum atomu icerir (29). Bu enzim
hidrojen peroksitin suya doniismesinden sorumludur. Glutatyon peroksidaz bu

reaksiyon sonucu yiikseltgenmis glutatyona doniisiir (35).
H,0,+ 2GSH — &SSH + 2H,0

Glutatyon peroksidazin bazi tipleri yalnizca sitozolde bulunmaktadir. Bununla beraber
diger tiplerinin membran iizerinde koruyucu etkileri vardir. Bu enzim ayni zamanda

mitokondride de bulunmaktadir (31).
2.5.5.2. Enzimatik Olmayan Koruyucu Sistemler

Enzimatik olmayan koruyucu ajanlar ekzojen ve endojen kaynakli olabilirler. Bunlardan

en onemlileri C vitamini, E vitamini, fenolik bilesikler ve karotenoitlerdir (32).
E Vitamini

E vitamini tokoferol yapisinda olup ilk olarak 1922 yilinda izole edilmistir. a, B, Y ve o
olarak adlandirilan 4 tokoferol karisimidir. Dogada dagilimi en genis ve biyolojik
aktivitesi en yiiksek olan a-tokoferol’diir. Bu nedenle giiclii bir antioksidandir.
Yapisinda bulunan fenolik hidroksil gruplu aromatik halka, vitaminin kimyasal olarak

aktif olan kismin1 olusturur (34).

a- tokoferol dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Ozellikle mitokondri
ve mikrozom gibi membrandan zengin hiicre kisimlarinda bulunur. Bitkisel yaglar ve

tohumlar zengin E vitamini kaynaklaridir (34).
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E vitamini hiicre membran fosfolipitlerinde bulunan coklu doymamis yag asitlerini
serbest radikallerin etkisinden koruyan ilk savunma elemanidir. E vitamini O,*, *HO,

singlet O, lipit peroksi radikallerini ve diger radikalleri temizler (34).
C Vitamini

C vitamini suda ¢6ziinebilen, optik¢e aktif, beyaz kristalize bir madde olup genellikle
askorbik asit olarak bilinmektedir. Giiclii bir antioksidan olarak dogada yaygin halde

bulunur. Viicutta sentezlenemez ve diyetle disaridan alinir (40).

C vitamini hiicrede bir¢ok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici ajan olarak gorev
yapar. Gii¢lii indirgeyici aktivitesinden dolayr aym1 zamanda giiclii bir antioksidandir
(34). Askorbik asit, E vitamini ile birlikte Diisiik Yogunluklu Lipoproteinlerin (LDL)
oksidasyonunu engellemektedir. C vitamini bazi durumlarda prooksidan Ozellik
gosterir. Ortamda C vitamini ile birlikte Fe** iyonlar1 da varsa C vitamini bu iyonlar:
Fe*? formuna indirger. Fe* iyonlari ise hidrojen peroksit ile etkilesime girerek

siperoksit radikalinin olusmasina neden olur ve prooksidan 6zellik bu sekilde ortaya

cikar (35).
Karotenoitler

A vitamininin metabolik on maddesi olan f-karoten en 6nemli karotenoitlerdendir.
Bitkilerdeki kloroplast membraninin bir bilesenidir. Son derece giiclii bir singlet O,
temizleyicisi olup ayrica *HO, peroksi ve alkoksi radikalleriyle de dogrudan reaksiyon

vererek lipit peroksidasyon zincir reaksiyonunu 6nleyebilir (34).

f-karoten sahip oldugu uzun konjuge c¢ifte baglarindan dolay1 radikal ataklar ic¢in
oldukca miikemmel bir substrattir. Isiga maruz kaldiklarnda derhal parcalanirlar. Bu
nedenle cesitli antioksidan deneylerinde oksidasyona baglh olarak 1s1k ve renge bagli

olusan absorbanslar kullanilarak aktivite dl¢iimii yapilir (31).

[-karoten sartlara bagli olarak hem antioksidan hem de prooksidan ozellikler
gosterebilir. Tokoferollerle birlikte lipit peroksidasyonunun inhibisyonunda sinerjistik

etki gosterebilir (31).
Polifenoller

Aromatik halkasinda bir ya da daha fazla hidroksil grubu tasiyan maddeler fenolik

maddelerdir. Fenolik maddelerin bir araya gelmesi ile polifenolik maddeler olusur.
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Polifenollerden antioksidan etkisi C ve E vitamininden bile daha giiclii olan bir grup
vardir ki, bu grup flavonoitler olarak adlandirilir ve C6-C3-C6 yapisma sahiptirler.
Bitkilerde genellikle glikozit halinde bulunmaktadirlar. Flavonoitler serbest radikal
sipiiriicii  etkileri yaninda metallerle selat olusturarak muhtemel serbest radikal

olusumlarinin da Oniine gecerler (32).
Urik asit
Insan dokular: iirat oksitaz icermez ve bu nedenle piirin metabolizmasinda son iiriin

olarak iirik asit olusur. Urik asit singlet O,, peroksil radikalleri,"HO, ozon ve HOCI i¢in

giiclii bir temizleyicidir ve in vivo antioksidan olarak kabul edilir (34).
Melatonin

Melatonin *HO temizleyen giiclii bir antioksidandir. Lipofilik bir madde oldugu i¢in
kan-beyin bariyeride dahil olmak iizere bir cok kompartimana girerek genis bir alanda
antioksidan aktivite gosterir. Bu o6zelligi ile diger antioksidanlara karsi iistiinliik

saglamaktadir. Diger baz1 antioksidanlar gibi prooksidan 6zellik gostermez (34).
Ubikinon

Ubikinon lipofilik bir antioksidandir ve soya yagi ile balik baslica dogal kaynaklaridir.
En 6nemli ubikinon, ubikinon-10 (koenzim-Q) dur. Cok giiclii bir antioksidan degilse

de E vitamini gibi gii¢lii bir antioksidan maddenin rejenerasyonunda rol oynar (32).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMALARDA KULLANILAN MATERYAL VE KiMYASAL
MADDELER

3.1.1. Bitkisel Materyal

Deneysel calismalarda kullanilan Helianthemum canum (L.) Baumg Kayseri’nin
Pinarbasi ilcesinden 2013-2014 yili Mayis-Haziran aylarinda ¢iceklenme mevsiminde
topland1. Bitkinin herbaryum ornekleri Ankara Universitesi Eczacihik Fakiiltesi
Herbaryumu (AEF 26340) ve Erciyes Universitesi Fen FEdebiyat Fakiiltesi
Herbaryumu’nda (ERCH Toplayici no: 1001) muhafaza edilmektedir.
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Sekil 3.1. H. canum tiiriiniin herbaryum 6rnegi

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik kalitededir. Yiiksek Basingli S1vi
Kromatografisi analizlerinde YBSK kalitesinde c¢oziiciiler ve standart maddeler

kullanilmigtir. Tiim deneylerde kullanilan su ise distile sudur.
3.1.3. Kullamilan Aletler

Santrifiij cihazi ( Niive ST 402)

Ultrasonik banyo (Elma S 100H Elmasonic)

Vorteks karistirict (Velp scientifica )

pH metre (Inolab pH 720 WTW )
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Yiiksek Basincli S1vi Kromatografisi Cihazi (Agilent Tecnologies 1200 Series)
Mantolu 1sitic1 (Wise TERM )

Mikroskop (Zeiss Primo Star)

Spektrofotometre (Shimadzu UV-1800 )

Mikroplaka okuyucu ( Biotek Synergy HT )

Taramali Elektron Mikroskobu (Leo 440, Polaron SC7620 Sputter Coater)

3.2. MORFOLOJIK VE ANATOMIK CALISMALAR

Morfolojik c¢alismada yaprak ve c¢icek Orneklerinin elemanlarmin Zeiss Stereo
Microscop Discovery V8’e baglh c¢izim tiipii kullanilarak mikroskop goriintiileri

fotografland1 ve ayrintili olarak ¢izimleri yapildi.

Anatomik ¢aligma ig¢in tiiriin yaprak yiizeysel ve enine kesitleri, yaprak sap1 (petiyol)
enine kesiti ile govde enine kesitleri alinarak Sartur (41) ve kloralhidrat reaktifleri ile,
miisilaj teshisi i¢inde toz numune iizerinden ¢ini miirekkebi ile preperatlar1 hazirlandi.
Daha sonra 4x, 10x biiyiitme ile genel ve 40x biiyiitme ile de anatomik goriintiileri icin
151k mikroskobuna bagli ZEISS Primostar 415500 tam otomatik fotograf makinesi
kullanilarak fotograflar1 ¢ekildi.

Ayrica Taramali Elektron Mikroskobu (SEM-Scanning Electron Microscopy) ile
herbaryum materyalinden alinan yapragin alt ve iist yiizeyleri, ¢icek ve cicegin ovaryum
ile stamen kisimlari, iizerinde iki tarafli yapistirict bant bulunan metal numune tasiyici
olan stap iizerine ve binokiiler mikroskop altina yerlestirildi. Orneklerin iletken duruma

gecebilmesi ve elektron mikroskop ekraninda goriintii verebilmesi i¢in altinla kaplandi.

Incelenen yapraklarin genel goriiniisleri ile yiizey ayrintilarin1 (stoma, damarlanma,
tilyler gibi) ve cicek (pedisel, sepal, petal, ovaryum, stamen) 6rneklerinin elemanlarini
gosteren mikrofotograflar Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezi (TAUM)’da bulunan LEO 440 Polaron SC7620 Sputter Coater marka taramali
elektron mikroskobunda (SEM) fotograflandi.
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3.3. DENEYSEL CALISMA

Bu boliimde H. canum toprak iistii kisimlar: kullanilarak yapilan ekstraksiyon islemlerti,
ekstrelere yapilan miktar tayini, kompozisyon analizleri, antioksidan, antimikrobiyal ve

antiamibik aktivite ¢caligmalar1 hakkinda bilgi verilmektedir.
3.3.1. Ekstrelerin Hazirlamisi

H. canum bitkisinin, dogrudan giines 15181 almayan ve hafif hava akiminin oldugu bir
ortamda kurutulmus toprak iistii kisimlar1 kaba toz edildikten sonra bir kismi (100 g)
% 70’lik metanolle calkalayici su banyosunda ii¢ giin boyunca (hergiin ¢o6ziicii
degistirilerek) ekstre edildikten sonra filtre kagidindan siiziilerek rotavaporda
yogunlastirildi. Diger bir kismi da (100 g) geri ¢eviren sogutucuda bir saat boyunca
kaynatilarak su ekstresi elde edildi. Filtre kagidiyla siiziildiikten sonra rotavaporda
yogunlastirildi. Tiim ekstreler liyofilize edildi ve analiz anina kadar -18°C’ de saklandi.
3.3.2. Etken Madde Gruplarimin Teshis Reaksiyonlar

Tiirtin  icerdigi etken madde gruplarinin saptanmasi icin standart genel teshis

reaksiyonlar1 uygulanmstir (42).
Kullanilan Kimyasal Maddeler

Etanol, Siilfiirik asit (Merck), Sodyum karbonat (Merck), Glasiyal asetik asit (Merck),
Kursun asetat (Horosan Kimya), Klorofom (Merck), Demir III kloriir (Panreac), Mg
tozu (Riedle), Amonyak (Ak Kimya), Hidroklorik asit (Birpa), Sodyum hidroksit (Carlo
Erba), Amil alkol (Merck), Pikrik asit (Panreac), Bromlu su (Merck), Benzen (Merck),
Dragendorff Reaktifi, Mayer Reaktifi, Bouchardat Reaktifi, Hager Reaktifi, Baljet

Reaktifi, Stiasny Reaktifi, Tuzlu jelatin ¢cozeltisi.
3.3.2.1. Alkaloit Teshisi

Bitkinin toz edilmis toprak iistii kisimlarindan 0,5 g alinarak, 20 mL %35 oraninda
H,SO; tasiyan % 70’lik etanolle 5 dakika karistirilarak su banyosu iizerinde kaynatilds,
sogutuldu ve ¢okmeye birakildi. Siiziildiikten sonra ekstreden iki ayri tiipe 1-2 mL
alinarak lizerine Dragendorf ve Mayer reaktifi damlatildi. Cokelti meydana gelip
gelmedigi kontrol edildi. Bir cokelti varsa bu, alkaloit veya proteik yapidaki
maddelerden kaynaklamiyor olabilmektedir. Ekstre derisik amonyak c¢ozeltisi ile
alkalilendirildi. Kloroform (2 kati1 hacmi kadar) ile ayrrma hunisinde ekstre edildi ve

kloroformlu tabaka bir erlene alindi. Bu tabaka daha sonra bir ayirma hunisine alind1 ve
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I5 mL % 10’luk asetik asit c¢ozeltisi ile ekstre edildi. Asetik asitli faz 4’e ayrildi.
Asagidaki deneyler yapildi:

a) Hager Reaktifi ile sar1 billuri ¢okelti verir.
b) Bouchardat Reaktifi ile esmer kirmizi ¢okelti verir.
¢) Dragendorf Reaktifi ile turuncu ¢okelti verir.

d) Mayer Reaktifi ile siit rengi cokelek verir. Reaktifin fazlasi olusan ¢okeltiyi

cozer, bu nedenle dikkatle eklenmelidir.
Bu deneylerin pozitif sonu¢ vermesi, numunedeki alkaloit varligini gosterir.
3.3.2.2. Kardiotonik Glikozit Teshisi

Seker Molekiiliine Bagli Renk Reaksiyonu

Bu gruptaki reaksiyonlar 2-dezoksiozlar i¢in (D-digitoksoz, L-oleandroz) spesifiktir.

a) Keller-Kiliani Reaksiyonu: 1g kaba toz edilmis numune 10 mL % 70’lik alkolle iki

dakika kaynatildi, soguduktan sonra pamuktan siiziildii. Siiziintiiye 10 mL su ve 5 damla
doymus bazik kursun asetat ¢ozeltisi eklendi. (Cokelti ya da hafif bulaniklik olusur).
Boylece klorofilden ve diger pigmentlerden kurtarildi, tekrar siiziildii. Siiziintii ayirma
hunisinde 10 mL kloroform ile ekstre edildi (kuvvetli ¢calkalanmali). Kloroform tabakasi
(altta) bir kapsiilde kuruluga kadar uguruldu. Kapsiildeki bakiye 3 mL asetik asitte
(icinde 1 damla % 5’lik FeCls ¢ozeltisi tasiyan) ¢oziildii. Bu c¢ozelti tiipe alindi ve
tizerine 3 mL derisik H SO, tiip hafifce egilerek dikkatle eklendi (tabakalandirma
yapacak sekilde). Numunede kardiotonik glikozitlerin varligir halinde once iki sivi
arasinda esmer kirmizi bir tabaka (L-oleandroz) olusur. Zamanla asetik asit tabakasi

yesilimtrak mavi bir renk (Gitoksigenin) alir.

b) Pesez Reaksiyonu: 2-dezoksiozlarin ksantidrol ile HCI’'li ortamda kirmizi renk

vermesi esasina dayanir.

5 mL analiz ¢ozeltisi su banyosunda ucguruldu. Bakiye iizerine 3 mL % 0.1°lik
metanollii ksantidrol ¢ozeltisi ilave edildi, tekrar uguruldu. Cozeltiye bir damla 3 N HCI

damlatilip su banyosunda 1sitilmasiyla kirmizi bir renk meydana gelmesi gerekmektedir.
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Aglikon Kismina Dayanan Renk Reaksiyonu

Kardenolitlerin 5’li lakton halkasi, aromatik polinitro bilesikleri ile alkali ortamda renkli

bir katim bilesigi verir. Bufadienolitler bu reaksiyonlar1 vermezler.

1 g kaba toz edilmis numune tiipe alindi. 10 mL klorofom:etanol (4:1) eklendi. En az 45
dakika ara sira calkalanarak maserasyona tabi tutuldu. Maserasyon sonunda sivi kistm

bir pamuktan siiziilerek ayrildi.

- Siiziintiiniin 2 mL’si {izerine 0.5 mL Baljet Reaktifi, ardindan 2 damla %20’lik
NaOH cozeltisi eklendi. Kardiotonik glikozit varhginda turuncu-kirmizi renk

meydana gelir.

- Siiziintiiniin 2 mL’si kapsiilde uguruldu. Bakiye iizerine Kedde Reaktifi ve 2
damla % 20’lik NaOH cozeltisi eklendiginde olusan erguvani kirmizi renk yine

kardiotonik glikozitlerin varligini gosterir.
(Baljet Reaktifi: Pikrik asit ¢ozeltisi)
(Kedde Reaktifi: 3.5 dinitrobenzoik asit)
3.3.2.3. Saponozit Teshisi

a) Kopiirme deneyi: 0.5 g toz edilmis numune 10 mL sicak su ile beraber bir deney
tiiptine konuldu. Soguduktan sonra takriben 10 sn kadar kuvvetle calkalandi. Saponin
varliginda en az 10 dakika sabit kalan 1-10 cm yiiksekliginde ve iizerine 1-2 damla 2N

HCl ilavesiyle kaybolmayan bir kopiik tabakas1 meydana gelir.

b) Salkowski Reaksiyonu: 0.5 g numune bir deney tiipiinde 5 mL % 3’liikk H>SOy ile su
banyosunda bes dakika dikkatle kaynatilarak hidroliz edildi. Sicakken siiziildii ve
sliziintii sogutulduktan sonra aymrma hunisinde siiziintiiye esit hacimde kloroform ile

ekstre edildi. Kloroformlu kisim ayrilarak 2 deney tiipiine esit olarak boliindii;

Birinci deney tiipiinde yaklasik 2 mL kloroformlu kisim, 1-2 damla derisik H,SO, ile
tabakalandirildi. Sar1 renkli bir halka olustu. Daha sonra calkalamakla veya bekletmekle
kloroform tabakasmin kan kirmizisi renk almasi steroidal sapogenollerin varligmi

gosterir.

¢) Lieberman-Burchard Reaksiyonu: Ikinci tiipteki yaklasik 2 mL kloroformlu kisim
porselen kapsiil i¢cinde su banyosu iizerinde kuruluga kadar ucuruldu. Sonra 1 mL

glasiyel asetik asit eklenerek bakiye ¢oziildii. Deney tiipiine alman ¢ozelti 1-2 damla
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derisik H,SOy ile tabakalandirildi. Iki tabakanin temas yiizeyinde 6nce mor sonra mavi
bir halka goriiliir. Daha sonra renk yesile doner ve yayilir (Doymamis ve hidroksilli
triterpen ve steroitler, glasiyel asetik asit ve siilfirik asit ile kirmizi, mavi veya yesil renk
verirler. Terpenoit saponinler pembe veya mor, steroit saponinler ise mavi-yesil renk

verdiklerinden bu iki grubun ayirimi miimkiindiir).

d) Brieskorn-Briner Reaksiyonu: 0.5 g numune deney tiipiinde 5 mL % 3’liikk H,SO4
ile su banyosunda bes dakika dikkatle kaynatilarak hidroliz edildi. Sicakken siiziildii ve
sliziintii soguduktan sonra ayirma hunisinde siiziintiiye esit hacimde kloroform ile ekstre
edildi. Kloroformlu kisim iki kapsiile esit olarak boliindii. Birinci kapsiilde kuruluga
kadar ucgurulan ekstrenin {izerine 1-2 damla klorosiilfonik asit ilave edildiginde

triterpenik sapogenoller kirmizi renk verirler.

e) Anisaldehit Siilfiirik Asit Deneyi: Diger kapsiilde kuruluga kadar ugurulan
kloroformlu ekstre {izerine anisaldehit-siilfiirik asit reaktifi damlatildiginda pembeden

mora kadar degisen renkler gozlenir. Gerekirse kapsiil su banyosunda hafifce 1sitilir.

Reaktif: 1 mL anisaldehit, 1 mL metanol ve 0.1 mL derisik siilfiirik asit karigiminda
eritilir. Taze hazirlanmalidir (Aromatik aldehitler: Anisaldehit, vanilin ve diger
aromatik aldehitlerin kuvvetli mineral asitleri; yani siilfiirik, fosforik, perklorik asitler

icindeki ¢ozeltileri, aglikonlar ile renkli {iriinler verirler).

f) Triterpenik Saponinlerin iTK ile Teshisi:

Adsorban: 0.25 mm kalinliginda Silikajel GF,s4 ile kaplanmig ve aktive edilmis plaklar
kullanild1.

Coziicii Sistemi: Kloroform:Gl. Asetik asit:Metanol:Su (60:32:12:8)

Belirte¢: Vanilin-siilfiirik asit reaktifi piiskiirtiildii. (1-2 dakika 120°C’de 1sitildi).

Saponozitler giin 1s181nda pembe-viole lekeler halinde belirir.

Numune ¢ozeltisi: Toz edilmis 1g H. canum, 10 dakika 5 mL % 70’lik etanolle ekstre
edildi. Elde edilen ekstre siiziilerek kuruluga kadar uguruldu. 2 mL kloroform-metanol

(1:1) karisiminda c¢oziilerek plaga tatbik edildi.
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3.3.2.4. Flavonozit Teshisi

Siyanidin Reaksiyonu (Shibata R.): Flavon, flavonol ve flavanon tasiyan numunelerin

sulu etanollii ekstrelerinin, hidroklorik asitli ortamda Mg metali varliginda, turuncu,
kirmizi veya mor bir renk almasi esasmma dayanir. Flavonlar turuncu, flavonoller
kirmizi, flavanonlar ise bu reaksiyonla mor renk verirler. Reaksiyon kromon halkasi
izerinden yiirliyen bir reaksiyon oldugu i¢in auron, kalkon, dihidrokalkon, izoflavonlar

bu reaksiyonla pozitif sonu¢ vermezler (43).

1 g toz edilmis numune 10 mL su ile su banyosunda 10 dakika ekstre edildi ve siiziildii.
Bir kapsiile siiziintiiden 5 mL alind1 ve {izerine 5 mL etanollii hidroklorik asit karisimi
(etanol-der. HCl-su 1:1:1 A/h) ile son olarak 5-6 adet Magnezyum metali ilave edildi.

Olusan renge ve renk siddetine gére numunedeki flavonoit tipi hakkinda yorum yapildi.
3.3.2.5. Antosiyanozit Teshisi

Deneyin esasi antosiyaninlerin seyreltik asitlerle kirmizi, alkalilerle mavi-mor renk
vermesine dayanir. 1 g numune 20 mL etanol-su (1:1) karisimu ile su banyosu {izerinde

ekstre edildi, pamuktan siiziildii ve siiziintii 4’e ayrild:
a) 3 mL siiziintii izerine seyreltik hidroklorik asit ilavesiyle kirmizi renk artar.

b) 3 mL siiziintii {izerine once sodyum hidroksit ¢ozeltisinden koyulur, mavi bir
renk meydana gelir, bu ¢ozelti tizerine derisik HCI ilavesiyle renk kirmiziya

doner.

¢) 3 mL siiziintii iizerine 2 mL amil alkol ilave edilir (tiipiin kenarmdan
tabakalandirma yapacak sekilde), genellikle alkol tabakasi renksiz kalir, ¢linkii
antosiyanin glikozitleri amil alkolde coziinmezler. Sulu etanollii tabaka ise

pembe-violedir.

d) 10 mL siiziintiiye, 1 mL derisik hidroklorik asit ilave edilip calkalanir. Amil
alkol renklendirilir. Ciinkii hidroliz olan antosiyanin glikozitlerinin aglikonlari,

amil alkolde ¢oziiniir.
3.3.2.6. Siyanogenetik Heterozit Teshisi

2 g toz haldeki numune deney tiipiine konularak iizerine 0.5 mL su ve birka¢c damla
ksilen eklendi. Bant halinde kesilmis bir parca filtre kagidi sodyum pikrat ¢ozeltisine
batirildi. Ay bir filtre kagidi arasina konarak sodyum pikratin fazlasi emdirildi. Bu
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bant tiipiin agzina (bir kismi agzina bir kismi disarida kalacak sekilde) pamuk
yardimiyla sikistirildi (filtre kagidinin tiipiin i¢inde kalan kisminin droga degmemesine
dikkat edilmelidir). Tiip 30 dakika, 30°C’lik etiivde tutularak enzimlerle hidrolizi
cabuklastirildi. Hidrosiyanik asitin ¢ikisma bagli olarak sar1 renkli sodyum pikrat tugla
kirmizis1 renge donerse (=sodyum izopurpurat) siyanogenetik heterozit varligindan
siphe edilir. Deney sonucunda kirmizi renk almis kagida % 10’luk asetik asit
cozeltisinden birka¢ damla ilave edilince renk sabit kaliyorsa siyanogenetik heterozit

var demektir.
3.3.2.7. Tanen Teshisi

5 g numune iizerine 100 mL kaynar su eklendi, 5 dakika su banyosu {izerinde bekletildi,
sogutuldu, siiziildii ve 100 mL’ye tamamlandi. Bu sekilde hazirlanan infiizyon (% 5)

asagidaki deneylerde kullanildi.

a) 5 mL inflizyon {izerine 2 mL tuzlu jelatin ¢ozeltisi eklendiginde olusan krem
renkli ¢cokelek, tanenlerin varligm gosterir. Katesik ve gallik tiirevlerin teshisi

icin asagidaki deney yapilir.

b) 5 mL infiizyon iizerine seyreltik FeCl; (% 5) ¢ozeltisinden 3 damla eklendiginde
mavi-siyah bir renk veya ¢okelek olusursa gallik tanen, esmer zeytin yesili bir

renk veya ¢okelek olusursa katesik tanenin varligini gosterir.

c) Katesik ve gallik tanenlerin birlikte bulunduklar1 durumda ise ayirma asagidaki

deneyle yapilir:

10 mL infiizyon iizerine 5 mL klorhidrik asitli formol (Stiasny Reaktifi) konur. Karigim
80°C’ye kadar 1sitilir. Parcalar halindeki ¢cokelek, numunede katesik tanen bulundugunu
gosterir. Siiziintiiden 3 mL alinir. Sodyum asetat ilavesi ile doyurulur. Doymus c¢ozelti
izerine 3 damla seyreltik FeCls (% 5) c¢ozeltisi konulur. Olusan mavi-siyah renk veya

cokelek gallik tanenin varligini gosterir.
3.3.2.8. Kumarin Teshisi

Toz edilmis bitki kistmlarindan 1 g alinarak iizerine 10 mL 1 N H,SOy, ilave edildi. Geri
ceviren sogutucu altinda 10 dakika kaynatildi ve sicakken siiziildii. Siiziintii ayirma
hunisinde 15 mL kloroformla calkalandi. Kloroformlu faz ayrildi, bunun 5 mL’si
tizerine, 5 mL % 10’ luk amonyak c¢ozeltisi ilave edilerek calkalandi. Cozelti 5 dakika
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bekletildikten sonra amonyakli fazin UV 366 nm’ de floresans verip vermedigi kontrol

edildi (44).
3.3.2.9. Ucucu Yag Teshisi

Literatiire gore Helianthemum cinsi lizerinde ¢ok az kimyasal ¢alisma vardir. Ucucu yag

ise sadece H.kahiricum (Del.) tiirii lizerinde ¢alisilmistir (45).

H. canum bitkisinin toprak iistii kistmlarindan 100 g kullanilarak, ucucu yag elde etmek
tizere Avrupa Farmakopesi’ne uygun Clavenger diizenegi kurulmus ve hidrodistilasyon
yontemi ile ucucu yag elde edilmistir. Yagm analizi, Anadolu Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali arastirma laboratuvarlarinda yer alan Gaz
Kromatografisi (GC) ve Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) ile
yapilmistir.

GK analiz sartlar::

Cihaz : Agilent 6890N GC

Kolon : Innowax FSC kolon (60 m x 0.25 mm, 0.25 um film kalinlig1)
Tasiyic1 gaz : Helyum (0.8 mL/dk)

Dedektor : AID

Split oranm :40:1

Sicakliklar

Enjeksiyon :250°C

Dedektor  : 300°C
Sicaklik Programi  : 60°C-10dk//4°C/dk//220°C -10dk//1°C /dk//240°C
Enjeksiyon Miktar1  : 1 pL
GK/KS analiz sartlar:

Cihaz : Agilent 5975 GC-MSD

Kolon : Innowax FSC kolon (60 m x 0.25 mm, 0.25 mm film kalinlig1)
Tasiyic1 gaz : Helyum (0.8 mL/dk)

Split oram :40:1

Sicakliklar

Enjeksiyon :250°C
Dedektor : 300°C
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Sicaklik Programi  : 60°C-10dk//4°C/dk//220°C -10dk//1°C /dk//240°C
Elektron enerjisi : 70 eV
Mass Kiitle Araligr  : 35-450 m/z

3.3.3. Kompozisyon Analizleri

Bitkisel materyallerden elde edilen ekstreler fenolik bilesikler bakimindan

spektrofotometrik ve kromatografik olarak incelendi.
3.3.3.1. Toplam Fenol Miktar Tayini

Ekstrelerin icerdikleri toplam fenol miktar1 gallik asite esdeger olarak Folin-Ciocalteu
yontemi kullanilarak hesaplandi (46). 6 mL distile su iceren 10 mL’lik kap icerisine 100
uL ornek cozeltisi ve 500 uLL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildi. Bir dakika sonra 1.5
mL % 20’lik sulu Na,COs ilave edilip 10 mL’ye su ile tamamlandi. Kontrol olarak
ekstre icermeyen reaktif karigimi kullanildi. 25°C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra 760
nm’de absorbansi Olciildii ve gallik asit kalibrasyon egrisi ile karsilastirildi. Toplam
fenolik madde miktar1 gallik asite esdeger olarak hesaplandi. Biitiin dl¢iimler ii¢ paralel

olarak yapild1 ve ortalama degerler verildi.
3.3.3.2. Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Ekstrelerin toplam flavonoit analizi Zhishen ve ark (1999)’nin caligmalarinda
kullandiklar1 metot modifiye edilerek yapildi (47). Buna gore 1 mL ekstre t=0. dakikada
0,3 mL % 5’lik NaNO, ¢ozeltisi ile karistirildi, t=5. dakika’da 0,3 mL % 10’luk
AICl3.6H,O c¢ozeltisi ilavesinden sonra, t=6. dakika’da 2 mL 1 M NaOH c¢ozeltisi
eklendi ve 2,4 mL su ilave edilerek karistirildi. 510 nm’de kore kars1 absorbans 6lciildii.
Ekstrelerin igerdikleri toplam flavonoit miktarlar1 katesine esdeger olarak hesaplandi.

Biitiin 6l¢iimler ii¢ paralel olarak yapild1 ve ortalama degerler verildi.
3.3.3.3. Toplam Flavonol Miktar Tayini

Ekstrelerin icerdikleri toplam flavonol miktarlar: rutine esdeger olarak hesaplandi (48).
2 mL ekstre (10g/L), 2 mL etanolik aliiminyum triklorit (20 g/L) ve 6 mL sodyum asetat
(50 g/L) karistirildiktan sonra 20°C de 2.5 saat bekletildi ve 440 nm’de 6l¢iim yapildi.
Toplam fenolik madde miktar1 rutine esdeger olarak hesaplandi. Biitiin 6lciimler {i¢

paralel olarak yapildi ve ortalama degerler verildi.
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3.3.3.4. Yiiksek Basinch S1ivi Kromatografisi ile Analiz
YBSK analiz sartlart:

Cihaz : Agilent s1v1 kromatografisi sistemi

Dedektor : PDA dedektor (200-500 nm arasi)

Kolon : C18 analytical column (25c¢m x0,46 Sum partikiilgapr)
Sicaklik : Oda sicakligi

Akim hiz1 : 1 mL/dak

Hareketli faz : A) % 0,5’lik ortofosforik asit (H;POy), B) Asetonitril (ACN)

Gradient akis :
Zaman (dk) Hareketli faz A (%) Hareketli faz B (%)
0 100 0
3 100 0
10 92 8
15 92 8
20 60 40
22 60 40
25 55 45
30 45 55
35 30 70

YBSK’da ayrilan bilesiklerin tutunma zamanlari ve UV spektrumlar1 standartlarla

karsilastirilarak tanimlanmustir.
3.3.4. Antioksidan Aktivite Calismalar
3.3.4.1. Demir(Il) Selat (Kelat) Aktivite

Demir (IT) iyonlarmin ekstrelerle kelasyonu Carter (1971)’e gore yapildi (49). 200 uL
ekstre ¢ozeltisi 100 puL 2,0 mM sulu FeCl, ve 900 pL metanol karistirildi. Kontrol
cozeltileri ya pozitif kontrolleri icerir ya da ekstreleri icermez. Reaksiyon karigiminm 5
dakikalik inkiibasyonundan sonra reaksiyon 400 pL 5,0 mM ferrozin ¢ozeltisi ile
hizlandirild: ve 10 dakikalik bekleme siiresinden sonra absorbans 562 nm’ de okundu.

Demir kelasyon aktivitesi kontroliin absorbanst (Ax) ve Ornek absorbansi (As)
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kullanilarak  asagidaki esitlige gore hesaplandi ve NaEDTA’ya esdeger

(mgna2epTA/Zsmek) Verildi. Deneyler ii¢ paralel olarak calisildi, ortalama degerler verildi.
[(Ax — As) / A] x 100
3.3.4.2. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini

Ekstrelerin DPPH® radikalini siipiiriicii etkileri Gyamfi ve ark.’nin metoduna (1999)
gore yapilmistir (50). Tris-HCI tamponu (50 nM, p.H 7.4) ve ImL 0.1 mM metanolde
hazirlanmus 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil ¢ozeltisi (DPPH®) ile karistirildi. Kontrol olarak
ekstre icermeyen reaktif karisimi ve pozitif kontroller (BHT, BHA, katesin, kersetin ve
gallik asit) kullanildi. Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildikten sonra
absorbanslar 517 nm’de okundu. Inhibisyon yiizdesi asagidaki esitlik kullanilarak
hesaplandi. ICsy degerleri nonlineer regregasyon egrileri kullanilarak (Sigma Plot 2001
versiyon 7.0, SPSS Inc., Chicago IL) hesaplandi. Deneyler ii¢ paralel olarak calisildi ve

ortalama degerler verildi.
% inhibisy0n= [(Abskontr()]‘ AbS 5rnek) / AbS kontro]] X 100
3.3.4.3. p-Karoten / Linoleik Asit Birlikte Oksidasyonunu inhibe Edici Etki Tayini

Ekstrelerin antioksidan aktivitesi f-karoten soldurma deneyine gore yapildi (51, 52).
Tween 20 (1200 mg) ve linoleik asit (120 mg) tartilip kloroformla yikanarak bir kaba
alind1 daha sonra bu kaba 1.2 mL pg-karoten (1 mg/mL kloroform igerisinde) eklendi ve
karisimdaki kloroform rotavoporda ucurularak wuzaklastirildi. 300 mL distile su
eklenerek yavasca karistirildi. Kontrol, standart ve 6rnekler konulmadan ayn1 prosediirle
hazirlandi. Kontrol ve orneklerin sahitleri ise aynmi sekilde f-karotensiz olarak ayrica
hazirlandi. Ekstreler, standartlar ve kontroller hazirlanan emiilsiyonlarla beraber tiiplere
aktarildi ve 470 nm’de spektrofotometrede ol¢iimleri alindi. Daha sonra tiiplerdeki bu
ornekler otooksidasyon icin 50°C’de 105 dakika su banyosunda bekletildi ve her 15
dakikada bir 6l¢iim yapilarak solma derecesi izlendi. Deneyler ii¢ paralel olarak caligild1

ve ortalama degerler verildi.

AA%: [1‘(Absot')rnek‘ AbleS (')rnek) / (Absokontrol‘AbS 105kontrol) ] X 100
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3.3.4.4. 2,2"-azino-bis (3-etilbenzatiazolin-6-sulfonik asit) (ABTS **) Radikalini

Siipiiriicii Etki Tayini

Ekstrelerin ABTS™ radikalini siipiiriicii etkilerine bakild1 (53). ABTS*® radikali (7 mM)
ABTS’ in sulu cozeltisi ile K;S,0z (2.45 mM son konsantrasyon)’un karanlikta 12-16
saat bekletilmesiyle meydana getirildi ve absorbansi oda sicakliginda 734 nm’de 0.700
(£0.030) olacak sekilde ayarlandi. Bu sekilde hazirlanan radikal ¢ozeltisi (990 pL) ile
ekstre ¢ozeltileri (10 uL) karistirildi ve 734 nm’de bir dakikalik araliklarla 15 dakika
stiresince reaksiyon kinetigi 6l¢iildii. Konsantrasyona kars1 dl¢iilen inhibisyon yiizdeleri
Troloks’a esdeger olarak (TEAC:Troloks’a Esdeger Antioksidan Kapaitesi) hesaplandi.

Deneyler ii¢ paralel olarak ¢alisildi ve ortalama degerler verildi.
3.3.4.5. Askorbat —Fe (III)-Katalizli Fosfolipit Peroksidasyonunun inhibisyonu

Ekstrelerin hidroksil radikalini siipiiriicii etkilerine bakildi (54). Sigir beyin ekstresi
(Bovine brain exract, Folch VII) 10 mM PBS (pH 7.4) ile karistirtlip buz banyosu
icerisinde seffaf bir slispansiyon olana kadar (5Smg/ mL fosfolipit lipozomu) tutuldu. 0.2
mL lipozom (beyin ekstresi), 0.5 mL PBS tamponu, 0.1 mL 1 mM FeCI; ve 0.1 mL
ekstre cozeltisi ile karistirildi. Peroksidasyon reaksiyonunu hizlandirmak icin 0.1 mL
askorbat ¢ozeltisi ilave edildi. Karisim 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra oncelikle 50 uLL % 2’lik (a/h) butillenmis hidroksi toluen (BHA, etanol icerisinde)
daha sonra da 1 mL % 2.8 (a/h) trikloroasetik asit (TCA) ve 1 mL % 1 (a/h) 2-
tiyobarbitiirik asit (TBA, 0.05 M NaOH igerisinde) ilave edildi. Karigim 100°C’de su
banyosunda 20 dakika 1sitildi. Reaksiyon sonucunda olusan (TBA)2-MDA kromojenleri
2 mL biitanolle ekstre edildi. Biitanol fazlarinin absorbanst 532 nm’de okundu.
Inhibisyon yiizdeleri asagidaki formiille hesaplandi. Deneyler ii¢ paralel olarak calisildi

ve ortalama degerler verildi.
% inhibisyon= [(AbSkontroT-AbSsmek) / AbSkontrol] X 100
3.3.5. Antimikrobiyal Aktivite Calismalar

Antimikrobiyal maddeler; mikroorganizmalarm gelismesini durdurucu veya oldiiriicii
ajanlardir. Antimikrobiyal maddede olmasi gereken en Onemli Ozellik ise secici
toksisitedir. Antimikrobiyallere bakteriyel diren¢ tayini, enfeksiyonlarmn ydnetiminin
onemli bir parcasidir. Kirby Bauer standardize disk difiizyon yontemi ve sivi

mikrodiliisyon testleri, yeni otomatik yOontemlerden once ve hala laboratuvarlarda
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kullanilan klasik  yontemlerdendir. Bir antimikrobiyal bilesik, bilinen bir
konsantrasyonda 6 mm'lik filtre kagidina emdirilir, bu disk bir Mueller-Hinton (MH)
agar iizerine yerlestirilir. Antimikrobiyalin agar i¢ine niifuzu baslar (55). Bu amacla
oncesinde MH agar yiizeyine test edilecek olan mikroorganizmanin ekimi yapilmalidir.
Yaklasik olarak 18 saat sonunda disk cevresinde olusan inhibisyon zonu ile
antimikrobiyalin diren¢, orta duyarlilik ya da duyarlilik kriterine karar verilir.
Antimikrobik disk duyarlilik testleri icin gecerli yorumlamalar, Klinik Laboratuar
Standartlar1 Enstitiisii kurallarina gore degerlendirilmektedir (CLSI: Clinical Laboratory
Standards Institute) (56). Minimal inhibitér konsantrasyon degerlerini belirlemek amaci
ile de sivi mikrodiliisyon testi steril mikroplate kullanilarak ¢alisilir. Disk difiizyon
testinde belirtilen bitki ekstre konsantrasyonlarinda 10° Mc Farland olarak standardize
edilmis olan bakteri siispansiyonlar1 CLSI standartlarina uygun olarak Miiller Hinton
siv1 besiyeri kullanilarak diliie edilir. Bitki ekstreleri ve standart bakteri siispansiyonlar1

eklenerek, iiremenin olmadigi kuyucugun tespit edilmesiyle sonuclandirilir (56).

Calismamizda H. canum’un metanol ve su ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesini
tespit edebilmek amaciyla s1vi mikrodiliisyon ve disk difiizyon yontemleri uygulandi.
Disk difiizyon yonteminin temeli standart mikroorganizmalarin iireyebilecegi agar plak
besiyeri yiizeyine yayilarak yapilan ekim iizerine belirli standartlarda bitki ekstreleri
emdirilmis disklerin yerlestirilmesi, bir siire 37°C’de bekletildikten sonra disk etrafinda
olusan inhibisyon bolgelerinin Olgiilmesi ile mikroorganizmalarin duyarlhiliklari

hakkinda yargiya varilmasi esasina dayanir (57).

H. canum’un % 70 metanol ve su ekstreleri ile ii¢ farkli standart maddenin ( katesin,
gallik asit, kersetin ) 2500, 1250, 625, 312.5 pg/mL olmak iizere Dimetil siilfoksit
(DMSO)’in % 1’lik ¢ozeltisi ile sulandirilmasi sonucunda standartlar hazirlandi ve steril
bos disklere (6 mm) 20 pL olmak iizere her bir materyalden emdirilip diskler
kuruduktan sonra disk difiizyon yontemi uygulandi. S1vi mikrodiliisyon yonteminde ise
bitki ekstrelerinden 2500 pg/mL’ den baslanarak aym diliisyonlarda her bir standart
bakteri susu i¢in CLSI standartlarina uygun olarak uygulandi. Deneyler ii¢ paralel
olarak calisildi ve ortalama degerler verildi. Her iki yontemde de kullanilan standart
Gram (-) bakteri suslart: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Salmonella typhi NCTC 8394 ve Haemophilus influenzae ATCC
4447 dir.
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Gram (+) bakteri suslart: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecium
NJ-1, Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus
subtilis ATCC 6633 ve Listeria monocytogenes ATCC 7644’ dir.

3.3.6. Antiamibik Aktivite Caliymalar:

Calismada Cumhuriyet Universitesi Parazitoloji Laboratuvarindan Acanthamoeba
castellanii ile Ordu Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinden

Eschericha coli suslar1 alinmis ve kiiltiirii yapilarak devamliligi saglanmustir.
Non-nutrient Agar

Kullanim prosediiriine gore hazirlanan EMB besiyerinde, amiplerin besin olarak

kullandig1 ve Gram (-) bakterilerden olan Escherichia coli iiretilmistir.
Acanthamoeba besiyeri
A. Page’in amoeba saline soliisyonu:

1. NaCl 12,0 mg

2. MgS0;.7H,0 4,0 mg

3. CaCl 24.0 mg

4. Nap,POy 142,0 mg
5. KH,POq4 136,0 mg
6. Distile su 1000,0 mL

Page’s soliisyonu amiplerin iiremesini engelledigi i¢in hazirlanmis olup, hazirlanan
solisyon 100 mL’lik erlenlere alinmig, 121°C’de 15 dakika otoklavlanmis ve

kullanilana kadar 4°C’de saklanmustir.
B. Besiyerinin Hazirlanmasi

1.5 gr graniile agar 100 mL Page’s soliisyonunda isitilarak ¢ozdiiriilmiis, 121°C’de 15
dakika otoklavlanmis ve petri kaplarina dagitilmistir. Hazirlanan besiyerleri kullanilana

kadar 4°C’de saklanmustir.
Kiiltiir

Hazirlanan besiyerlerinin iizeri 0,5 mL Page’s soliisyonu ile sulandirilmis ve 24 saatlik

E. coli susu agarm lizerine yayilmustir. A. castellanii suslarindan alinan ornekler besi
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yerlerine ekilmistir. Ekim yapilan parazitler 72 saat 26°C’de bekletilmis ve trofozoitler
zedelenmeden petri kaplarindan Page’s soliisyonu ile toplanmis ve dipte c¢okelti

olusturmamalar1 amactyla 1500 rpm (devir/dakika) de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Trofozoitlerin canliligini test etmek icin % 0.1’lik Eosin kullanilmis ve hemositometre
laminda sayilmistir. Eosini i¢ine alarak boyanan trofozit 6lii olarak kabul edilmistir. Son
konsantrasyon 10 x 1105 trofozoit/mL olacak sekilde ayarlanmis ve bekletilmeden

kullanilmustir.
Bitki ekstrelerinin konsantrasyonlarmin hazirlanmasi

Her soliisyonun konsantrasyonu 1, 2, 4, 8, 16 ve 20 mg/mL olacak sekilde 10 mL
hazirlanmistir. Ependorflara hazirlanmis konsantrasyonlarda 1,5 mL bitki 6ziiti

eklenmistir. Her konsantrasyon icin bir ependorf tiipii hazirlanmistir.

Soliisyonlarin iizerine 200 uL parazit eklenmis ve 26°C’de inkiibasyona birakilmustir.
Parazitin canliligi belirli saatlerde kontrol edilerek not edilmistir. Bitki oziitii

eklenmeyen parazit soliisyonu da kontrol olarak ayni ortamda bekletilmistir.
3.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Biitiin istatistiksel analizler SPSS 12 istatistik programi ile yapildi. Varyanslarin analizi
ANOVA prosediiriine gore uygulandi. Ortalamalar arasindaki belirgin farkliliklar

Tukey's pairwise kiyaslama testine gore p< 0,05 seviyesinde degerlendirildi.



4. BULGULAR

4.1. MORFOLOJIK VE ANATOMIK CALISMALAR

Morfolojik caligmalar, stereomikroskop (ZEISS Primostar 415500) ve taramali elektron
mikroskobu (LEO 440 Polaron SC7620 SputterCoater) ile iki asamali olarak
gerceklestirilmistir. Ciceklerin ve yapraklarin morfolojik ©zellikleri ayrintili olarak
incelenmis, cizimleri yapilmig ve fotograflari cekilmistir. Anatomik ¢alisma icin H.
canum tiiriiniin yaprak ylizeysel ve enine kesitleri, yaprak sap1 (petiyol) enine kesitleri
ile govde enine kesitleri alinarak, kloralhidrat ve Sartur reaktifleri ile ayrica miisilaj icin
toz numune iizerinden c¢ini miirekkebi ile hazirlanan preparatlarin  fotograflari

cekilmistir.
4.1.1. H. canum tiiriiniin ¢icek morfolojisi

Cicekler 0.9-1.2 mm boyutlarinda, pedisel ise yogun tiiyler tasimaktadir. Kaliks acik
yesil renkli, yogun tiiylii ve dista 2 icte 3 olmak iizere 5 sepalden olusmustur. I¢ sepaller
3-5 mm boyutlarinda genisce ovat, dis sepaller 2-3 mm boyutlarinda dogrusal tiptedir.
Digtaki 2 sepal ictekilere gore daha kiiciiktiir. Korolla ise sar1 renktedir ve 5 petal
tasimaktadir. Petallerin boyutlar1 4-7 mm olarak olctilmiistiir. Cok sayida stamen
mevcuttur. Ovaryum papilli, iist durumlu ve olduk¢a yogun tiiy tasimaktadir (Sekil 4.3;
Sekil 4.5; Sekil 4.7; Sekil 4.9)



49

Stereomikroskop goriintiileri ve morfolojik cizimler:

Sekil 4.1. Cicegin genel goriiniisi (%70’lik alkol — Sekil 4.2. Papillili ovaryum
orneginden)

Sekil 4.3. H. canum ciceginin kaliks ve pediselinde Sekil 4.4. H. canum ¢iceginin kaliks ve pediselinde
yogun tiiyler (%70’lik alkol 6rneginden) yogun tiiyler
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01mm

Sekil 4.5. H. canum petalinin genel goriiniisii

Sekil 4.6. H. canum petalinin genel goriiniisti
morfolojik ¢izim

Imm

Sekil 4.7. H. canum papillili ovaryum
(%70’lik alkol 6rneginden)

Sekil 4.9. H. canum stamen genel goriiniisii
(%70’1ik alkol 6rneginden)

Sekil 4.8. H. canum papillili ovaryum
morfolojik ¢izim

1mm

Sekil 4.10. H. canum stamen genel goriintigii
morfolojik ¢izim
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Taramah elektron mikroskobu goriintiileri (SEM):

. P W
Mag= 45X Detector = SE1 Mag= 43X Detector = SE1
EHT =20.00 kv Date :22 Jan 2014 EHT =20.00 kv Date :22 Jan 2014

Sekil 4.11. Cicegin genel goriiniisii Sekil 4.12. Cicegin kaliksinde yogun tiiyler

Mag= 110X Detector = SE1 Mag= 100X Detector = SE1
EHT = 20.00 kV Date :22 Jan 2014 EHT = 20,00 kv Date :22 Jan 2014

Sekil 4.13. Papilli ovaryum Sekil 4.14. Stamen

4.1.2. H. canum tiiriiniin yaprak morfolojisi

Yapraklar yesil renkli, oppozit dizilsli, eliptik-lanseolat, integer (diiz) kenarli, lamina
tepesi akut, lamina tabam1 akuminat ve 1.5-2.5 cm boyutlarindadir. Taban yapraklar1
tistteki yapraklara gore daha kiiciik boyutlardadir. Yapragin iist ylizeyindeki tiiyler alt
yiizeye gore ¢cok daha yogundur. Alt yiizeydeki tiiyler genellikle orta damara yakin
yerlerde bulunmaktadir. Petiyol 3-5 mm boyutlarindadir.
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Stereomikroskop goriintiileri:

Sekil 4.15. H. canum bitkisinin yaprak iist yiizeyinde tiiylerin goriiniimii (%70’lik alkol 6rneginden)

Sekil 4.16. H. canum bitkisinin yaprak alt yiizeyinde tiiylerin goriiniimii (%70’lik alkol 6rneginden)
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Taramah elektron mikroskobu goriintiileri (SEM):

Mag= 41X fmm Detector = SE1 Mag= 41X 2 Detector = SE1
EHT = 2000 kv Date :22 Jan 2014 EHT =20.00 kv Date :22 Jan 2014

Sekil 4.17. Yaprak iist ylizeyi Sekil 4.18. Yaprak alt yiizeyi

Mag= 41X 2 Detector = SE1 Mag= 41X 2 Detector = SE1
EHT = 20.00 kv Date :22 Jan 2014 EHT =20.00 kv Date :22 Jan 2014

Sekil 4.19. Yaprak {ist yiizey petiyolde tiiyler Sekil 4.20. Yaprak alt yiizey petiyolde tiiyler
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Detector = SE1

Date :22 Jan 2014 | EHT =20.00 kv Date :22 Jan 2014

Sekil 4.21. Yaprak iist yiizeyde tityler Sekil 4.22. Tiiy taban1

4.1.3. Helianthemum canum tiiriiniin yaprak anatomisi
4.1.3.1. Yaprak ayasi

Monofasiyal bir yapraktir. Epidermis ince bir kiitikula ile ¢evrilidir. Kiitikulanin hemen
altinda tek sirali dikdortgenimsi epiderma hiicreleri mevcuttur. Ust epidermanin hemen
altinda yer alan palizat parankima hiicreleri 3-5 swrali ve hiicreler arasi bosluklari
oldukca azdir. Alt palizat parankima hiicreleri ise 2-3 siralidir. Siinger parankimasi ise
farkli sekillerde olup, iist ve alt palizat parankima hiicreleri arasinda dar bir alanda
bulunmaktadir. Alt epidermis hiicreleri ise tek sirali ve iist epiderma hiicrelerine benzer
bicimde siralanmistir. Mezofilde bulunan iletim demetleri etrafinda ve palizat

parankimasinda yer yer druz kristalleri goriilmiistiir.

Sekil 4.23. Yaprak ayasi enine kesiti
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Sekil 4.24. Yaprak ayasi enine kesitinde palizat parankimast, iletim demeti ve druzlar

Sekil 4.25. Yaprak ayasi enine kesitinde kapitat salgi tilyii

4.1.3.2. Yaprak orta damarinin enine Kesiti

Ust epiderma hiicreleri tek swalidir. Ust epidermanin hemen altinda tek sirali
kollenkima hiicreleri yer alir. Merkezi iletim demeti iist epidermaya yakin tarafta
ksilem, alt epidermaya yakin tarafta floem olacak sekilde konumlanmistir. Sklerenkima
dokusu floem’in altinda bulunur. Alt epidermanin hemen sonrasinda ise kollenkima

hiicreleri 3-5 sirali olarak bulunur.
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Sekil 4.26. Yaprak orta damari enine kesit

4.1.3.3. Yaprak iist ve alt epidermasi

Alt ve iist epiderma hiicreleri diizensiz sekilli ve orta kalinlikta hiicre duvarina sahiptir.
Her iki epidermadan alinan yiizeysel kesitlerde epiderma hiicreleri altinda yuvarlak
sekilli palizat parankimas1 goriilmiistiir. Druz kristalleri bazen tek bazen diziler halinde
parankima hiicreleri arasinda bulunmaktadir. Stoma komsu hiicreleri diger epiderma
hiicrelerinden genellikle farklilik gostermedigi icin Ranunculaceae tipi anomositik
stomaya sahiptir. Stomalar genellikle 4-5 komsu hiicrelidir. Stoma komsu hiicreleri
hafif kivrimli ve diizensiz bir yapiya sahiptir. Alt epidermada stomalar iist epidermaya
gore ¢ok daha seyrektir. Ayrica yine iist epidermada alt epidermaya gore daha yogun
halde bulunan; tek hiicreli, dar, ince, ligninlesmis ¢eperli, tepesi kiit ya da sivri ve tek
cukurlagsmis tabandan dallanan ortii tityleri mevcuttur. Ust ve alt epidermadaki ortii
tiiylerinin yapis1 aynidir. Sap1 ve basi tek hiicreli kapitat salg tiiyleri hem alt hem de iist
epidermada nadir olarak tespit edilmistir. Kesitlerde genel olarak kiiciik yag damlalarina

da rastlanmustir.
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Sekil 4.27. Yaprak tist epidermada stomalar

LRS
-
P

1000 X Mag= 7.00KX Detector = SE1

EHT = 20.00 kV Date :22 Jan 2014 EHT =20.00 kv Date :22 Jan 2014

Sekil 4.28. Yaprak iist epidermada stomalar (SEM)
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Sekil 4.29. Yaprak iist epidermada tiiyler Sekil 4.30. Yaprak iist epidermada tiiyler (SEM)

Sekil 4.31. Tiiy taban1 karakteristik sar1 lekeli
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Sekil 4.32. Yaprak alt epidermada stomalar

7. i
Detector = SE1 Mag= 7.00KX Detector = SE1

EHT = 20.00 kv Date :22 Jan 2014 | EHT = 20,00 kV Date :22 Jan 2014

Sekil 4.33. Yaprak alt epidermada stomalar (SEM)
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~ .

Sekil 4.34. Yaprak alt epidermada ortii tityleri Sekil 4.35. Yaprak alt epidermada tiiyler (SEM)

Sekil 4.36. Yaprak enine kesitinde siinger ve palizat parankimalarinin genel goriintiisii (mezofil)
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4.1.3.4. Petiyol Enine Kesiti

Enine kesitte yuvarlak sekillidir. Epidermis hiicreleri hafif koseli, irili ufakl tek sira
halinde dizilmistir. Epidermisin hemen altinda 1-2 sirali klorenkima hiicreleri bulunur.
Klorenkima hiicrelerinin hemen altinda diizensiz sekilli parankima hiicreleri mevcuttur.
Ortada iletim demetleri tek sirali endodermis ile ¢evrilidir. Endodermisin hemen altinda
sklerenkimatik doku daire seklinde floemi cevrelemistir. Floem’in i¢ kisminda ise

ksilem dar 1s1nsal yapida bulunmaktadir.

Sekil 4.39. Petiyol enine kesitinde Ortii Sekil 4.40. Petiyol enine kesitte parenkima
tityleri hiicrelerinde nisasta taneleri
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4.1.4. H. canum Tiiriiniiln Govde Anatomisi

Govde enine kesitte yuvarlak sekillidir. En dista ince bir kiitikula tabakast mevcuttur.
Tek tabandan dallanan bol ortil tiiyleri ile kaplanmistir. Nadirde olsa salgi tiiyleri
goriilmiistiir. Tek swrali epidermis tabakasi irili ufakli diizensiz hiicrelerden olusur.
Epidermanin hemen altinda yer yer 1-2 swrali kollenkima hiicreleri veya 2-3 sirali
klorenkima hiicreleri bulunmaktadir. Klorenkimanin hemen altinda 2-3 sirali irili ufakh
parankima hiicreleri vardir. Parankima hiicreleri iizerinde bol miktarda druz
kristallerine, ara ara da billur kristallerine rastlanmustir. Basit billur kristalleri sferik
olarakta goriilmektedir. Parankima hiicrelerinin altinda tek sirali endodermis tabakasi
bulunur. Endodermisin altinda yer yer 1-2 sirali sklerenkima tabakasi gozlenmistir. Bu
tabakanin altinda ise floem tabakasi mevcuttur. Ksilem 1sinsal olarak dizilmistir. Oz

bolgesinde de diizensiz parankimatik hiicreler ve kristaller bulunur.

Sekil 4.41. Govde enine kesiti sematik goriintii Sekil 4.42. Govde enine kesitte ortil tityleri
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Sekil 4.44. Govde enine kesitinde parankimada  Sekil 4.45. Govde enine kesitinde parankima
druz kristali ve salg1 hiicresi sh: salgi hiicresi, hiicrelerinde kristaller k: kristal
d: druz

Sekil 4.46. Govde enine kesitinde parankimada
nisasta taneleri n: nisasta taneleri
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4.2. ESKTRELERIN HAZIRLANISI, SPEKTROFOTOMETRIK VE
KROMATOGRAFIK BIiLESIM ANALIZLERI

4.2.1. Ekstrelerin Hazirlanisi

H. canum bitkisinin toprak istii kisimlar1 degirmende kaba toz edilerek ekstraksiyon
icin hazir edildi. Aktivite ve kimyasal caligmalarda kullanilmak {iizere iki tip ekstre
hazirlandi. Geri ceviren sogutucu altinda su ekstresi ve calkalayici su banyosunda {i¢
giin siire ile bekletilerek % 70’lik metanol ekstresi hazirlandi. Ekstreler ¢oziiciilerden
uzaklastirildiktan  sonra antioksidan, antimikrobiyal, antiamibik aktivite ve
kompozisyon analizlerinde kullanilmak iizere hazir hale getirildi. Elde edilen ekstre
verimleri Tablo 4.3 de verilmistir. Tabloda da goriildiigii gibi bitki ekstrelerinde en

yiiksek verim metanol ekstresinden elde edilmistir.
4.2.2. Ana Etken Madde Gruplarimin Teshis Reaksiyonlar

Teshis reaksiyonlar1 icin H. canum bitkisinin toprak iistii kistmlar1 kabaca toz haline

getirilerek deneylerde kullanilmig ve sonuglar Tablo 4.1’de verilmistir.
4.2.2.1. Alkaloit Teshisi

Yapilan deneyler sonucunda, numune Hager, Bouchardat, Dragendorf ve Mayer

reaktifleri ile ¢okelti vermedigi i¢in negatif sonu¢ gozlenmistir. Bitkide alkaloit yoktur.
4.2.2.2. Kardiotonik Glikozit Teshisi

Yapilan deneyler sonucunda numune beklenen renkleri vermedigi i¢cin negatif sonuc

gozlenmistir. Bitkide kardiyotonik glikozitler yoktur.
4.2.2.3. Saponozit Teshisi

a) Kopiirme Deneyi: Yapilan deney sonucunda beklenen kopiik tabakasi meydana

gelmemistir.

b) Salkowski Reaksiyonu: Yapilan deney sonucunda kloroform tabakasmin kirmizi

renk almasi steroidal sapogenollerin varligini ispatlamistir.

¢) Lieberman-Burchard Reaksiyonu: Yapilan deney sonucunda gozlenen yesil renkli

tabaka, steroit saponinin varligini ispatlamistir.

d) Brieskorn-Briner Reaksiyonu: Yapilan deney sonucunda beklenen kirmizi renk

gozlenmedigi i¢in negatif sonu¢ vermistir. Bitkide triterpenik sapogenol yoktur.
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e)Aniasaldehit Siilfiirik Asit Deneyi: Yapilan deney sonucunda numuneye damlatilan

anisaldehit-siilfiirik asit reaktifi pembe-mor renk verdigi i¢in pozitif sonu¢ gozlenmistir.

f) Triterpenik Saponinlerin ITK ile Teshisi: Yapilan ITK sonucunda numune
beklenen renkleri vermedigi i¢in negatif sonug¢ gdzlenmistir. Bitkide triterpenik saponin

yoktur.
4.2.2.4. Flavonozit Teshisi

Yapilan deney sonucunda gozlenen turuncu renk, numunede flavon oldugunu

ispatlamistir (flavon: turuncu flavonol:kirmizi flavonon:mor).
4.2.2.5. Antosiyanozit Teshisi

Yapilan deney sonucunda numune beklenen renkleri vermedigi i¢in negatif sonuc

gozlenmistir. Bitkide antosiyanozit yoktur.
4.2.2.6. Siyanogenetik Heterozit Teshisi

Yapilan deneyler sonucunda numune beklenen rengi vermedigi icin negatif sonuc

gozlenmistir. Bitkide siyanogenetik heterozit yoktur.
4.2.2.7. Tanen Teshisi

Yapilan deneyler sonucu olusan krem renkli ¢okelek, numunede tanenin varligini
ispatlamigtir. Daha sonraki analizde gozlenen esmer zeytin yesili renk ise bitkideki

tanenin, katesik tanen oldugunu gostermistir.
4.2.2.8. Kumarin Teshisi

Numune UV 366 nm’de floresans vermedigi icin negatif sonu¢ gozlenmistir.

Tablo 4.1. H. canum bitkisinde teshis edilen madde gruplar1

Kardiotonik Si tik
Alkaloit ar ,10 o.n ! Saponozit | Flavonozit | Antosiyanozit lyanogenfa ™| Tanen | Kumarin
Teshisi Glikozit Teshisi Teshisi Teshisi Heterozit Teshisi | Teshisi
¥ Teshisi ¥ ¥ $ Teshisi $ $
- - + + - - + -
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4.2.2.9. Ucucu Yag Teshisi

H. canum’un toprak {istii kisimlarindan Clavenger diizenegi 1ile yapilan
hidrodistilasyonu sonucunda % 0.01 verim elde edilmistir. Elde edilen u¢ucu yagin GK
/' GK-KS ile analizleri yapilmis, ayrilan bilesiklerin relatif yiizdeleri AID
kromatogramlarindan hesaplanmis ve ucucu bilesiklerin tanimlanmasi n-alkanlar
serilerinin relatif tutunma indeksleriyle (RRI) karsilastirilarak gerceklestirilmistir.
Bilgisayar eslestirmeleri ticari kiitiiphenelerin yan1 swra (Wiley GCMS Library,
MassFinder 3 Library) standart bilesikler ve icerigi bilinen yaglar kullanilarak
olusturulan “Baser Library of Essential Oil Constituents” kiitiiphanesi ile diger veriler

kullanilarak yapilmistir. Sonuglar Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. H. canum’un ugucu yaginin kimyasal bilesimi

RRI Bilesik Yo
1032 a-Pinen 0.5
1076 Kamfen 0.3
1118 B-Pinen tr

1174 Mirsen 0.4
1203 Limonen 0.2
1213 1,8-Sineol 0.4
1246 (Z)-B-Osimen 0.2
1255 v-Terpinen 0.1
1266 (E)-B-Osimen 2.8
1400 Nonanal 0.3
1532 Kamfor 0.9
1591 Bornil asetat 08
1612 B-Karyofillen 2.2
1668 (Z)-B-Farnesen 2.0
1687 a-Humulen 0.5
1704 y-Muurolen 0.1
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1706 a-Terpineol 0.1
1719 Borneol 0.1
1726 Germakren D 2.9
1741 B-Bisabolen 1.1
1742 B-Selinen 0.2
1755 Bisiklogermakren 1.1
1765 Geranil asetat tr
1773 5-Cadinene 0.9
1776 v-Cadinen 1.8
1815 2-Tridekanon 0.4
1849 Kalamenen 0.3
1868 (E)-Geranil aseton 0.6
1958 (E)-B-iyonon 0.6
2008 Karyofillen oksit 2.6
2050 (E)-Nerolidol 0.6
2080 1,10-diepi-Cubenol 1.6
2122 Hedycaryol 0.9
2200 a-Guaiol 0.6
2131 Hekzahidrofarnesil aseton 0.4
2144 Spathulenol 4.0
2187 T-Kadinol 6.5
2226 Metil hekzadekanoat (=metil 0.6
palmitate)

2250 a-Eudesmol 0.8
2257 B-Eudesmol 1.9
2296 Miristisin 294
2298 Dekanoik asit 3.6
2392 1.1

Karyofille-2(12),6-dien-5f -ol
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(=Caryophyllenol II)
2503 Dodekanoik asit 2.3
2509 Metil linoleat 0.7
2583 Metil linolenat 1.2
2622 Fitol 0.7
2600 Hekzakosan 1.1
2670 Tetradekanoik asit 1.6
2900 Nonakosan 2.8
2931 Hekzadekanoik asit 5.2
Total. 94.7

tr: Trace: iz miktar (<0.1%)

4.2.3. Kompozisyon Analizleri
4.2.3.1. Toplam fenol, flavonoit ve flavonol miktar tayinleri

Ekstrelerin toplam fenol, toplam flavonoit ve toplam flavonol miktar tayinleri deneysel
kisimda verilen yontemler kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Toplam
fenol miktarlar1 gallik asite, toplam flavonoit miktarlar1 katesine, toplam flavonol
miktarlar1 ise rutine esdeger olarak hesaplanmistir. Sonuglar Tablo 4.3’de verilmistir.
Bitkinin % 70’lik metanol ekstresinin, su ekstresine gore fenolik bilesikler ve flavonol
bakimindan zengin oldugu bulunmustur. Toplam flavonoit miktar1 karsilastirildiginda

ise su ekstresinin % 70’lik metanol ekstresine gore daha zengin oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.3. Ekstre verimleri, toplam fenol, toplam flavonoit ve toplam flavonol miktarlar1

Ekstreler Verim Toplam Fenolikler | Toplam Flavonoitler Toplam Flavonoller
[%] [mgGAE/g ekstre] [mgCA/g ekstre] [mgRE/g ekstre]
%70 . . .
Metanol 17.74 366,325+11,966 42,839+0,182 24.507+0.171
Su 4.83 280,554+4,377* 43,655+0,819* 17,423+0.142*

*ortalama + SD
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4.2.4. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi Analizi

Ekstrelerin Yiiksek Basin¢li Sivi Kromatografisi (YBSK) sistemi ile yapilan
analizlerinde PDA dedektor kullanilmis ve miktar tayinleri hidroksibenzoik asit
tiirevleri i¢cin 280 nm’de, hidroksisinnamik asit tiirevleri icin 320 nm’de ve flavonoitler

icin ise 360 nm’de yapilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.4’de verilmistir.

Ekstreler icerisinde gallik asit, 3,5-di-OH-benzoik asit, 3,4-di-OH benzoik asit, metil
gallat, 4-OH-benzoik asit, luteolin, apigenin-7-O-glukozit, luteolin-7-O-glukozit ve
izorhamnetin kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmistir. Gallik asit, metil gallat, 3,5-di-
OH-benzoik asit, 3,4-di-OH benzoik asit ve 4-OH-benzoik asit 280 nm’de; luteolin,
luteolin-7-0-glukozit, apigenin-7-O-glukozit ve izoramnetin 360 nm’de analiz
edilmiglerdir. Ekstrelerin igerisindeki tanimlanan bu bilesiklerin miktarlar1 standart
maddelerden hazirlanan kalibrasyon egrileri kullanilarak belirlenmistir (Tablo 4.5).
Maddelerin tanimlanmasinda hem tutunma zamanlart hem de UV spektrumlari

kullanilmustir.

Tablo 4.4. Helianthemum canum ekstrelerinin YBSK sonuglar1 (mg/g)

No Standart maddeler MeOH ekstresi Su ekstresi
1 Gallik asit 1.263 £0.007* 19.119 = 0.045
2 3,5-di-OH-benzoik asit 6.669 +0.423 23.088 £0.171
3 3,4-di-OH benzoik asit 4.013 +0.218 2.521 £0.035
4 Metil gallat 0.179 £ 0.000 0.634 +0.011
5 4-OH-benzoik asit 0.858 +0.020 0.278 £0.034
6 Apigenin-7-O-glikozit 0.413 £0.017 0.358 £0.013
7 Luteolin-7-0-glikozit 0.931 +0.068 2.902 + 0.005
8 Luteolin 4.868 = 0.031 0.685 = 0.006
9 [zoramnetin 0.444 + 0.004 0.260 = 0.000

*ortalama+ SD



Tablo 4.5. Standartlara ait kalibrasyon denklemleri ve korelasyon katsayilar1

Standart Maddeler Kalibrasyon Denklemi Korelasyon Katsayisi
[ y=ax+b ] [r]

Gallik asit y= 14083 x +24,15 0,998
3,5-di-OH-benzoik asit y= 1214 x + 10,37 0,991
3,4-di-OH benzoik asit y= 8220 x - 67,55 0,994
Metil gallat y= 14336 x - 25,6 0,999
4-OH-benzoik asit y= 7706 x + 4,567 0,998
Apigenin-7-0-glikozit y=9147 x + 2,924 0,998
Luteolin-7-0-glikozit y= 11837 x + 23,85 0,999
Luteolin y= 95,45 x + 32,30 0,999
zoramnetin y= 15078 x - 39,22 0,999
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Sekil 4.47. H. canum metanol ekstresine ait YBSK kromatogrami
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Sekil 4.48. H. canum su ekstresine ait YBSK kromatogrami
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Sekil 4.49. H. canum’un bilesiminde tespit edilen maddelerin kimyasal formiilleri




73

4.3. ANTIOKSIDAN AKTIVITE CALISMALARI
4.3.1. Demir(II) selat (kelat) aktivite

Iki degerlikli gecis metal iyonlar1 oksidatif prosesin katalizlenmesinde, hidroksil
radikallerinin formasyonunda, Fenton kimyasi ve hidroperoksit dekompozisyonu gibi
reaksiyonlarmda ©nemli rol oynarlar (58). Bu prosesler demirin selasyonu ve
deaktivasyonu ile sonlandirilabilir. Bu nedenle, ekstrelerin demir(II) iyonlarinin
selasyonuna etkileri incelenmistir. Sonuglar Sekil 4.50’de verilmistir. Su ve metanol
ekstreleri demir(Il) iyonunun selasyonu iizerine etki gostermiglerdir. Bu ekstrelerin
icerisinde bulunan flavonoitler bu etkiden sorumlu bilesiklerdir. Flavonoitler
yapilarindaki yan aromatik halka {iizerindeki hidroksil gruplar1 araciligiyla demiri
baglayarak bu etkiyi gostermektedir. Her iki ekstre de EDTA kadar aktif

bulunamamustir.

100 4

90 1 y=0,3176x - 2,4077

80 -

70 A
¢ HCMeOH

60
B HCsu

EDTA

50
y=0,0397x-3,8732 &

40 4

inhibisyon [%]

30 A

y=0,0397x +0,1893

20 - R?=0,984

10 1

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.50. H. canum ekstrelerinin ve standartlarin demir(Il) selat aktivitesi. EDTA: Etilen Diamin Tetra

Asetikasit, HCMeOH: H. canum metanol ekstresi, HCsu: H. canum su ekstresi
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4.3.2. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikalini siipiiriicii etki tayini

Viicuttan zararli ve hastalik yapici radikallerin uzaklastirilmas: olduk¢a 6nemlidir. Bu
amagla azot merkezli stabil bir radikal olan DPPH® radikali kullanilmustir. Her iki ekstre
de DPPH’ radikalini fizyolojik pH’da konsantrasyona bagl olarak siipiirmiiglerdir. ICs
degerleri, radikalin % 50’sini siipiirebilecek gerekli konsantrasyon olarak tanimlanir.
Kiiciik deger yiiksek aktiviteyi gosterir. Ekstrelerin 1Csy degerleri hazirlanan dogrusal

olmayan egriler kullanilarak hesaplanmis ve sonuglar Sekil 4.51°de verilmistir.

IC50 (mg/mL)

o o
» O N
(6] N (6]
1 1

o
=
|

C
b b
ab
a
0105 | i
, - \ N \
GA BHT BHA

CAT QUER. HCsu HCMeOH
Ornekler

Sekil 4.51. H. canum ekstrelerinin ve standartlarin DPPH® radikali siipiiriicii etkileri. [Ortalama olarak
verilen degerler + %95 giiven araliginda belirtilmistir. (a-d) aras1 ayn1 harflerle belirtilmis barlar p>0,05'
den farkli degildir.] GA: gallik asit, BHT: biitil hidroksi toluen, BHA: biitil hidroksi anizol, CAT:
katesin, QUER: kersetin, HCsu: H.canum su ekstresi, HCMeOH: H.canum metanol ekstresi.

Sekil 4.51’e gore H. canum’un %70’lik metanol ekstresi su ekstresine gore daha aktif
bulunmustur ancak bitkiden elde edilen hicbir ekstrenin kullanilan pozitif kontroller
kadar etkili siipiiriicii etkiye sahip olmadig1 tespit edilmistir. Ekstrelerin bilesiminde

bulunan gallik asitin ICsy degeri ise 0,167 + 0,002 mg/mL olarak bulunmustur.
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4.3.3. p-Karoten / linoleik asit birlikte oksidasyonu inhibe edici etki tayini

Gida lipitleri ve hiicre membranlar1 oksidatif ajanlarla kolaylikla okside olabilen
doymamis yag asitlerini ( linoleik ve arasidonik asitler ) icerirler. Bu nedenle doymamis
yag asitleri iizerinden yapilan oksidasyon deneyleri Onem tasimaktadir. Beta-
karoten/linoleik asit soldurma deneyi Ozellikle hiicre duvarindaki ve gidalardaki
doymamis yag asitlerinin oksidasyonunun tamimlanmasinda siklikla kullanilir. H.
canum ekstrelerinin f-karoten/linoleik asit oksidasyonunu engelleme dereceleri Sekil
4.52’de verilmistir. Goriildiigii gibi elde edilen ekstreler belli oranlarda inhibitor aktivite
gostermistir. % 70’lik metanol ve su ekstreleri, hemen hemen benzer aktivite gostermis
olup, katesin ve gallik asitten daha aktif bulunuken; BHT ve BHA kadar etkili

bulunamamiglardir. Ekstrelerin aktivitesi zamana baglh olarak degisim gostermemistir.
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Sekil 4.52. H. canum ekstrelerinin ve standartlarin f-karoten-linoleik asit peroksidasyonuna etkileri. GA:
gallik asit, CAT: katesin, QUER: kersetin, BHT: biitil hidroksi toluen, BHA: biitil hidroksi anizol,
HCMeOH: H.canum metanol ekstresi, HCsu: H.canum su ekstresi.
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4.3.4. 2,2"-azino-bis (3-etilbenzatiazolin-6-sulfonik asit) (ABTS **) radikalini

siipiiriicii etki tayini

Bu yontem mavi/yesil renkli bir bilesik olan ABTS™® radikali katyonu tarafindan
antioksidatif maddelerin miktarmin spektroskobik olarak Olciilmesi esasina
dayanmaktadir. Bu yontem ile; flavonoitler, hidrosisinnamik asitler, karetenoitler gibi
hidrofilik ve lipofilik antioksidanlar olgiilebilmektedir. Tiim ekstrelerin ABTS™®
radikalini siipiiriicii etkileri degerlendirilmis ve sonuglar Sekil 4.53’de verilmistir. En
yiiksek aktivite % 70 metanol ekstresinde gozlenirken, su ekstresinde aktivite daha
diisiik tespit edilmistir. Ekstrelerin pozitif kontroller kadar yiiksek aktivite

gosteremedigi belirlenmistir.
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Sekil 4.53. H. canum ekstrelerinin ve standartlarin ABTS™® radikalini siipiiriicii etkileri. [(a-b) ve (1-4)
arast ayni harflerle ve rakamlarla belirtilmis barlar p>0,05' den farkli degildir]. GA: gallik asit, BHT:
biitil hidroksi toluen, BHA: biitil hidroksi anizol CAT: katesin QUER: kersetin HCMeOH: H.canum
metanol ekstresi HCsu: H.canum su ekstresi.



77

4.3.5. Askorbat-Fe (I1I)-katalizli fosfolipit peroksidasyonunun inhibisyonu

Coklu doymamis yag asitlerince zengin fosfolipitler, biyolojik olarak Onemli
molekiillerdir ve hidroksil radikali kaynakli bozulmaya aciktirlar. Ayrica lipitlerin
oksidatif bozulmas1 yaglarca zengin iiriinlerin acilagsmasinin da temelini olusturur. Bu
nedenle bu oksidatif hasari1 engelleyici yeni dogal maddelerin bulunmasi 6nem
kazanmigstir. Bovine-brain kaynakli fosfolipit lipozomlarmin askorbat-Fe(III)-katalizli
hidroksil radikalli bozunmasinda, hidroksil radikalini siipiiriicii etki esasina gore
fizyolojik pH da TBA-reaktif bilesiklerin formasyonunun inhibisyonu ol¢iiliir. Bu
metotla yapilan deney sonucunda Sekil 4.54’de de goriildiigii gibi su ekstresi standart

olarak kullanilan katesin ve % 70 metanol ekstresinden daha aktif bulunmustur.

0,8 1
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0,6 -

0,5 -

04 1

0,3 A

IC50 ( mg/ mL,

0,2 A

0,1 -
a

. b b Lo

GA BHT BHA CAT QUER. HCsu HCMeOH
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Sekil 4.54. H. canuum ekstrelerinin ve standartlarin fosfolipit peroksidasyonunu inhibisyonu. [Ortalama
olarak verilen degerler + %95 giiven araliginda belirtilmistir. (a-f) aras1t ayn1 harflerle belirtilmis barlar
p>0,05" den farkli degildir]. GA: gallik asit, BHT: biitil hidroksi toluen, BHA: biitil hidroksi anizol,
CAT: katesin, QUER: kersetin, HCMeOH: H.canum metanol ekstresi, HCsu: H.canum su ekstresi.
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4.4. ANTIMIKROBIYAL AKTIiVITE CALISMALARI

H. canum bitkisinin toprak istii kisimlarindan elde edilen metanol ve su ekstreleriyle
Tablo 4.6 ve Tablo 4.7°da belirtilen 10 farkli standart sus kullanilarak, CLSI standartlar1
dogrultusunda, antimikrobiyal aktiviteyi analiz etmek amacli mikro diliisyon ve disk
difiizyon yOntemleriyle calisilmistir. Metanol ekstresi; idrar yollar1 enfeksiyonlarina
neden olan E. coli ve iist solunum yolu enfeksiyonlarina neden olan H. influanzae’ya
kars1 orta derecede inhibitor etki gosterirken su ekstresi sadece H. influanzae’ye Kkarsi
orta derecede etki gostermistir. Genis spektrumlu olarak her iki ekstre de gida kaynakli
zehirlenmelere neden olan Bacillus cereus ATCC 11778 ve goz enfeksiyonlara neden
olan Bacillus subtilis ATCC 6633 bakterilerine kars1 iyi derecede antibakteriyel aktivite
gostermistir. Standartlardan katesin ise; Haemophilus influenzae ATCC 4447 ve tifo
etkeni olan Salmonella typhi NCTC 8394 bakterileri iizerine inhibitor etki gostermistir.
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Listeria monocytogenes ATCC 7644

suslarina karsi ise, her iki ekstre ve standartlar etkili bulunamamastir.

Tablo 4.6. H. canum metanol, su ekstreleri ve standarlarin minimum inhibisyon konsantrasyonu

metoduna gore antimikrobiyal aktivite sonuglari

Kullanilan Patojen Ekstreler ve Standartlar

Mikroroganizmalar HCMeOH HCSU GA KER KAT
E. coli ATCC 25922 1250 2500 >2500 1250 >2500
S. aureus ATCC 25923 >2500 >2500 >2500 >2500 >2500
P. aeruginosa ATCC 27853 >2500 >2500 >2500 >2500 >2500
E. faecium NJ-1 >2500 >2500 >2500 >2500 >2500
S. pyogenes ATCC 19615 >2500 >2500 >2500 >2500 >2500
B. cereus ATCC 11778 625 1250 2500 1250 >2500
B. subtilis ATCC 6633 625 625 2500 1250 >2500
é,éﬁonocytogenes ATCC 2500 52500 52500 52500 52500
H. influenzae ATCC 4447 1250 1250 >2500 >2500 625
S. typhi NCTC 8394 >2500 >2500 >2500 >2500 1250




Tablo 4.7. H. canum metanol, su ekstreleri ve standartlarin disk difiizyon metoduna gore antimikrobiyal aktivite sonuglari
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. P. - H. .

Ekstre ve  Konsantrasyon E.coli S. aureus aeruginosa  Enterococcus S. pyogenes B.cereus  B.subiilis L. influenza S-0phi

Standartlar pg/ml ATCC ATCC ATCC  faeciumNJ-I ~ATCC 19615  “L€C  ATCCmonocylogenes =) non NCTCB

25922 25923 11778 6633 ATCC 7644 394
27853 4447

2500 18+0.88 10.0 - - - 23+0.88  25+0.88 - 23+0.88 -
1250 15+0.33 *- - - - 18+0.66  21+0.88 - 19+0.57 -
HCMeOH 625 9+0.33 - - - - 15+0.88  16+0.88 - 14+0.88 -
312.5 - - - - - 12+0.66  13+0.57 - 10+0.57 -
2500 17+0.88 11+0.57 - - - 19+0.88  24+1.15 - 21+1.2 -
1250 12+1.2 - - - - 15+0.57 20+1.0 - 16+0.88 -
HCSU 625 - - - - - - 13+1.2 - 11+0.88 -
312.5 - - - - - - - - - -
2500 10+0.33 - - - - 17£0.88  17+0.66 - - -
1250 - - - - - 13£0.57  12+0.88 - - -
GA 625 - - - - - - - - - -
312.5 - - - - - - - - - -

2500 22+1.15 14+0.33 - 11 +0.57 10+0.33 19+1.2 22+0.88 - - 11+0.33
KER 1250 16+0.33 9+0.33 - - - 16+£0.33  19+0.57 - - -
625 11+0.66 - - - - 12+£0.66  14+0.88 - - -
312.5 - - - - - - - - - -

2500 11 +0.57 9+0.33 - 10+0.33 9+0.33 11£0.33  12+0.33 - 23+1.2  19+0.88

1250 - - - - - - - - 17+0.88  15+0.88

KAT 625 - - - - - - - - 14+0.33  9+0.33
312.5 - - - - - - - - - -

*: inhibisyon yok
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4.5. ANTIAMIBIK AKTIiVITE CALISMASI

Elde edilen sonuglara gore H. canum’un % 70’lik metanol ekstresinin 20 mg/mL
konsantrasyonda 72 saat sonra paraziti 6ldiirebildigi saptanmistir (Sekil 4.56; Sekil
4.57). Kontrol grubunda ise 72 saat sonrasinda da canli parazite rastlanilmistir. Eosini
almayan tek tiik trofozoitlerin ise hareket etmedigi gozlemlenmistir. Ortamdaki parazit
sayilarak 100 iizerinden canli kalan trofozit sayisi orantilanarak Tablo 4.8’de verilmistir.
Bu calisma H. canum bitkisinin toprak iistii kisimlarindan elde edilen % 70’lik metanol
ekstresinin antiamibik etkili oldugu konusunda bir 6n calisma niteligindedir. Bundan
sonraki asamada diliisyonlar arttirilarak deneylerin iicer kez tekrar edilmesi

hedeflenmektedir. Ayrica kist formu ve trofozit formu karsilastirmali olarak da deney

tekrarlanacaktir.

Sekil 4.55. Acanthamoeba castellanii Sekil 4.56. Acanthamoeba castellanii canli
trofozoitleri trofozoitler ve kistleri (Eosini alan 6lii trofozoit)

Sekil 4.57. Acanthamoeba castellanii 6li trofozoit



Tablo 4.8. H.canum %70’lik metanol ve su ekstrelerinin antiamibik aktivite sonuclari
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(nll);/?ﬁl) 1 saat 3 saat 6 saat 24 saat 48 saat 72 saat
HCMeOH HCsu HCMeOH HCsu HCMeOH HCsu HCMeOH HCsu HCMeOH HCsu HCMeOH HCsu
20 96* 97 96 97 92 96 86 96 60 70 0 40
16 99 99 99 99 92 97 78 97 55 66 1 45
g 99 99 99 99 99 99 88 99 86 85 15 46
4 99 99 99 99 99 99 96 99 95 90 50 50
) 99 99 99 99 99 99 97 99 95 94 52 52
1 99 99 99 99 99 99 97 99 95 95 60 60
0 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99 99

*100 tizerinden lamda sayilan canli parazit sayisi




S. TARTISMA-SONUC

Bu tez kapsaminda arastirma konumuz olan H.canum tiiriiniin morfolojik ve anatomik
incelenmesi ile in vitro antioksidan, antimikrobiyal, antiamibik etkileri ve bu etkilerden
sorumlu bilesikleri kantitatif ve kalitatif olarak incelenmis, ayrica bitkinin toprak {istii
kisimlarindan elde edilen ucucu yagin analizi yapilmistir. Ulkemizde dogal olarak
yetisen H.canum’un toprak istii kisimlar1 iizerinde bu sekilde kapsamli bir ¢alisma ilk

kez yapilmistir.
5.1. MORFOLOJIK VE ANATOMIK CALISMALAR

H. canum tiirtiniin yaprak yiizeyel kesitleri ile petiyol ve govde enine kesitleri alinarak
karakteristik Ozellikleri tespit edilmistir. Herbaryum o6rnekleri ve % 70 lik alkol
numuneleri kullanilarak hazirlanan preparatlardan bitkinin elemanlar1 ayrintili olarak

incelenmis ve bulgular mikrofotograflarla desteklenmistir.

Arastirma konumuz olan H. canum tiiriiniin morfolojik deskripsiyonu Davis’in “Flora
of Turkey and the East Aegean Islands” eserindeki Helianthemum cins ve tiir 6zellikleri
ile karsilastirilarak yapilmistir. Tiirkiye Florasi’'nda H. canum tiirliniin i¢ sepallerinin
3-5 mm oldugu belirtilmistir. Bizim ¢aliymamizda da ayni1 boyutlar tespit edilmis olup,
cicek boyutlar: ise 0.9-1.2 mm olarak Olciilmiistiir. Ayn1 zamanda Flora’da petaller sar1
renkli ve 4-7 mm olarak belirtilmis olup, bizim bulgularimizla uyumlu oldugu
gozlenmistir (1). Ayrica bitkinin pedisel ve kaliksinin yogun tiiylii oldugu, ¢ok sayida
stamen icerdigi ve ovaryumunun papilli, tiiyli oldugu bizim tarafimizdan tespit

edilirken bu bulgulara Flora’da yer verilmemistir. Yesilyurt ve arkadaslarinin yaptigi bir
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calismada H. germanicopolitanum Bornm. ve H. antitauricum Davis et Coode tiirlerinin
anatomik ve morfolojik 6zellikleri incelenmistir. Her iki tiiriinde ¢i¢eklerinin morfolojik

ozelliklerinin H. canum tiirii ile yakinlik gosterdigi gdzlenmistir (59).

Calismamizda H. canum tiiriiniin yapraklar eliptik-lanseolat olarak bulunmus ve iistteki
yapraklarin alttaki yapraklara gore daha biiyiilk boyutlarda oldugu go6zlenmistir.
Yesilyurt ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada da yaprak ozellikleri bakimindan bizim
tiirimiiz, H. germanicopolitanum tiirii ile benzer Ozellikleri tasirken, H. antitauricum
tiirliniin yapraklariyla farklilik gostermektedir. Petiyol boyutlar1 ise H. canum’da 3-5
mm iken H. germanicopolitanum ve H. antitauricum tiirlerinde 1-3.5 mm olarak

bulunmustur (59).

H. canum tiirtiniin yaprak, petiyol ve govde anatomisi ayrintili olarak caligilmistir.
Yapraklar1 monofasiyal olarak tespit edilmistir. Familyanin karakteristik 6zelliklerinden
olan ortii tiiyleri; tek hiicreli, dar, ince, ligninlesmis ceperli, tepesi kiit ya da sivri ve tek
cukurlagmig tabandan dallanmistir. Yaprak alt epidermada bu tiiyler daha seyrek olarak

goriilmektedir (Sekil 4.15; Sekil 4.16).

H. canum tiiriiniin dahil oldugu Cistaceae familyasiyla ilgili Metcalfe’in “Anatomy of
the Dicotyledones” adli eserinde verilen tiiy ozellikleri, H. canum tiirii ile ortiismektedir

(10).

H. canum tiiriniin yaprak iist epidermasinda daha yogun olmak iizere, her iki ylizeyde
de stoma goriilmiistiir (anomositik). Alt ve {iist epiderma hiicreleri sekil olarak
birbirleriyle benzerdir (Sekil 4.27; Sekil 4.32). Stoma tipi H. germanicopolitanum ve H.
antitauricum tiirlerindeki stoma tipleri ile aymidir (57). H. canum’da palizat parankimasi
iist epidermada 3-5 sirali, alt epidermada ise 2-3 sirali iken; Yesilyurt ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada H. germanicopolitanum ve H. antitauricum tiirlerinde palizat
parankimasinin iist epidermada 2-3 sirali, alt epidermada 1 sirali oldugu belirtilmistir

(59).

Metcalfe’in eserinde bazi Helianthemum tiirlerinin epidermis tabakasinin miisilajl

oldugundan bahsedilirken; H. canum’un epidermisinde miisilaja rastlanmamistir (10).

H. canum’un hem yaprak mezofil tabakasinda hem de gévde parankimatik hiicrelerinde
kristaller  gozlenirken, Yesilyurt ve arkadaslarinin  yaptigi cahsmada H.

germanicopolitanum ve H. antitauricum tiirlerinde kristal varligindan bahsedilmemistir
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(59). Ancak Metcalfe’in eserinde Helianthemum tiirlerinde kiimeler halinde kristallerin

varligindan bahsedilmis (10) ve bulgularimiz desteklenmistir (Sekil 4.45).

Govde morfolojik olarak incelendiginde yogun tiiyli oldugu goriilmiistiir. Yapilan
anatomik caligmada govdeden el ile kesitler alinmis ve mikroskop altinda detayli olarak
incelenmistir. Govdedeki tiiylerin ¢cogunlukla, uzun ya da kisa, tek hiicreli, u¢lar1 kiit ya
da sivri olan ortii tiiyleri oldugu tespit edilmistir. H. canum’da gozlenen 1-2 swrali
kollenkima hiicreleri veya 2-3 sirali klorenkima hiicreleri, Yesilyurt ve ark.’nin yaptigi
calismadaki Helianthemum tiirleri ile karsilastirildiginda H. canum tiiriinden az cok
farklhilik gosterdigi gdzlenmistir (59). Klorenkimanin hemen altinda 2-3 sirali irili ufakl
parankima hiicreleri vardir. Metcalfe’in eserinde Helianthemum tiirlerinde parankima
hiicrelerinin nadir olarak bulundugundan bahsedilmis, klorenkima ve kollenkima
tabakast hakkinda bir bulguya rastlanmamistir. Parankimatik hiicrelerde ve 0z
bolgesinde bol miktarda druz kristallerine, ara ara da billur kristallerine rastlanmistir.
Govde iletim demetleri etrafinda gozlemledigimiz 1-2 sirali sklerenkima tabakasi,
Metcalfe’in eseri ile Yesilyurt ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada belirtilen
Helianthemum tiirlerinde de tespit edilmistir. Metcalfe’in eserinde de belirtildigi gibi 6z
bolgesinin genis bir alan kaplamasi ve ksilem 1sinlarinin dar bir sekilde konumlanmasi

bizim tiiriimiizde de tespit edilen 6zelliklerdir (10, 59) (Sekil 4.42; Sekil 4.45).
5.2. UCUCU YAG KOMPOZISYON ANALIZI

Bitkinin toprak {iistii kisimlarindan hidrodistilasyon ile % 0,01 verim elde edilmistir.
Elde edilen ucucu yagin kalitatif ve kantitatif analizi Tablo 4.2 de verilmis olup
Toplam yagin % 94,7’si tayin edilerek 52 bilesik aydinlatilmistir. H. canum tiiriine ait
ucucu yag analizi ilk defa bu ¢alismada yapilmistir. Ana bilesenler miristisin (% 29,4),
T-kadinol (% 6,5), hekzadekanoik asit (% 5,2), spathulenol (% 4.0), dekanoik asit (%
3,6) olarak tespit edilmistir. H. kahiricum tiiriine ait ugucu yag kompozisyon analizinde
de yag verimi % 0,01 bulunmus ve ana bilesenler hekzadekanoik asit (% 36,2),
tetradekanoik asit (% 7,3), linoleik asit (% 6,5) ve dodekanoik asit (% 4,7) olarak
bulunmustur. H. canum ve H. kahiricum ugucu yag bilesenlerinin benzer oldugu tespit

edilmistir (45).
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5.3. SPEKTROSKOPIK VE KROMATOGRAFIK BIiLESIM ANALIZLERI iLE
ANTIOKSIDAN AKTIiVITE ANALIZLERI

H. canum’un toprak istii kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin verimleri % 70’lik
metanol ekstresi i¢in % 77,74, su ekstresi icin % 4,83’diir. Bitkinin toplam fenol,
toplam flavonoit ve toplam flavonol miktarlar1 spektrofotometrik yontemle hesaplanmis
ve en yiiksek toplam fenol miktar1 metanol ekstresinde 366,325 + 11,966 mggar/Zekstre
olarak bulunmustur. Toplam flavonoit miktar1 % 70’ lik metanol ve su ekstresinde
yaklasik olarak ayni iken, flavonol miktar1 metanol ekstresinde daha fazladir (Tablo

4.3).

Etken madde gruplarinin teshisinde, ekstrelerde katesik tanen, flavonoit ve steroidal
saponin varhigi tespit edilmistir. H. kahiricum’un ise toprak iistii kismmin metanol
ekstresi ile yapilan On arastirmalarda fitokimyasal tarama sonuglarina gore tanen,
flavonoit, glikozit, basit fenolik bilesikler, saponin, steroit ve terpenoitler teshis

edilmistir (60).

H. lippii’nin toprak {istii kisminin metanol ekstresi ile yapilan On arastirmalarda
fitokimyasal tarama sonuglarina gore flavonoit, tanen, saponin ve basit fenolik bilesikler

bulunurken serbest antrakinon, steroit, terpenoit ve alkaloitler tespit edilememistir (29).

H. canum tiiriinden elde edilen % 70 metanol ve su ekstresi iizerinde yapilan YBSK
analizleri sonucunda, her iki ekstrede de tanimlanan fenolik bilesikler igerisinde, 3,5-di-
OH-benzoik asit ana madde olarak tespit edilmistir. Toplam 3,5-di-OH-benzoik asit
miktar1 elde edilen % 70 metanol ve su ekstresi toplaminda sirasiyla 6,669 ve 23,088
mg/g olarak bulunmustur (Tablo 4.4). Ayrica ekstrelerde gallik asit de % 70 metanol ve
su ekstresi toplaminda sirasiyla 1,263 ve 19,119 mg/g’dir. Ekstrelerde diger tespit
edilen bilesikler; 3,4-di-OH benzoik asit , metil gallat, 4-OH-benzoik asit, apigenin-7-

O- glikozit, luteolin-7-O- glikozit, luteolin ve izoramnetindir.

Helianthemum cinsine ait 11 tiir ile yapilan bir ¢alismada [H. oelandicum subsp.
incanum (L.) Dum. Cours, H. alypoides Losa an Rivas Goday, H. apenninum (L.) Mill
subsp. cavanillesianum (Lainz) G. Lopez, H. asperum Lag. Ex Dunal, H. cinereum
(Cav.) Pers. subsp. rotundifolium (Dunal) Greuter and Burdet, H. hirtum (L.) Mill, H.
marifolium (L.) Mill subsp. marifolium, H. polygonoides Peinado, Mart. Parras, Alcaraz
and Espuelas, H. squamatum (L.) Dum. Cours, H. syriacum (Jacq.) Dum. Cours.,

H.violaceum (Cav.) Pers.] tiirlerde kersetin, kamferol, izoramnetin ve luteolin tespit
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edilmistir. Aym1 calismada H. cinereum, H. alypoides ve H. hirtum tiirlerinin yiiksek
miktarda ellajitanen igerdigi, H. marifolium’un ise yiiksek miktarlarda gallik asitle
karakterize edildigi belirtilmistir (6). Farkli bir ¢alismada ise H. glomeratum Lag.
tirtinden kamferol, tilirozit ve epikatesin’in izole edildigi bildirilmistir (61). H.
glomeratum’un koklerinden, bitkinin antiamibik ve antigiardial etkilerini test etmek
amach flavan-3-ol, epigallokatesin ve epigallokatesin gallat’in izole edildigi bir calisma
mevcuttur (12). Yine H. glomeratum ile yapilan bir calismada bitkinin toprak {iistii
kistmlarindan tilirozit ve kamferol’e ek olarak astragalin, kersetin ve izokersetin izole
edilmistir (15). Literatiirlerde H. canum ile yapilmis kimyasal bilesim analizi yoktur
ancak calisilan Helianthemum tiirlerinde ana bilesenler olarak flavonoitlerin ve tanen
tirevlerinin  bulunmasi  bizim sonuc¢larimizin literatiirle uyumlu oldugunu
gostermektedir. Ayrica ana etken madde gruplarinin teshisinde ekstrelerde katesik tanen

ve flavonoit varliginin teshis edilmesi sonuclarimizi dogrulamaktadir.

Gidalar sik sik proses iglemleri sirasinda gecis 0zellikli metal kontaminasyonuna maruz
kalrlar. Iki degerlikli gecis metal iyonlar1; oksidatif prosesin katalizlenmesi, hidroksil
radikallerinin formasyonu, Fenton kimyast ve hidroperoksit dekompozisyon
reaksiyonlar1 gibi olaylarda onemli rol oynarlar. Bu prosesler demirin selasyonu ve
deaktivasyonu ile sonlandirilabilir (62). Bu nedenle, ekstrelerin demir(Il) iyonlarinin
selasyonuna etkileri incelenmis ve Na,EDTA’ya esdeger olarak hesaplanmistir
(MENa2EDTA/ ekstre). Sonuglar sekil 4.50°de verilmistir. Su ve metanol ekstreleri demir(II)
iyonunun selasyonu iizerine etki gostermisler ancak EDTA kadar aktif
bulunamamiglardir. Bu ekstreler icerisinde bulunan flavonoitler bu etkiden sorumlu
bilesiklerdir. Flavonoitler yapilarindaki yan aromatik halka {izerindeki hidroksil gruplar1
aracilifiyla demiri baglayarak bu etkiyi gostermektedir. Ayrica 3-hidroksi-4-keto veya
5-hidroksi-4-keto grup iceren flavonollerin kuvvetli metal selasyonu aktivitelerinin

oldugu ve metallerle stabil kompleksler olusturduklari literatiirlerde kayithdir (63).

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikali, 517 nm’de maksimum absorbans veren
stabil bir radikaldir. Antioksidan ©zellikli maddeler tarafindan elektron ve hidrojen
atomu transferi ile DPPH® radikali hidrazin tiirevlerine indirgenir ve absorbansi diiser
(64). Ekstrelerin azot merkezli stabil bir radikal olan DPPH® radikalini siipiirme
kapasiteleri fizyolojik pH da incelenmis ve sonuglar ICsy degerleri olarak (mg/mL)

verilmigtir. ICsy degeri azaldikca aktivite artmaktadir. H.canum bitkisinden elde edilen
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% 70’lik metanol ve su ekstrelerinin DPPH® radikalini siipiiriicii etkilerinin ICsg
degerleri swrastyla 0,19 ve 0,33 mg/mL’dir (Sekil 4.51). Ekstrelerin flavonoit ve tanen
tiirevi bilesikler icermesi antioksidan aktiviteye sahip oldugunun kanitidir. Ekstreler
kullanilan standartlar kadar aktif bulunamamustir. Ekstrelerin DPPH® radikalini
stiptiriicii etkisi ile toplam fenolik madde icerigi arasmnda ise yiiksek korelasyon
bulunmustur (y=0,0016x-0,258; RZ:I). H. kahiricum’un toprak {stii kisimlarinin
metanol ekstresinin DPPH® radikalini siipiiriicii etkisinin tayininde ICsy degeri 22,34
ug/mL olarak bulunurken ayni ¢aligmada standart olarak kullanilan askorbik asitin ICsg
degeri ise 13.59 pg/mL olarak bulunmustur (60). Farkli bir ¢alismada H. lippii'nin
toprak {istii kisimlarinin metanol ekstresinde ICsp degeri 31,17 upg/mL olarak
bulunmugstur (29). Cezayir’de yetisen sekiz farkli familyaya dahil tibbi bitkilerin
antioksidan aktivitelerinin incelendigi bir calismada H. lippii tiiriinden elde edilen
meyve, yaprak ve govdeye ait ekstrelerin de aktivitesi incelenmistir. Sonuclara gore H.
lippii’nin meyve, yaprak ve govde ekstrelerine ait DPPH® radikalini siipiiriicii etkisi
tayininde ICsy degerleri swrasiyla 0,25; 0,47; 0,35 mg/mL’dir (65). Yapilan farkhi bir
calismada H. kahiricum’un toprak iistii kistmlarindan hazirlanan metanol ekstresinden
elde edilen diklorometan ve etilasetat fraksiyonlarinin DPPH® radikalini siipiiriicii etkisi
incelenmis; standart olarak, BHA, troloks ve vitamin C kullanilmistir. Diklorometan
ekstresinin DPPH® radikalini siipiiriicii etkisinin, kullanilan standartlara gore 5 kat,

etilasetat ekstresinin ise 10 kat daha giiclii oldugu belirtilmistir (66).

Farkli tiirlerle yapilan antioksidan aktivite calismalarinda Helianthemum tiirlerinin
giiclii antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 goriilmekte; bu da bizim sonuglarimizi

dogrulamaktadir.

Hiicre membranlarinda bulunan lipitler, linoleik asit ve arasidonik asit gibi oksidasyona
oldukca miisait doymamais yag asitleri bakimindan zengindirler (67, 68). Bu nedenle, bu
tez kapsaminda incelenen ekstrelerin antioksidan etkileri taranirken lipitlerin
oksidasyonuna ait deney ortamlarinin kullanilmasi 6nemlidir. Bu amacla en ¢ok
kullanilan deney modellerinden birisi f-karoten-linoleik asit soldurma testidir. Linoleik
asitin diallilik metilen gruplarindan hidrojen eksilmesiyle peroksil serbest radikalleri
olusur ve doymamis f-karoteni oksitler. Ekstrelerin bilesiminde bulunan antioksidan

yapilar f-karotenin hidroperoksit tarafindan oksidasyonunu minimize ederler.
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f-karotenin degredasyon (bozunma) hizi ekstrelerin antioksidan kapasitesine baglidir
(69). H. canum ekstrelerinde oksidasyonu engelleyici etki zamana bagh olarak
incelenmis ve zamana bagli bir degisim gozlenmemistir. % 70’lik metanol ve su
ekstreleri, hemen hemen benzer aktivite gostermis olup, katesin ve gallik asitten daha
aktif bulunuken; BHT ve BHA kadar etkili bulunamamuslardir (Sekil 4.52). Yapilan bir
tez calismasinda H. lippii ekstresinin f-Karoten / Linoleik Asit Birlikte Oksidasyonu
Inhibe Edici Etkisi deneyinde 1Csy degeri 0.766 = 0.131 mg/ mL iken, standart olarak
kullanilan BHA’nin ICsy degeri 0,028 mg/ mL’dir (65). Bu sonuclar bizim elde

ettigimiz sonuglarla uyumlu olarak degerlendirilmistir.

Serbest radikal siipiiriicii etki testlerinde genellikle DPPH® radikali kullanilmaktadir.
Fakat bazen coziiniirlik ve benzer spektral girisimler nedeniyle ayni radikal
kullanilamamaktadir. Alternatif bir radikal olan ABTS™® azot merkezli oldukga stabil
bir radikaldir. Bu nedenle ekstrelerin radikal siipiiriicii etkilerini onaylamak igin
ABTS™ radikal siipiiriicii etki testi de yapilmis ve sonucglar Trolox’a esdeger olarak
Sekil 4.53° de verilmistir. Ekstreler iki farkli dozda analiz edilmistir. Sekil 4.53’e gore
metanol ektresi su ekstresine gore daha aktif bulunmustur. Tiim ekstre ve standartlarda
etki, konsantrasyonla dogru orantili bir sekilde artis gostermistir. Metanol ekstresi 0,25
mg/mL konsantrasyonda BHT ve BHA’nin 0,25 mg/mL konsantrasyonu ile ayni
aktiviteyi gostermistir. Ekstrelerin DPPH® radikalini siipiiriicii etkileri ile ABTS"®
radikalini siipiiriicii etkileri arasinda yiiksek korelasyon bulunmustur (y= 2,865x + 0,04;
R? =1). Ayrica toplam fenol igerigi ile de yiiksek korelasyon bulunmustur (0,0046-
0,695; R2 =1).

Helianthemum taksasina ait H. oelandicum subsp. incanum’un da dahil oldugu 11 tiir ile
yapilan ¢alismada ABTS™® radikalini siipiiriicii aktivitede su ekstreleri % 80 metanol
ekstrelerinden daha aktif bulunmustur (6). Farkli bir calismada ise H. ledifolium’un
metanol ve su ekstrelerinin ABTS™® radikalini siipiiriicii etkilerii kiyaslandiginda
metanol ekstresinin siipiiriicii etkisi 69,8 + 6,0 umol TE/g iken su ekstresinde bu deger
40,1 £ 10,3 umol TE/g’dir. Ayn1 tiirde toplam fenol icerigide metanol ekstresinde daha
fazla bulunmustur (24).

Lipit peroksidasyonu, reaktif oksijen tiirlerinin birikmis etkisi olup biyolojik sistemlerin
bozulmasina yol acan bir zincir reaksiyonudur. Reaktif serbest radikaller, doymamis yag

asitinin metilen grubundan allilik hidrojen atomu cikarilmasi ile reaksiyonu bagslatirlar.
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Baglarin yeniden diizenlenmesi ile devam eden reaksiyon sonucu stabil dien konjugatlar
olusur (70). Bu calismada demir(III) ve askorbik asit varliginda fosfolipit esasl
lipozomlar, hizla hidroksil radikal kaynakli peroksidasyona tabi tutulmus ve
malondialdehit ve benzer aldehitlerin tesekkiilii saglanmistir. Olusan bu reaktif
aldehitler 2-tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona sokularak olusan pembe renk 532 nm’de
spektrofotometrik olarak Olciilmiistiir. Olusan rengin siddetinin reaktif aldehit miktar1
ile dogru orantili olmasi nedeniyle lipit peroksidasyon miktar1 ve dolayisiyla test
maddelerinin antioksidan etkileri de bu sekilde tayin edilmistir. H. canum’dan elde
edilen su ve % 70’lik metanol ekstreleri 2-tiyobarbitiirik asit reaktif tiirlerinin (TBARS)
olusumunu engelleyerek antioksidan etki gostermislerdir. Ekstrelerden su ekstresi,
metanol ekstresinden ve standart olarak kullanilan katesinden daha giiclii aktivite
gostermis olup, en aktif (ICsp: 0,49 mg/mL) ekstre olarak tespit edilmistir (Sekil 4.54).
H. confertum’un toprak istii kistmlarmin % 80 metanol ekstresine ait n-butanol
fraksiyonunun, lipit peroksidasyonunu Onleyici etkisinin calisildigi bir literatiirde
standart olarak askorbik asit kullanmilmistir. H. confertum’un lipit peroksidasyonunu
inhibe edici ICsy degeri 242.15 + 8.25 pg/mL iken, askorbik asitin ICsy degeri 20 £+ 1.25
ug/mL olarak bulunmustur (71).

5.4. ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE ANALIZi

H. canum’un metanol ve su ekstreleri ile 10 farkli standart sus kullanilarak, CLSI
standartlar1 dogrultusunda antimikrobiyal aktiviteyi analiz etmek amacli mikro diliisyon

ve disk difiizyon yontemleriyle calisilmistir (Tablo 4.6; Tablo4.7).

Bitki ekstrelerinin MiK degerleri 1 mg/mL’den yiiksek konsantrasyonlarda oldugunda,
iyi bir antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadig1 diisiiniiliir. Bitki ekstreleri i¢in eger
MIK degerleri 100 pg/mL’nin altindaysa yiiksek, MIK degeri 100-625 pg/mL
araliginda oldugunda ise orta derecede etkili olarak kabul edilir (6). Disk difiizyon
metodunda metanol ekstresinin gosterdigi inhibisyon zonlarmin 6l¢iim degerleri su
ekstresine gore daha fazla bulunmustur. Yapilan MIK calismasinda ise metanol ekstresi;
idrar yollar1 enfeksiyonlarina neden olan E. coli ve iist solunum yolu enfeksiyonlarma
neden olan H. influanzae’ya karsi orta derecede inhibitor etki gosterirken su ekstresi
sadece H. influanzae’ye kars1 orta derecede etki gostermistir. Genis spektrumlu olarak
her iki ekstre de gida kaynakli zehirlenmelere neden olan Bacillus cereus ATCC 11778

ve goz enfeksiyonlarina neden olan Bacillus subtilis ATCC 6633 bakterilerine karsi iyi
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derecede antibakteriyel aktivite gostermistir. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve
Listeria monocytogenes ATCC 7644 suslaria karsi ise, her iki ekstre ve standartlar
etkili bulunamamistir. Rubio-Moraga ve arkadaslar1 (2013), Ispanya’da halk arasinda
kullanilan Helianthemum tiirlerinden hazirlanan % 80’lik metanol ekstrelerinin, Gram
(+)’lerden Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Listeria monocytogenes ve Gram (-)’lerden Escherichia coli ATCC 25922 ve
Salmonella enterica ATCC 14028 bakterilerine karst MIK yontemiyle antimikrobiyal
aktivitelerini arastirmiglardir. Sonug olarak ¢alisilan tiirlerden H. hirtum orta derecede
antimikrobiyal aktivite gosterirken; H. alypoides, H. cinereum subsp. rotundifolium ve
H. marifolium subsp. marifolium tiirlerinin ekstreleri biitiin bakteri test suslarina karsi
iyi bir aktivite gostermistir. H. syriacum, H. squamatum ve H. oelandicum subsp.
incanum tiirlerinin ekstreleri ise test edilen konsantrasyonlarda herhangi bir aktivite
gostermemistir. H. alypoides, H. marifolium, H. cinereum tiirlerinin ekstrelerinin en
yiiksek fenolik icerige sahip olmalarinin, giiclii antimikrobiyal aktiviteleriyle iliskili
oldugu diisiiniilmiistiir. Tiirlerin yiiksek ellajitanen igerigi antimikrobiyal ozelligi ile
iliskilendirilerek ellajitanenlerin antiseptik, dermatolojik ve antienflamatuar 6zellikleri
vurgulanmustir (6). H.kahiricum toprak {istii kismindan hazirlanan ekstrelerin disk
difiizyon yontemiyle E. coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) suslar1 ile Enterobacter ESBL,
Staphylococcus ~ ve  Pseudomonas CAZR’a karst antimikrobiyal aktivitesinin
incelendigi bir c¢alismada; butanol ekstresi c¢alisilan biitiin suslara kars1 giiclii
antimikrobiyal aktivite gosterirken, kloroform ekstresi orta dereceli aktivite gostermis
ve petrol eteri ekstresi inaktif bulunmustur (26). Farkl bir calismada ise H. lippii toprak
iistii kistmlarinin metanol ekstresinin disk difiizyon metodu ile antimikrobiyal aktivitesi
belirlenmistir. S.aureus ATCC 29213’a kars1 inhibisyon zon cap1 21 mm iken, Candida
albicans ATCC 10231’a karst1 20 mm olarak bulunmustur (29). Tez calismamizda
bulunan ekstrelere ait aktivite sonuglar1 fenolik icerikle dogru orantili olup, farkl
literatiirlerde bulunan sonuclar ile de uyumludur.

5.5 ANTIAMIBIK AKTIVITE ANALIZIi

Toprak ve tath sularda Ozgiir yasayan bazi amiplerin insanda ve diger hayvanlarda
Olimciil parazitozlara neden olduklar1 1960’1 yillarm ikinci yarismdan bu yana
bilinmektedir. Istemli ya da firsatc1 parazit diye tamimlanan bu amipler bugiinkii

bilgilerimize gore ii¢ cins i¢inde yer almaktadirlar: Naegleria, Acanthamoeba ve
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Balamuthia. Bunlardan Naegleria ve Balamuthia cinslerinde birer, Acanthamoeba
cinsinde ise birden fazla tiirlin insanda patojen olduklar1 saptanmustir (72).
Acanthamoeba’larm trofozit (enfeksiyon yapici) ve kist (¢abuk iyilesebilen) olmak
izere iki yasam evresi vardir. Acanthamoeba Keratiti, ¢esitli Acanthamoeba tiirlerinin
neden olduklar1 bir parazitozdur. Bu durum korneanin amiplerle direkt temasi
sonucunda gelisir. Travma, kontakt lens kullanimi, bulasli suyla korneanmn temasi
hazirlayic1 faktorlerdir. Saghkl kisilerde goriiliir; siddetli okiiler agri, enflamasyon,
gorme bozuklugu ve halka seklinde stromal infiltrasyon vardir. Zamanla gérme bozulur,
hatta goz tamamiyle kaybedilebilir. Acanthamoeba keratiti en sik olarak Herpes simplex
keratiti ile karisir. Fakat birincide cok siddetli bas agris1 goriiliirken, ikincisinde bu agir
durum goriilmez. Kornea kazintisindan iiretmekle ve/veya kesitlerde amibi gorerek tani
konur; ekim yapilan plaklarin 30°C’de inkiibe edilmesi gerekir. Tedavide cesitli ilaclar
denenmigtir. Etkili olanlar arasinda propamidine isethionate, ketoconazole ve
miconazole ve itraconazole sayilabilir. Lezyonun cerrahi olarak temizlenmesinin; buna
ek olarak agizdan ve lokal olarak miconazole verilmesinin etkili oldugu vurgulanmistir.
Acanthamoeba keratitli olgulardan en sik soyutulan tiirler: A. castellanii ve A.

polyphaga’dir (25).

Bu ¢alismada H. canum tiirliniin toprak iistii kistmlarindan elde edilen % 70’lik metanol
ve su ekstrelerinin in vitro olarak Acanthamoeba castellanii tizerine lethal etkileri
arastirilmustir. H. canum metanol ekstresinin 20 mg/mL konsantrasyonda 72 saat sonra
A. castellanii parazitini oldiirebildigi saptanmustir. Yapilan literatiir ¢caligmasinda da
simdiye kadar bircok tibbi bitkinin Acanthamoeba’ya karsi inhibitor etki gosterdigi ve
tedavide kullanilabilecegi kanitlanmistir (73-76). Bir calismada H. lippii (L.) tiiriiniin
toprak {iistii kistmlarindan hazirlanan metanol ve etil asetat ekstreleri klorheksidin ile
kiyaslandiginda Acanthamoeba castellanii Kisti lizerine gii¢lii bir in vitro lethal etki
gostermislerdir (25). Farkli bir ¢alismada ise H. glomeratum tiirliniin toprak iistii
kisimlarindan hazirlanan metanol ektresinin, Entamoeba histolytica ve Giardia lamblia
trofozitlerine karsi giiclii lethal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Tiiriin bu etkisi,
bilesimindeki flavonoitlerin (tilirozit ve kamferol), parazitin biiylimesini inhibe edici
etkisiyle iligkilendirilmistir (15). Farkli Helianthemum tiirleri iizerinde yapilan in vivo,
in vitro antigiardial ve antiprotozoal aktivite ¢alismalarinda bu tiirlerin antiparaziter

etkili olduklart tespit edilmistir (12, 16, 61).
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Sonug olarak, H. canum ile yapilan caligmalar da ekstrelerin fenolik bilesik bakimindan
zengin oldugu ve ana bilesenlerinin flavonoitler ve tanenler oldugu tespit edilmistir.
Yapilan aktivite caligmalarinda flavonoitler ve tanenler bakimindan zengin olan % 70
metanol ekstresinin yiiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Literatiirde H. canum
tizerinde  gerek  anatomi-morfoloji  gerekse  kimyasal-aktivite  calismalar1
bulunmamaktadir. Bu tez kapsaminda bitki tam olarak incelenmis ve tiim degerler
karsilagtirmali olarak verilmistir. Burada verilen tiim sonuglar H. canum bitkisi icin ilk
ve orjinaldir. Bundan sonraki calismalarda H. canum tiirii farkli lokasyonlardan
toplanacak ve yapilan ¢aligsmalarla Flora’ya katkida bulunulacaktir. Ucucu yag analizi
sonucu tespit edilen miristisin bilesigi tizerinden kemotaksonomi ¢alismalar1 yapilacak,
aktivitesi yiiksek ekstrelerin bilesimleri daha detayli olarak incelenecek,

aydinlatilamayan bilesikler tanimlanacak ve farkl aktivite ¢alismalar1 yapilacaktir.
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