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OZET

Yuksek Lisans Tezi

ENDEMIiK ASTRAGALUS TOKATENSIS FISCHER’ iN VE VERBASCUM
MYRIANTHUM BOISS’ UN BAZI FARMASOTIK OZELLIiKLERININ
BELIiRLENMESI

Nahide Kiibra ZANBAK
GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

(Tez Damsmani: Dr. Ogr. Uyesi Bedrettin SELVI)

Bu ¢alismada 2 farkli endemik turin (Astragalus tokatensis Fischer ve Verbascum
myrianthum Boiss.) antioksidan, antimikrobiyal ve DNA koruyucu aktivitesi
arastirilmistir. Yapilan literatiir taramasinda bu iki bitki ile ilgili biyoaktif bilesiklere
yonelik ¢alisma mevcut degildir. Bundan dolayr bu iki bitkinin cicek ve yaprak
kisimlarimin su, metanol, hekzan ve diklormetan Oziitleri elde edilerek biyolojik
aktivitelerine bakilmistir. Farkli oziitlerin farkli antioksidan aktivite gosterdigi
belirlenmis olup 6zellikle Astragalus tokatensis Fischer’ de yaprak kisminin yalnizca su
0zutl iken Verbascum myrianthum Boiss.” de hem ¢igek hem de yaprak kisimlarinin su
Ozltlerinde antioksidan aktivite gosterdigi saptanmistir. Yine antibakteriyal aktivite
acisindan Stenotrophomonas maltophilia bakterisine karsi Astragalus tokatensis
Fischer’in ¢igek kisminin su 6ziitii ile yaprak kisminin metanol 6ziitii iken Verbascum
myrianthum Boiss. ‘da ¢icek kisminin sadece metanol 06zltiinde etkili oldugu
gozlemlenmistir. DNA koruyucu aktivite agisindan en fazla koruyucu aktivite gosteren,
Astragalus tokatensis Fischer’ de cicek kisminin tim oOziitleri ile yaprak kisminin
hekzan ve diklormetan 6zutl ile Verbascum myrianthum Boiss. ‘da da ¢i¢ek kisminin
su, hekzan ve diklormetan oziitleriyle yaprak kisminin hekzan ve diklormetan
Oziitlerinin oldugu belirlenmistir. Sonu¢ olarak Astragalus tokatensis Fischer ve
Verbascum myrianthum Boiss. bitkilerinin ikisinin de antioksidan, antibakteriyal ve
DNA koruyucu 6zellikte aktif bilesiklere sahip oldugu ortaya konulmustur.
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ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF SOME OF THE PHARMASOTICAL
PROPERTIES OF ENDEMIC ASTRAGALUS TOKATENSIS FISCHER
AND VERBASCUM MYRIANTHUM BOISS.

Nahide Kubra ZANBAK

GAZIOSMANPASA UNIVERSITY GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND
TECHNOLOGY

BIOLOGY DEPARTMENT

(Thesis Advisor: Assistant Prof. Dr. Bedrettin SELVT)

In this study, antioxidant, antimikrobial and DNA protective activities of two different
endemic species (Astragalus tokatensis Fischer and Verbascum myrianthum Boiss.)
have been investigated. There has been no study yet on bioactive compound of these
two plants in the literature rewiew. Therefore, water, methanol, hexane and
dichlormetane extracts of flowers and leaves of these two plants were obtained and their
biological activities were investigated. Different extracts showed different antioxidant
activity, especially in the Astragalus tokatensis Fischer ony water extract of the leaf part
while in Verbascum myrianthum Boiss. both flower and leaf parts were found to be
active in water extract. Again in terms of antibacterial activity, the flower extract of
Astragalus tokatensis Fischer against Stenotrophomonas maltophilia bacterium was
extracted from water extract and leaf extract from methanol extract while Verbascum
myrianthum Boiss. was effective only on methanol extract. In Astragalus tokatensis
Fischer, which showed the most protective activity in terms of DNA protective activity,
all extracts of flower part hexane and dichlormetane extract of leaf part and Verbascum
myrianthum Boiss extract of water, hexane and dichlormetane extract of leaf part and
hexane dicholormetane extracts were determined. As a result, it has been demonstrated
that both of the plants of Astragalus tokatensis Fischer and Verbascum myrianthum
Boiss. have active compounds with antioxidant, antibacterial and DNA protective
properties.
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1. GIRIS

Giliniimiizde diinya niifusunun c¢ogunlugu i¢in bitkisel metabolik fiiriinler ilag
yapiminda hammadde olarak kullanilmaktadir. Daha ¢ok gelismekte olan iilke niifusunun
saglik sektoriindeki gereksinimlerinin tibbi bitkilerden karsilama orant %80’dir. Diinya
iizerinde ise gelismekte olan iilkelerde yasayan insanlarin orami %80’dir, yani diinyada
niifusunun %64’iinde bitkiler tedavi amacgl kullanilmaktadir. Gelismis {ilkelerde ise regeteli

satisa sunulan ilaglarin neredeyse %25°1 bitkisel kokenli kimyasallardir (Richard, 2011).

Bitkilerin tedavi amaciyla kullanilmasi ilk insanlik tarihine dayanir. Giiniimiize
gelindiginde yapilan bir¢ok bilim temelli arastirmalarda bitkilerin insanlarin hastaliklarina
bilinenden daha ¢ok tedavi edici ve yarar saglayict oldugu goriilmiistiir. (Ceylan, 1995;

Baytop, 1999; Kathe, Hannef ve Heym, 2003).

Baz1 sebze ve meyveler yiiksek oranda antioksidan 6zellige sahiptir. C vitamini, E

vitaminive karotenoidlerden baska antioksidanlarin ¢cogu gida bilesigi olarak bulunur (Wang

ve ark. , 1996).

Asya ulkelerinde igecek olarak bolca tiiketilen ¢ay (Camellia sinensis L.)’in tansiyon
diisiiriicii, antioksidatif, damar tikanmasin1 Onleyici, kanser Onleyici etkilere sahip oldugunu
gostermistir. Yesil ¢ay yapraklari degisik oranlarda (-)-epikatesin, (-)-epikatesin galat, (-)-
epigallokatesin ve (-)-epigallokatesingallat igerir. Katesinler metal iyonlarin1 baglayici ve

oksijen radikalini tutuklayan etkili antioksidanlar olarak taninirlar (Chen ve ark. , 1990).

Canlinin yagamii devam ettirdigi ¢evrede bulunan c¢esitli fiziksel etkenler ile
fizyolojik ya da patolojik reaksiyonlar nedeniyle devamli bir radikal yapimi s6z konusudur.
Hicresel boyutta da yuksek oranda ve farkli farkli radikaller iiretilmekte olup eslesmemis
elektronunun kazandirdigi bu reaktiflik lipit, protein, DNA ve niikleotid gibi biyolojik
materyale de zarar verebilmektedir (Diplock, 1998; Gilbert, 2000).

Serbest radikaller, viicutta normal metabolik reaksiyonlar sonucunda meydana gelen
kararsiz bilesiklerdir. Bu bilesikler viicutta siiperoksit dismutaz (SOD) vb. enzimler araciligi
ile ortadan kaldirilabilmektedir (Nicholls ve ark. , 2000). Ancak bazi durumlarda s6z konusu
enzimde meydana gelen kalitsal hasarlar ya da serbest radikallerin, yaslanmaya bagli olarak
hiicrelerde asir1 birikim gostermesi, yaslanmanin hizlanmasina, hiicrelerin 6liimiine veya
kontrolsiiz gogalmalarina neden olmaktadir (Sun ve ark. , 1988).
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Bitkilerdeki antioksidan etkisinden sorumlu faktorlerin basinda flavonoidler
gelmektedir. Flavonoidler iki fenil halkasini propan zinciri ile birlesmesinden olusan difenil
propan (C6-C3-C6) yapisindaki fenolik bilesikleridir. Kaempferol, quercetin, luteolin,
myricetin kuvvetli antioksidanlardir. Dogal antioksidanlarin birgogu 0zelliklede flavonoidler
birgok farkli biyolojik etki gosterirler. Meyve ve sebzelerin tiiketilmesiyle, kalp-damar ve
kanser hastaliklar1 arasindaki zit iliski, meyve ile sebzelerde bolca bulunan flavonoidlerle
ilgilidir (Hertog ve ark. , 1993).

Insanlarin ilk tarihinden bu yana insanlar ve hastalik ve enfeksiyonlara sebebiyet veren
mikroorganizmalarla devamli bir savas halindedir. Tiiberkiiloz, veba, malarya gibi ve son
yillarda HIV/AIDS pandemisi bir¢ok insan toplulugunu etkilemis ve azimsanmayacak oranda
oliime sebebiyet vermistir. 20. yilizyilin ortalarina gelindiginde antibakteriyal ilaglarda gelisim
yasanmistir ve enfeksiyon hastaliklarinin kontroliine yardimci olacak bazi araglarin katkisiyla
bu savasta insanlarin lehine donmiistir. 1940 yilinda penisilinin  kesfi bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde durumu dramatik olarak diizeltmistir. Ancak bu olumlu gelisme
cok uzun siirmemistir. Antibakteriyal ilaglarin kullaniminin artmasiyla mikroorganizmalar
ilaglara diren¢ gostermeye baslayarak yanit vermistir. Antimikrobiyaller kullanildik¢a
bakteriyel patojenler ortaya komplike bir diren¢ koymasiyla bu savas daha karmalik bir hal
almistir. (Kuyucu, 2007).

Bilingsiz kullanilan antibiyotikler ile kemoterapotikler ve Antimikrobiyal ajanlara
kars1 direngli hale gelen patojen organizmalarin igleyisini anlamak ve engellemek i¢in yeni ve

daha etkili ¢g6ziimlerin arastirilmasi zorunlu hale gelmistir. (Balkar ve ark., 2010).

Giliniimiize bakildiginda kemoterapotik ajanlara karsi direng olusturmus bakterilerin
sayisindaki artis ve ozellikle penisiline karsi direngli hale gelmis suslara sikca rastlanmasi bu
bilesiklerin kullaniminin yararsiz hale gelmesine sebep olmaktadir. Antimikrobiyal 6zellikteki
bitkiler, hali hazirda kullanilan antibiyotiklerden farkli mekanizmalar ile bakterileri inhibe
edebildiginden direncli bakteri tiirlerini kontrol altina alabilme kabiliyetine sahiptirler.
Dolayisiyla bitkiler hem tedavi edici 6zellige sahiptirler hem de antibakteriyal ilaglarin
gelistirilmesinde model olarak kullanilabilirler. Bu amagcla bitkisel maddeler, mikrobiyolojik,
farmakolojik ve bitki savunma mekanizmasi bakimindan ¢ok yonlii olarak arastirilmaktadir

(Sahin, 2007).

Insanlik tarihi boyunca tibbi ve aromatik bitkiler saglik i¢in cok onemli bir yer teskil

etmistir (Schippmann, Leaman ve Cunningham, 2002). Son yillarda kanser gibi morbidite ve
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mortaliteye sebep olan bir¢cok hastaliktan dolayr gida endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmakta olan sentetik materyaller organik ve dogal gidalara olan talepte artis
olusturmustur (Akbulut ve Bayramoglu, 2013). Diinya genelinde 50.000-75.000 arasinda bitki

turd geleneksel modern tipta kullanilmaktadir (Schippmann ve ark., 2006).

Genel tip giderek bitkilerden elde edilen antimikrobiyaller ve onlarin tiirevlerini kabul
etmektedir (Cowan, 1999). 20. yy.” 1n ikinci yarisindan itibaren sentetik ilaglarin, zamanla
hastaliklarin yeni irklarina karsi etki gostermedigi, bircok yan ve toksik 6zellige sahip oldugu
goriilmiis ve tekrardan bitkisel ilaglara olan ilgi giinden giine daha c¢ok artis
gostermektedir(Baydar, 2005).

Bitkisel ilaca ilginin yeniden canlanmasinin baglica nedenleri; modern ilaglarin her
hastalig1 tedavi etme yetenegine sahip olmamalari, ¢ok pahali oluslar1 ve bir¢cok yan
etkilerinin bulunmasidir. Oyle ki baz1 sentetik ilaglarm yan etkilerini énleyebilmek igin bazi
ilaglarla birlikte kullanilma ihtiyaci gostermektedirler. Bunlarin yani sira bitkisel droglardan
elde edilen bazi ilag etken maddelerinin sentetik olanlardan daha ucuza ve kolaylikla elde

edilebilir olmasi, bitkisel droglarin birkac etkiye birden sahip olmalari sayilabilir (Celen,

2006).

Ulkemizde cografi konumu, jeolojik yapisi, toprak gruplarina sahip olusu, degisik
iklim tiplerinin etkisinde olmasi ve ii¢ farkli bitki cografyasi bolgesinin birlestigi yerde olmasi
nedeniyle zengin bir flora ve ¢ok farkli vejetasyon tiplerine sahiptir. Tiirkiye, bitki tiirleri
acisindan on bini askin tiir ve tiir alt1 takson sayisi ile ekvator ve subtropikal kusaklardan
sonra diinyanin zengin bolgeleri arasinda yer almaktadir (Atalay, 1994; Cirig ve Se¢men,
1990). Ulkemizin bitki floras1 yoniinden boyle bir potansiyele sahip olmasi ve dzellikle de
endemik tiirlerin coklugu alternatif tibba yonelik bu tiir caligmalar1 tesvik etmektedir (Tekeli,

2008).

Baz1 Ditkilerden elde edilen ozitler, antimikrobiyal aktiviteleri nedeniyle deri,

gastrointestinal, idrar yollar1 ve solunum enfeksiyonlarinda etkin olarak kullanilmaktadir

(Rios ve Recio, 2005).

Hastaliklar1 tedavi etmek icin kullanilabilecek yeni etken maddeler aramak igin bilim
insanlari; bitkilerde antimikrobiyal, antitimoral, gibi tibbi kullanim alanlar
arastirmaktadirlar. Bu amagla yapilan ¢alismalardan biri de antimikrobiyal aktivite

aragtirmasidir ve bircok kullanim alani vardir. Bitkilerden elde edilmis antimikrobiyal



ilaglarin kullanildig1 alanlar hammadde veya islenmis gidalarin korunmasi, ilag hammaddesi
olarak kullanilmasi; alternatif tiptan, dogal terapiler gibi. Bunun yaninda tarimdaki zararlilara
kars1 kullanilan pestisitlere alternatif bir yontem olarak da diisiiniilmektedir. (Altuner ve ark.,
2001; Bahar, 2012; Lis-Balchin ve Deans, 1997).



2. GENEL BILGILER

2.1. Fabaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Fabaceae ailesi Leguminosae, ‘fasulye’ veya ‘bakla’ olarak da adlandirilir. Az da olsa ¢ali
ve agaclar da bu familyaya dahil sayilabilir. Yapraklar genellikle pinnat veya trifoliat, nadiren
ise basit, stipiilliidiir. Koklerde nodiil adindaki ¢ikintilarda azot birikiminde rol alan
Rhizobium cinsine ait bakterilerle birlikte ortak yasam formunda yasarlar. Bakteriler, havadan
azotu alarak, albuminoite ¢evirir, bitki bunu sogurur, sogurma sonucunda ise bakterinin glusit
ihtiyac1  karsilanir. Cigekler genelde papilion (kelebek) zigomorf durumundayken
aktinomorfik duruma dogru gegis gosterir. Cigek hipogin ya da bazi taksonlarda perigin
seklindedir. Cigekleri genelde hermafrodit yapida olup, basak, ¢igek durumu rasem, semsiye
seklinde veya tek ¢igcege sahiptir. Sepaller(4-) 5, petaller (1-) 5, tomurcukta korolla loblar
birbirine temas halindedir veya kiremitvari, nadiren kismi olarak birbirlerine yakin veya
serbest haldedir. Ust petal kisim genelde biiyiikgedir. Veksillum (bayrakcik) bayrak
seklindedir. Yandaki 2 petal kanat seklindedir (ala). Alttaki 2 petal ise birlesmis olup, karina
(kayakeik) adini alir. Cigegin tomurcuk halinde alalar karinay1 6rtmiis vaziyette, veksillum ise
alalar1 ortmiis vaziyettedir. Stamenler 4- ¢ok sayida, genellikle 10, hepsi bir tiip teskil edecek
sekilde bitisik (monodelf), en iistteki stamen serbest (diadelf) veya stamenlerin hepsi
serbesttir. Ovaryum uUst durumlu ve tek karpellidir. Marjinal plasentalasmaya sahiptir
(Se¢men ve ark., 2008). Leglim meyvenin karin (ventral) agilma hatt1 karpelin birlesme
hattidir. Meyvenin sirt (dorsal) acilma hatti karpelin birlesme hatt1 degildir. Baz1 taksonlarda
meyvenin acidigi gozlenmez, bazi taksonlar da ise meyvenin birer tohumlu kisimlari

lomentum seklinde enine bolinme gosterir. Tohumlari bir veya daha fazla sayidadir.

Cigekli bitkilerin en biiyiik familyalarindan biri olan Fabaceae 350 cins ve yaklagik
10.000 tiir igerir. Ulkemizde 61 cins ve 900’den fazla tiirii bulunur (Se¢men ve ark., 2008).



Tablo 2.1. Astragalus tokatensis Fischer bitkisinin sistematikteki yeri

Alem Plantae

B&lUm Magnoliophyta

Simf Magnoliopsida

Takim Fabales

Aile Fabaceae

Cins Astragalus

Tur Astragalus tokatensis Fischer

2.1.1. Astragalus tokatensis Fischer Genel Ozellikleri

Ciice (bodur) yastik olusturan ¢ali, c.10cm. Yaprak tiiy sap1 dikenli. 4-6 cm, egilmis,
tabana dogru yassilastirilmis. Yaprakgiklar 10-14 mm, oval, mucronate, basit beyaz
tomentellous, 5-6 pargali. Yaprak sapi dibindeki yaprakgiklar (stipulalar) c.8mm yumurta
seklinde enli, gencken seyrek tiiylii, sonra tiiysiizlesiyor. Cicekler yaprak axiller basina 3-5
sapsiz. Cigceklenme oval, c. 3.5 cm cap. , c.50 ¢igekli. Brakte (pulsu yapraklar) ¢.9 mm.,
lanceolate (mizrak seklinde), navicular (kayik seklinde), tepeye dogru tlylu. Brakteler 6-7
mm, tepeye dogru killi, agag: tliysiiz. Kaliks (¢anak) 10-13 mm, yogun tiiylii, loblar tabanda
asag1 yukar1 boliinmiistiir. Korolla rengi bilinmiyor; standart 18-20 mm. Fl. 7. Bozkir, ¢.1300

m.

Tip: [ Turkiye A6 Tokat] Natalia, Tokat, Wiedemann (iso. G!) C. Anatolia, nadir. B6
Sivas: Sarkisla’dan Kayseri’ye 11 km, 1300m, Hub.-Mor. 11928

Endemic: Ir.-Tur. Bolgesi. A. Pycnocepholus ile ilgili (?) (Davis, 1978).

Sekil 2.1: Astragalus tokatensis Fischer Tiirkiye haritasi iizerindeki dagilisi.



Sekil 2.2. Astragalus tokatensis Fischer bitki yapisi
2.2. Scrophulariaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Verbascum, cinsi Scrophulariaceae familyasinin bir {iyesidir, diinya {lizerinde 360 tiir ile
temsiliyet gostermektedir ve bu cinsteki tiirlerin habitati genel olarak kuzey yarim kiirenin
thman iklimleri olup kuru, kayalik ve ag¢iktir (Heywood, 1979; Juan ve ark., 1997).
Ulkemizde ise Verbascum “sigirkuyrugu, kral samdani” olarak bilinir ve 233 tiiriin 185’1
endemiktir (Davis, 1978; Davis ve ark., 1988; Giiner ve ark., 2000).

Scrohulariaceae familyasindaki bitkiler bir veya daha fazla yillik, ¢ali, otsu veya nadiren
agac formunda bitkiler olarak gdzlemlenip ototrof veya yar1 parazittir, internal floeme sahip

degildir (Davis, 1978; Secmen ve ark., 1998)

Yapraklarda stipula bulunmaz, oppozit, alternat veya dairesel diziliste, basit veya parcali
haldedir. Cicekler hermofrodit, yaprak koltuklarinda tek, rasemoz, spika veya panikuladir.
Kaliksi 4-5 pargalidan bilabiat veya bilobata dogru yonelmektedir. Korolla petalleri bitisik,
genellikle zigomorf ve bilabiat bazen mahmuzlu veya tabanda keseli, bazen hemen hemen
aktinomorf, korolla loblar1 daima tomurcukta imbrikattir. Stamenler korola ile yapismis halde,
4 didinam veya 2, nadiren 5; anterler uzunluguna agilan veya tepede birlesmistir ve devamli
olarak yarilmis halde agilir: verimsiz stamenleri mevcut (1-3) veya degildir. Ovaryum {ist
kisimda, ucunda bir stillus ile siklikla yatay septumlu iki géze sahip; ovulleri ¢ok fazla veya
genellikle siskin plesenta koltugunda az sayida, ovaryumu nadiren bir gdze sahip 2 ¢epersel
bifit plesantalidir. Meyvesi genelde kapsiildiir, bazen ise agilmayan kapsiildiir. Tohumu

fazladir. Cigek formiilii z. K@-5Cu-5Au2) G @ ‘dir (Davis, 1978; Se¢men ve ark., 1998).



Verbascum tiirleri yetistikleri yorelerde geleneksel tipta uzun yillar kullanilmis ve halen
kullanilmakta olan bitkilerdir. Scrophulariaceae familyasina ait olan Verbascum tlrleri
yiizyillar boyunca ¢esitli dahili ve harici enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmigtir. Avrupa,
Asya, Afrika ve Kuzey Amerika’daki topluluklarin ¢ogu da Verbascum tiirlerini ¢esitli aktif
bilesen maddeler iceren yaprak ve cigeklerinin ¢esitli amaclar dogrultusunda kullanildigi

rapor edilmistir (Meurer-Grimes ve ark., 1999).

Yapilan arastirmalara gore Verbascum tirleri gigegi, ugucu yag miisilaj, hesperidozit ve
verbaskozit gibi flavon glikozitleri, yapragi ise saponin, miisilaj, rezin ve aci maddeler
gosterdigi gozlemlenmistir (Tanker, 1998; Tanker, 2003; Baytop, 1999). Ayrica Verbascum
tirlerinin ¢ok genis oranda aucubin, ajugal ve harpegozit gibi iridoid glikozitleri ile
verbaskozit gibi feniletonoid glikozitleri igerdikleri bildirilmistir. Avrupa kokenli Verbascum
tdrlerinin ise iridoid, lignan, saponin, flavonoit ve sterol icerdikleri de belirtilmistir (Akdemir
ve ark., 2004).

Baz1 Sigirkuyrugu tiirlerinin (Tiirkiye’de yaygin olan V.sinuatum L. tiirii gibi) tohumlari
tasidiklar1 saponozitlerden dolayi, baliklar i¢in zehirlidir. Kuzey dogu Anadolu boélgesinde
“balik otu” adiyla taninan Verbascum tirleri, meyveli dallar1 g6l ve dere sularina atilarak

baliklarin 6ldiiriiliip yakalanmasinda kullanilmaktadir (Baytop, 1999).

Tablo 2.2. Verbascum myrianthum Boiss. bitkisinin sistematikteki yeri

Alem Plantae

BolUm Magnoliophyta

Simif Magnoliopsida

Takim Polemoniales

Aile Scrophulariaceae

Cins Verbascum

Tur Verbascum myrianthum Boiss.

2.2.1. Verbascum myrianthum Boiss. Genel Ozellikleri

Iki yillik veya ¢ok yillik, 60-100 cm, sikisik grimsi tiiylii kars1 beyaz tiiylii, erken
bitmis, yukarida olgunlukta tiiysiiz. Sap genis koseli, genellikle tabandan dallanmis. Bazal
yapraklar dikdortgen koseli mizrak seklinde, 15-20 x 4-6 cm, kabaca ve kit ¢entikli veya daha
cok orta oyulmus loblu, oyulmus loblu ile birlikte kenar1 ¢entikli veya asagida sig loblu

pargalar, yaprak sap1 3-5 cm; istteki sap kisa, subentire. Cigeklerin durusu ¢ok dallanmus, (1)-
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2-4 gevsek cigek kiimeleri ile genis panikiil seklinde. Brakte (gigek yapragi) seritsi acutish.
Cigek sap1 7 mm, brakteler seritsi, ufak. Kaliks 3-6mm, loblar seritsi yada seritli dikdortgen, +
kiit uclu. Korolla sar1, cap1 12-16 mm, saydam bezelerle birlikte, distan tiiylii. Stamenler 5,
basciklar bobreksi, flamenler beyazimsi sari tiiy ile 2 bas¢ik kilsiz yukarida. Kapsiil eliptik

yumurtamst, 4-5 X 3-4 mm taylu.
FI. 7-8. Sik ve steppicslopes, 400-650m.

Tip: Anatolia kuzey Paphlagonia et Golotia dolaylarinda [ Tiirkiye A6 Tokat] Tokat,
Wiedemann 257 (G!)

C.& bitisik N. Anatolia. A5 Amasya: Amasia, nr. Bogazhan, 400-600 m, Bornm.
1889: 1249 (type of V. Amasianum)! A6 Tokat: Turchal (Turhal), 650 m, Krause 3805.

Endemik: Av.-Sib. Bolgesi, V. Leucophyllum ile ilgili Griseb. Avrupadan.

Sekil 2.4: V. myrianthum Boiss.’un bitki yapisi
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2.3. Serbest Radikaller

Oksijen viicutta ¢ifti olmayan iki farkli atoma ayrilir. Elektronlar ise ¢iftler halinde
bulunma egilimine sahiptir. Bu nedenle serbest radikaller olarak adlandirilan elektronlarini
ciftleyecek atom bulma istegiyle viicuda zarar verir. Bu zararlar hiicresel boyutta DNA ve

proteine yoneliktir. (Cavdar ve ark., 1997).

Serbest radikaller, viicutta normal metabolik reaksiyonlar sonucunda meydana gelen
kararsiz bilesiklerdir. Bu bilesikler viicutta siiperoksit dis mutaz (SOD) vb. enzimler aracilig
ile ortadan kaldirilabilmektedir (Nicholls ve ark., 2000). Ancak bazi durumlarda s6z konusu
enzimde meydana gelen kalitsal hasarlar ya da serbest radikallerin, yaslanmaya bagli olarak
hiicrelerde asir1 birikim gostermesi, yaslanmanin hizlanmasina, hiicrelerin 6liimiine veya

kontrolsiiz ¢cogalmalarina neden olmaktadir (Sun ve ark., 1988).

Cevre kirliligi, radyasyon, kimyasallar, toksinler, yagda kizartilmis yiyecekler, psikolojik
stres ve daha pek c¢ok nedenden dolayr olusan serbest radikaller, bagisiklik sistemi
antioksidanlarinin tiikkenmesine, gen ifadesinde degismelere ve mutasyonlarin olusumuna

neden olur (Pourmorad ve ark., 2006).

Potansiyel olarak biyolojik hasarlar olusturan serbest radikallerin zarar verici etkilerine
“’oksidadif stres’’ denir. Dokular bu hasardan etkilenmemesi i¢in serbest radikaller etkisiz
duruma getirilmelidir. Reaktif oksijen tirlerinin zarar verici yonleri enzimatik veya enzimatik

olmayan antioksidan etkiye sahip maddelerle dengelenebilmektedir. (Kopani ve ark., 2006).

Gunumuzde serbest radikallerin bircok organizma tiriinde genetik mutasyonlara ve
molekiiler diizeyde transformasyonlara yol actigi bilinmektedir. Bu bilesiklerin yol ac¢tigi
oksidatif stres, birgok hastaligin temelidir (Switata ve Loewen, 2002). Antioksidan maddeler,
metabolik zincir reaksiyonlar1 igerisinde okside olabilme potansiyeline sahip substratlarin
oksidasyonunu Onleyebilme veya geciktirebilme yetenegine sahiptirler. Bu nedenle birgok

hastaligin tedavisinde 6nemli bilesikler olarak goriilmektedirler (Halliwell ve ark., 2003).

Saglikli biyolojik sistemlerde antioksidasyon ile oksidasyon arasindaki denge kritik bir
oneme sahiptir. Ancak serbest radikallerin artig1 viicutta bu dengeyi bozar. Bu dengesizlikler,
Diyabet, Kanser, Fel¢, Alzheimer ve Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarin olusmasina
sebep olabilir (Letelier ve ark., 2008).
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Insanlarda gesitli rahatsizliklara ve yaslanmaya neden oldugu bilinen oksidatif stres;
oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin hastaliklara sebep olan oksidanlar lehine
bozulmasi olarak tanimlanabilir. Dengenin oksidasyon yoniine dogru kaymasi ¢ok kolaydir

(Katalinic ve ark., 2006).

BEYIN
Alzheimer, Parkinson, Otizm, ALS

KALP BOBREK

Kroner kalp hastalig1, Urelitiyazis ( Idrar tas1 olusumu)

Damar tikanikligi

OBEZITE GOz
Katarakt

GOGUS OKSIDATIF KAN

Astim, Akciger kanseri Hipertansiyon, Lésemi,

STRES

Talasemi

KARACIGER
ve PANKREAS

UREME SiSTEMi

Erkek ve Kadinda Verimsizlik Diyabet, Wilson Hastalig1, Siroz
SAC ve DERI

Agarmis saglar. Melanin bozuklugu

Sekil 2.5. Oksidatif stresin insan saglig1 iizerindeki olumsuz etkileri

Oksijenden iiretilen radikaller, canli sistemlerde meydana gelen radikallerin en 6nemli
siifin1 temsil eder (Valko ve ark., 2007). ROS sentetik antioksidanlar veya gidalarla alinan
antioksidanlar tarafindan siipiiriilmektedir. Bu nedenle, antioksidanlarin radikal siiplirme

aktivitelerinin 6l¢iimii biiylik 6nem tasimaktadir (Bektasoglu, 2007).

ROS, radikalik ve radikalik olmayan oksijen tiirleri igerir. Ornegin, H202(Hidrojen
peroksit) bir serbest radikal degildir; fakat ROS olarak kabul edilir. Geg¢is metal iyonlarinin
(Demir (Fe), Bakir (Cu), Cinko (Zn), Nikel (Ni), Mangan (Mn), Kobalt (Co), Kursun (Pb)
vb.) varhiginda en reaktif ve hasar verici radikal olan hidroksil radikali (OH) tiretilir. Bu

reaksiyon “Feton reaksiyonu” olarak bilinir (Cross ve ark., 1987).
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2.3.1. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikal kaynaklar1 endojen ve eksojen olmak {izere iki baslik altinda incelenebilir.
Canli fizyolojisinde dogal yollarla birgok oksidan olusumu hiicresel aktiviteyle
olusabilmektedir. Canli organizmanin yasaminin tiim sahalar1 boyunca disaridan alinan veya
maruz kalinan kaynaklarla eksojen kaynaklar olusabilmektedir. Hava kirliligi, tiitiin tiikketimi,
iyonizan radyasyon, pestisit kullanimi, ilaglar eksojen kaynaklara ornek olarak verilebilir

(Delibas ve Ozcankaya, 1995).

Oksidatif strese neden olan radikal yapimi eksojen ve endojen faktorleri igeren cesitli
mekanizmalarla gergeklesir. Coklu doymamis yag asitleriyle beslenme, alkol alimi, asiri
demir ve bakir alinmasi, antioksidan iceren gidalarca fakir ve hayvansal proteinlerce zengin
beslenme, sigara dumani, hava kirliligi (O3, NO2, SO2), diger kirleticiler (asbest, pestisit) ve
radyasyona maruz kalma eksojen faktorler arasindadir. Bilingsiz yapilan veya yetersiz fiziksel
egzersiz, stres, yaslilik, doku hasar1 ve kronik hastaliklar, enzim reaksiyonlari, otooksidasyon

tepkimeleri endojen faktorlere drnek verilebilir (Antmen, 2005).

Tablo 2.3. Organizmada serbest radikallerin olusma yollar1

A. Eksojen Faktorler: B. Endojen Faktorler

1. Diyetsel 1. Fiziksel egzersiz/sedanter yasam

a. Cok doymamis yag asitlerince zengin beslenme 2. Stres

b. Alkol alim 3. Yashilik

c. Fazla kalorili beslenme (Obesite) 4. Doku hasar1 ve kronik hastaliklar

(aterioskleroz, kanser, kronik
inflamasyon, vs.)

d. Hayvansal proteinlerce zengin beslenme 5. Diyetsel antioksidanlarin
saglanmasim1  etkileyen  kosullar
(istahsizlik, kolestaz,

malabsorbsiyon, vs.)

Asir1 demir, bakir alinmast

Yiyeceklerin uygun olmayan kosullarda hazirlanmasi
Yemek pisirme yontemlerindeki hatalar

Cevresel

Sigara dumani

Hava kirliligi (O2, NO2, SO2, hidrokarbonlar)

Diger kirleticiler ( asbest, pestisitler vs.)

Radyasyon

Ilaglar

Anti kanser ilaclar (‘adriamisin, vs.)

Glutatyon tliketen ilaclar (asetaminofen, kokain, vs.)

TP we oo Na o
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Eksojen ve endojen olarak olusan serbest radikaller asagidaki sekilde de gosterildigi gibi
hiicrede DNA, protein, lipit, karbonhidrat ve enzim gibi ana bilesenler tizerinde etki
gostererek olusmaktadir. (Akkus, 1995).

Respiratory

%g enzymes

Protein
damage

Mitochondrial
damage

Membrane
damage

Cell swelling
Increased
permeability

Massive influx
of Ca?*

Lipid peroxidation

Sekil 2.6. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri (Onat ve ark, 2002).

RER: Granilli Endoplazmik Retikulum, SER: Granilsiiz Endoplazmik Retikulum, DNA: Deoksiribo nikleik
asit, Oz~ Stperoksit radikali, OH ": Hidroksil radikali, Na: Sodyum, Ca: Kalsiyum, H20: Su.

Serbest Radikaller

— N\

Lipit Peroksidasyonu  Karbonhidrat Hasar1  Protein hasar: DNA hasar1

Hiicre i¢i Ca*™" artig1

ATP sentezinin azalmasi
4
Hiicre i¢i Fe'™ artisi

v

NAD(H) yikimi <4— Poli (ADP) riboz sentetaz aktivasyonu

v

DNA, protein ve

Lipitlerde hasarin artis1 Zar peroksidasyonu ve hasari

/

Dokularda metal iyonlarinin Serbestlesmesi ve yakin hiicrelerde hasar

Sekil 2.7. Serbest radikallerin hasar olusturma mekanizmalari
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Yukaridaki sekilde serbest radikallerin lipit peroksidasyonu ve diger yollarla hasar

olusturma mekanizmalar1 gériilmektedir (Cross ve ark., 1987).

2.3.1.1. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkileri

Serbest radikaller viicuttaki hiicrelere zarar verici etkilere sahiptir. ilk tahribatta ilk
olarak yeni bir serbest radikal olusturur ve kontrol altina alinamayan zincirleme bir dizi
reaksiyon baglatirlar. Biyolojik olarak verilen hasarla karakterize radikal tabanli reaksiyonlar
arasinda en spesifik olani lipit peroksidasyonudur. Serbest radikaller, hiicre yapisinda zar
icerigindeki yaglara saldirdiginda yag molekiilinde degisim meydana gelir. Yaglarda
meydana gelen bu degisim sonucunda; hiicre zarmin yapist ve fonksiyonlar1 zarara
ugrayabilmektedir. Hiicre zar1 gidalarin, oksijenin ve suyun uzun siiren transferini yapamaz,
harcanan ftriinlerin atilmasini diizenleyemez. Serbest radikal tahribatinin devami; hiicre
zarinin igeriginde bulunan yaglarin parcalanmasina, hiicre zariin tahrip olmasina ve hiicre
bilesenlerinin bozulmasina neden olur. Hiicre iceriginde bulunan bilesenlerin hiicre digina
cikmasi hiicre etrafindaki dokularinda tahrip olmasina neden olabilir. Serbest radikal saldirist
ve hiicre zarmin tahribati yaglarin oksidasyonu veya oksidatif hasar olarak
isimlendirilmektedir. Serbest radikallerin dokularda olusturdugu hasar, arteoskleroz ve kalp
hastaliklarinin baslica nedeni olarak disiiniilmektedir. Oksidatif zararla tahrip olmus
trombositlerin arter duvarlarina tutunmasi ve kolesteroliin yiikselmesi damarlarda
bozulmalara yol agar. Bu olusumlarin tamami aterosklerozun ilerlemesine neden
olabilmektedir. Daha ileri agsamalarda ise; kardiyovaskiiler hastaliklar, kalbe ve beyine giden

kan ve oksijenin azalmasidir (Flayd, 1990; Mccord, 1985).

2.3.1.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler de serbest radikallerin hedefleridirler. Proteinlerin serbest radikallerden
etkilenme dereceleri aminoasit kompozisyonlarina baglidir. Doymamis bag ve —SH grubu
ihtiva eden proteinler kolayca okside olabilirler (Triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin,
metionin, sistein). Oksijen radikalleri proteinlerin primer, sekonder ve tersiyer yapilarini
etkileyebilir. Primer yapinin oksidatif modifikasyonu sekonder ve tersiyer yap1 degismelerine
neden olur. Proteolitik hassasiyette artig1 beraberinde getiren bu olaylar sonucunda membran

proteinlerinin yap1 ve fonksiyonlarinda degismeler olabilir. Sitopldzma ve membran
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proteinleri okside olduklarinda, ¢apraz baglanarak dimerlesir ve daha biiyiik agregatlara
dontgiirler. Hem proteinleri dnemli derecede hasar gorurler. Hidrojen peroksit ve stiperoksit
radikalleri, oksihemoglobinin methemoglobine doniismesine sebep olurlar. Proteinlerdeki in
vivo oksidatif hasar, transport proteinlerini, enzimleri, reseptoér fonksiyonunu ve belki de
immiin sistemi etkileyebilir. Aciga c¢ikan oksidatif protein hasar1 T{riinleri diger
biyomolekiller Gizerinde sekonder hasarlara yol acarlar (DNA enzimlerinin inaktivasyonu vs.)
(Aruoma, 1998; Kazzaz ve ark., 1996; Kelvin ve ark., 1987)

2.3.1.3. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu neticesinde peroksitler, hidrojen peroksit, glioksal
ve okzo aldehitler gibi yan drinler meydana gelmektedir. Okzo aldehitler DNA, RNA ve
proteinlerle bag yaparak antimitotik etki gosterirler. Bu nedenle kanser ve yaslanma gibi
olaylarda biiyiik rol oynarlar. Ayni sekilde bag dokusunun 6nemli mukopolisakkariti olan
hiyaltronik asit, hidrojen peroksit ve superoksit radikalinin etkisi altinda bozulmaya yol acar.
Bu durumda hiyaliironik asidin ¢ok oldugu yerlerde patolojik durumlar meydana

gelebilmektedir (Akkus, 1995; Halliwell, 1991).

2.3.1.4. Serbest Radikallerin Enzimlere Etkileri

Serbest radikaller proteolitik ve katabolik enzimleri artirirlar. Proteaz, fosfolipaz,
elastaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz ve galaktoz oksidaz gibi

enzimleri aktiflestirir. a-1-antitripsini inaktive ederler (Akkus, 1995; Halliwell, 1991).

2.3.1.5. Serbest Radikallerin Niikleik Asit ve DNA’ya Etkileri

Iyonize halde bulunan radyasyonun neden oldugu serbest radikaller DNA’y1 etkisi
altina alarak hiicrede mutasyona ve hicrenin 6limune sebebiyet vermektedir. Deoksiriboz ve
bazlarla ¢ok kolay bir sekilde reaksiyona giren OH " radikali ve H202, DNA tahribatina hatta
hicre 6limlerine sebep olabilmektedirler (Willcox ve ark. , 2004).
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2.3.2. Hiicrede Serbest Radikallerin Olusum Yerleri
Serbest radikaller hiicrenin tiim fraksiyonlarinda olusabilme 6zelligindedirler. Bunlar;

a. Mitokondrideki elektron transport zincir reaksiyonlari,

b. Endoplazmik retikulumdaki karma fonksiyonlu oksidaz sistemi,

c. Ksantinoksidaz, dopamin, B-hidrolaz, Urat oksidaz, D-amino oksidaz gibi enzimlerin
etkinligi,

d. Hiicre zarina bagli NADPH oksidaz, prostagladinsentetaz ve lipoksijenazlarin
faaliyeti,

e. Peroksizomlarda ve lizozomlardaki metabolik olaylardir (Girotti, 1998; Bottje ve ark.,

1995; Halliwel, 1994; Celik, 2001).

2.3.3. Reaktif Oksijen Turleri

Canlilarda bulunan en 6nemli serbest radikaller O2 tarafindan meydana gelmektedirler.
Oksijen; C, H, N ve S ile bir arada, organik molekiillerin esas yapisal ortamlarini
olusturuldugu ve aerobik canlilarda da enerji metabolizmasina dahil oldugu igin, biitlin
canlilar i¢in vazgegilmez ortak bir elementtir (Diplock, 1998). Oksijen eslestirilmis iki
elektron bulundurdugu ic¢in diradikal olarak isimlendirilir ve bu nedenle bagka serbest
radikallerle kolaylikla reaksiyona girmektedirler. Oksijen ¢esitli faktorlerin etkisiyle veya
yiiksek yogunlukta bulundugu bolgelerde toksik olan reaktif oksijen tiirevleri (ROS) olarak
adlandirilan serbest radikal kaynaklarini (superoksit(O2") radikali, hidrojen peroksit (H20z2),
hidroksil (OH) radikali, hipoklordz asit (HOCI), singlet oksijen (O2)) olusturabilmekte ve bu
organizma icin tehlikeli olabilmektedir (Mandal ve ark., 2009).

1- Radikaller:
v’ Superoksit radikali (Oz)
v Alkoksil radikal ( LO™)
v" Peroksil radikal ( LOO"™)
2- Radikal olmayanlar:
v" Hidrojen peroksit ( H20z)
v" Lipithidroperoksit (LOOH)
v" Hipoklorik asit (HOCL)
3- Singlet oksijen seklinde siniflandirilir (Cavdar ve ark., 1997).
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2.3.4. Serbest Radikallerin Biyolojik Hedefleri

Serbest radikaller hiicre ve dokulara pek cok hasar vermektedir. Bu hasarlar soyle

siralanabilir:

DNA’nin yapisinin bozulmasi,

Niikleotit yapili koenzimlerin par¢alanmasi,

Lipit peroksidasyonu zar yapisi ve 6zelliklerinin bozulmasi,
Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasindaki bozulmalar,
Protein ve lipitlerle baglantilar yapmasi,

Zar proteinlerinin bozulmasi,

Seroid ve yas pigmenti denilen bazi maddelerin birikmesi,

Proteinlerin hasara ugramasi ve protein dongiisiinde artis,

AN N N N N D N NN

Tiollere bagimli enzimlerin yapi1 ve Ozelliklerinin bozulmasi, hiicre ortaminin
tiol/disiilfit oraninin degismesi,

v" Kollajen ve elastin gibi uzun 6mirli proteinlerdeki oksido-rediiksiyon olaylarmnin
hasara ugrayarak kapillerde aterofibrotik degisikliklerin olugmasi,

v" Mukopolisakkaritlerin yikimi seklinde dzetlenebilir (Zhang ve ark. , 2005).

2.4. Antioksidanlar

Serbest radikalleri metabolize eden, serbest radikal olusumunu engelleyen veya serbest
radikallerin giderilmesini saglayan bu maddelere antioksidan maddeler adi verilmektedir.
Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu baskilayarak ya da reaktif oksijen tiirlerini
bir araya getirerek lipit peroksidasyonunu baskilamaktadirlar. Aerobik hiicrelerde pek c¢ok
antioksidan sistem bulunmaktadir (Celik, 2009).

Antioksidanlar gida iirlinlerinde veya viicutta diisiik konsantrasyonlarda bulundugunda bir
hedef molekilin oksidatif hasarmi geciktiren, engelleyen veya tamamen ortadan kaldiran

maddeler olarak adlandirilmaktadir. (Benzie ve ark., 1996; Singleton ve ark., 1999).

Antioksidanlar endojen ve eksojen kokenli olabilirler. Endojen kokenli antioksidanlar
enzimatik ve non-enzimatik olmak iizere iki siifa ayrilir. Eksojen kokenli antioksidanlar ise

vitaminler ve ilag antioksidanlar olarak siiflandirilabilirler (Aydemir ve ark., 2009).
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Tablo 2.4. Oksidanlarin kaynaklar1 (Ozdemir, 1993).

l. Normal Biyolojik islemler

e Oksijenli solunum

e Katabolik ve anabolik islemler

1. Oksidatif Stres Yapis1 Durumlar

1. iskemi, hemoraji, travma, entoksikasyonlar, radyoaktivite veya alerjik durumlar
2. Ksenobiyotik maddelerin etkisi

e inhale edilenler

Ahskanhk yapan maddeler

ilaglar

Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma
Uzun siireli metabolik hastahk

Diger nedenler: sicak soku, giines 151m

1. Yaslanma siireci.

= oo rwe

2.4.1. Antioksidanlarin Etki Mekanizmasi

Onal, (2009), Sengiil (2010), Ercan (2008)’a gére antioksidanlarin etki mekanizmasi
su sekildedir;

1. Temizleyici etki: Serbest oksijen radikallerini tutma ya da ¢ok daha zayif yeni bir
molekiile doniistiirme islemine ‘toplayici etki’ ad1 verilmektedir. Bilirubin, antioksidan
enzimler, trakeobrongial mukus ve kiigiik molekiiller bu c¢esit bir etki
gostermektedirler.

2. Baskilayical etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesime girip onlara bir hidrojen
aktarimi yaparak aktivitelerini indirgeyen ya da inaktif bigime donistiiren etki
‘bastirici etki’ olarak isimlendirilmektedir. Vitaminler ve flavonoidler bu 6zelliktedir.
Bilirubin de bu tarz antioksidan etkisi vardir.

3. Zincir kine etki: Serbest oksijen radikallerine tutunarak zincirini bozup 6zelliklerini
engelleyici etkiye ‘zincir kirict etki’ denir. Bilirubin, hemoglobin, seruloplazmin ve
mineraller zincir kirict etki gosterirler.

4. Onarict etki: Serbest radikallerin meydana getirdigi tahribati onarict etkiye
sahiptirler.

5. Hiicresel kinaz kayiplarimi 6nleme: Oksidasyon reaksiyonlarini durdururlar.

6. Tamamlayic1 etki: SOD gibi antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan

antioksidanlarin sentezini arttirarak veya sinerjik olarak etkilerini gosterirler.
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Tablo 2.5. Oksidanlarin etkileri (Ozdemir, 1993).

Hiicre organelleri ve membranlarindaki lipit ve protein yapisim bozarlar.

Hiicre ici yararh enzimleri etkisizlestirirler.

DNA’y1 tahrip ederler.

Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar.

Litik enzimleri aktive ederler.( Elastaz, proteaz, fosfolipaz, liposigenaz, siklooksigenaz,
ksantin oksidaz vs...)

Hiicrenin K kaybini arttirirlar.

Dokulara fagosit toplanmasim arttirir.

Hiicre disindaki kollejen doku komponentlerini, savunma enzimlerini(antiproteaz vs...)
ve transmitterleri yikarlar.

» Kapiller permeabiliteyi bozarlar.

YV V V|V|V

Y V|V

2.4.2. Antioksidanlarin Savunma Sistemi

Antioksidanlar asagidaki tabloda da goriildiigii gibi; ya enzimatik bir sekilde reaktif
bilesiklerin dengeli indirgenmesini saglayarak, peroksidasyon zincir reaksiyonunu inhibe
ederek ve reaktif oksijen tiirlerini toplayip, metal iyonlarmi inaktive ederek lipit
peroksidasyonunu 06zel olarak enzim aktivitesiyle ya da radikal ve toksinlerle direkt
reaksiyona girerek non-enzimatik sekilde inhibe ederler (Akkus, 1995; Girotti, 1998,
Halliwell, 1991; Croteau and Bohr, 1997; Henle and Linn, 1997; Kazaz ve ark., 1996; Tan ve
ark., 1998)

Tablo 2.6. Onemli antioksidanlar ve doku lokalizasyonlar1 (Mates ve ark., 1999; Tan ve ark.,
1998).

ENZIMATIK

DOKU LOKALIZASYONU

-SOD

Mitokondri ve sitozol

-GSH redoks sistemi
GSH-peroksidaz
GSH-rediktaz

Sitozol ve mitokondri
Sitozol ve mitokondri

-Katalaz

Peroksizomlar

- NON-ENZIMATIK

a. Yagda Coziinenler

-E Vitamini Membranlar ve ekstraseliiler sivi
-A vitamini Membranlar
-Ubiquinol Mitokondri
b. Suda Cézunenler
-C Vitamini Intraseliiler ve ekstraseliiler sivida yaygin
-Glutatyon Intraseliiler
-Urik asit Genel dagilimli
-Abiimine bagh bilirubin Plazma
C. Demir ve Bakir Baglayan Protein
-Alblmin Plazma
-Transferrin Plazma
-Seruloplazmin Plazma
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2.4.2.1. Antioksidan Vitaminler
2.4.2.1.1. Vitamin C (Askorbik Asit)

Giicli bir antioksidandir. Siiperoksit radikali, Hidroksil radikali ve Singlet O ile
kolayca reaksiyona girerek onlart etkisizlestirir. Sivi fazda bulunmasina karsin lipit
peroksidasyonunu baslatici radikalleri temizleyerek zarlar1 oksidan hasara karsi korur (Erenel
ve ark., 1992; Seven ve Candas, 1996; Sies ve ark., 1992; Tanakol, 1998; Yal¢in, 1998). E
vitaminini (a-tokoferol) rejenere ederek tokoferoksil radikalinin a-tokoferole indirgenmesini
saglar. Boylece E vitamini ile beraber etkin bir sekilde antioksidan etki gosterir. Ayrica
antiproteazlarin antioksidan maddelerle inaktive olmasini engeller (Britton ve Brown; 1995;
Sokol ve Hoffenberg, 1996; Tanakol, 1998; Unal, 1999; Yalcin, 1998).

2.4.2.1.2. Vitamin A

Biiyiime, gorme, iireme, epitelyum faklilasmasi ve immiin sistemde 6nemli gorevleri
olan A vitamini, serbest oksijen radikallerini temizleme 0&zelligi nedeniyle etkili bir
antioksidandir. Lipit fazda olup zincir kirici olarak etki gosterir (Bast ve ark., 1996; Blomhoff,
1987; Blomhoff ve ark., 1990;Seven ve Candan, 1996).

Hiicreleri oksidan strese karsi ti¢ farkli sekilde korur (Sokol, 1996; Yalg¢in, 1998):

1- Flavinler ve porfirinler gibi triplet uyaricilarin zararh etkilerini baskilama
2- Singlet Oz i baskilama

3- Peroksil radikallerin temizlenmesi

Antioksidan 06zelligi; antikanser, immiin sistem uyaric1 gorevlerinde ve koroner kalp
hastalig1 riskini azaltma gibi etkilerinde 6nemli yer tutar. Diisiik dansiteli lipoproteinin (LDL)
oksidasyonunu engellemede E vitamininden iki kat daha gii¢liidiir (Bast ve ark., 1996; Rocchi
ve ark., 1991; Seven ve Candan, 1996).

2.4.2.1.3. Vitamin E

E vitamini plazmada ve tim hicresel zarlarda bulunur. Lipit fazda, serbest radikal
temizleyicisi gibi davranan énemli bir antioksidandir (Burton ve Ingold, 1989; McCay, 1985;
Seven ve Candan, 1996; Sies ve ark., 1992; Sokol ve Hoffenberg, 1996; Van Herbay ve ark.,
1994). Dolasimdaki lipoproteinlerin korunmasinda ve hiicre zarlarinin goérevini dogru

yapmasinda ¢ok Onemi gorevleri vardir. Baglica rolii, radikalleri daha az aktif sekillere

20



dontistiirerek zarlari lipit peroksidasyonundan korumaktir. Peroksidasyon zincirini kirarak ilk

savunma hattini olusturur (Yal¢in, 1998; Yamazaki ve ark., 1993).

2.4.2.2. Diger Antioksidanlar
2.4.2.2.1. Seruloplazmin, Ferritin, Transferrin:

Demir (Fe) ve bakir (Cu) iyonlar1 serbest radikal reaksiyonlarina katilarak reaktivitesi
az olan radikallerin daha reaktif sekillere doniismesini hizlandirirlar (Feton ve Haber Weiss
reaksiyonlar1) (Erenel ve ark., 1992; Halliwell ve Chirico, 1993; Yalgin, 1998). Bu etkilerini
sadece serbest halde iken gosterebilirler. Cesitli molekiillere 6zellikle de proteinlere bagl iken
radikal reaksiyonlarinda yer almazlar. Bu nedenle Fe ve Cu depolanmasinda ve taginmasinda
rol alan proteinlerin (seruloplazmin, ferritin, transferrin) antioksidan savunmaya onemli
katkilar1 vardir (Tanakol, 1998; Yalgin, 1998).

2.4.2.3. Enzimatik antioksidanlar

a. Siiperoksit dismutaz (SOD): Siiperoksit radikaline kars1 ilk asama savunmadan
sorumludur. Superoksit radikalinin hidrojen peroksit ve molekuler oksijene
doniisiimiinii saglayarak ortadan kalmasini saglar (Seven ve Candas, 1996; Yalcgin,
1998).

b. Sitokrom C Oksidaz: Mitokondride solunum zincirinin son basamaginda yer alan ve
stiperoksit radikalini suya doniistiiren bir enzimdir (Seven ve Candas, 1996; Yalcin,
1998).

c. Katalaz: Hidrojen peroksiti molekler oksijen ve suya indirger (Seven ve Candas,
1996; Yalgin, 1998).

d. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): En 6nemli antioksidan enzimdir. Hidrojen peroksiti,
indirgenmis glutatyonu (GSH) oksitlenmis glutatyona (GSSG) ¢evirmede kullanilmak
iizere ortadan kaldirir(Seven ve Candas, 1996; Unal, 1999; Yalcin, 1998).

2.4.3. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi
4 farkli gruba ayrilirlar. Bunlar:

1. Yapilarina gore:
a. Enzimatik antioksidanlar

b. Enzim dis1 antioksidanlar

21



2. Kaynaklarma gore:
a. Endojen antioksidanlar
b. Eksojen antioksidanlar
3. Cozundrllklerine gore:
a. Sivi faz (non-membran®z)
b. Lipit faz (membran6z)
4. Yerlesimlerine gore:
a. Hiucre icinde bulunanlar

b. Plazma ve diger hiicre dis1 sivilarda bulunanlar (Yalgin; 1998).

2.5. Antimikrobiyal Aktivite

Bitkilerin insan saghigi agisindan onemli olan o6zellikleri 1900’1 yillardan itibaren
arastirilmaya baslamustir. Ilag kullanimina alternatif olarak antimikrobiyal 6zellige sahip
bitkilerin kullanilabildigini arastirmacilar belirtmislerdir. Buna ek olarak ila¢ direngliligini
indirgeyebilmek i¢in de antibiyotiklerle bitkilerin birlikte kullanilmasi gerektigine dikkat
¢cekmislerdir.

Bilinen biitiin antibiyotiklere diren¢ gelistirmekte olan bakteri gruplarinda, ilag direngliligi
artis gostermektedir ve yayilmaktadir. Bundan dolayi ilaglara alternatif olarak tibbi bitkilerin
kullanilmast 6nerilmekte ve yoresel bitkiler antimikrobiyal olarak kullanilmaktadir.
Antibakteriyal etkiye sahip olan bitkiler, halihazirda kullanilmakta olan antibiyotiklerden
farkli mekanizmalar ile bakterileri inhibe edebildiginden direng¢ gelistiren bakteri tiirlerini
kontrol altina alabilme yetenegine sahiptirler (Keles, 2000; Abascal ve Yarnell, 2002;
Onbasil ve ark., 2011; Toroglu ve Cenet, 2006).

Antibiyotikler, bazi bakteri ve mantarlarca iretilen ve diger bakterilerin liremesini
engelleyen (bakteriyostatik) veya onlart dldiiren (bakterisidal) dogal maddelerdir. Penisilin,
sefalosporinler ve makrolidler antibiyotiklere 6rnektir. Antibiyotiklerle benzer etkiyi gosteren,
ancak yapay olarak sentezlenen kimyasal bilesikler ise kemoterapotik ajanlar olarak
isimlendirilmektedir.  Siilfonamidler, kinonlar, imidazoller bunlara O6rnektik. Bazi
antibiyotikler veya tirevleri kimyasal manuplasyonlarla sentezlenebilmektedir (semi-sentetik

antibiyotikler). Bundan dolayi, bu terimler arasindaki sinir her zaman net olarak
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cizilemeyebilir. Antimikrobiyal terimi ise antibiyotik ve kemoterap6tik terimlerinin ikisini de

kapsar (Saran ve Karahan, 2010).

Antimikrobiyalleri diger ilaglardan farkli kilan 6nemli 6zelliklerden birisi de, etkilerinin
verildikleri konaga degil, patojen mikroorganizmalara yonelik olmasidir (Kdksal, 2010).
Konaga herhangi bir zarar vermeden mikroorganizmalarin iiremelerinin inhibe edilmesi
olarak tanimlanan segici toksisite, mikroorganizma ile insan arasinda yapi ve metabolizma
farkliliklarinin ortaya c¢ikarilmasi ile elde edilir. Ornegin penisilinler ve sefalosporinler,
peptidoglikan sentezini inhibe etmesi sebebiyle bakteri (remesini inhibe edip insan

hicrelerinin Gremesini etkilemediklerinden etkin antibakteriyal ajanlardir (Lewinson, 2008).

2.5.1. Antimikrobiyal Maddelerin Etki Mekanizmasi

Antimikrobiyaller, etki mekanizmasina gore bes smifta toplanirlar (Saran ve Karahan,
2010);

a. Hiicre duvart sentez inhibitorleri

b. Protein sentez inhibitorleri

c. Niukleik asit sentez inhibitorleri

d. Antimetabolitler (Bakterilerde ara metabolizmay1 bozanlar)

€. Membran biitiinliiglinii bozanlar olmak tizere 5 grupta incelenir.

2.5.2. Antimikrobiyal Ilaclar ve Direnc

Direng, bir bakterinin antimikrobiyal bir ajanin bakteriyosit veya bakteriyostatik etkisine
kars1 gelebilme yetenegidir. Diren¢ olusumu ve yayilimi genel olarak gereksiz ve bilingsiz
antibiyotik kullanimina baglanmakla birlikte 1940’1 yillarda dayaniklilik ya da direng, bir
bakterinin antimikrobiyal bir ajanin 6ldiiriici veya liremeyi durdurucu etkisine direnebilme
yetenegidir. Dayanikliligin farklilagsmasi ve yayilimi ekseriyetle gereksiz ve uygunsuz
antibiyotik kullanimina bagh olmakla birlikte 1940’11 yillarda antibiyotiklerin kullanilmadigi
bir takim adalar da toprak ve digki 6rneklerinde tetrasiklin ve streptomisine kargi dayanikli
bakteriler oldugunu belirtmektedir. Antibiyotige kars1 dayanikliligin bir tek yaygin antibiyotik
kullanim1 sonucu degil, bakterilerin uygun olmayan c¢evre sartlarinda yagsamini devam

ettirmek i¢in kullanildig1 savunma siirecinin bir pargasi oldugu da belirtmektedir (Yiice,
2001).
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Bakteriler ilaca dogal olarak dayanikli da olabilir. Bu tiirden bir dayaniklilik bakterinin
temel Ozelligidir ve ila¢ kullanimi1 ile de bir baglantis1 yoktur. Dogal direng, bu
mikroorganizmalarin tiir 6zelligi bakimindan ilacin hedefi olan bir yapiy1 tasimamalarinin
veya ilacin yapisal bir 6zellikten otiirii hedefine ulasamamasinin bir sonucudur. Ornegin ilacin
dis membrandan dolayr Gram negatif bakteriler vankomisine dogal direng¢liyken ayni sekilde

metabolik olarak inaktif olan bakteri sporlart dogal direnglidir (Yiice,2001).

Belirli bir ilaca bagli dayanikli olan bazi mikroorganizmalarin, benzer ya da ayni
mekanizma ile etki eden baska ilaglara karsida dayaniklilik gdstermesi ¢apraz direng olarak
tamimlanir. Cogunlukla neomisin-kanamisin gibi yapilar1 benzerlik gosteren ilaglarda

g6zlemlenen bu durum, linkomisin, eritromisin gibi ilgisiz ilaclarda da gorulur (Yice, 2001).
2.5.3. Stenotrophomonas maltophilia’ nin Genel Ozellikleri

Gram-negatif, non-fermantatif ve aerobik bir basil olmakla birlikte firsatg1 bir patojen
bakteridir. Stenotrophomonas maltophilia diger bakteri tiirlerine nazaran oldukga kiigiiktiir.
Boyut oranina bakildigi zaman 0.7-1.8 x 0.4-0.7 um civarindadir. Doga da oldukca cok
bulunmakla birlikte S. maltophilia oksidaz negatif katalaz pozitif 0zellik gostermektedir.
Hareketli polar kamgilari bulunur. Mac-Conkey agar iizerinde renkli pigmentli, birlesmis
topluluklar bi¢iminde c¢ogalirlar. Bu bakteri ¢ogunlukla yetiskinlerin orofarinksleri ile
balgamlarindan izole edilebilecegi gibi iginde bulundugumuz ortamlardan da yalitilabilir
(Dulger ve Berktas, 2007). Cevresel ortamlarda yaygin olmakla birlikte kanalizasyon, toprak,
su, bitkilerden ve hayvansal kaynaklardan izole edilebilir. Hastane ortamlarinda da yaygin
olarak bulunur (Senol, 2004). Ayrica bu bakterinin musluk suyu, pismemis siit, donmus balik,
kanalizasyon atiklari, hayvan ve insan diskisinda da tiredigi gosterilmistir (Pages ve ark.,
2008). Bu bakteri yara iltihaplarina ve iiriner sistem enfeksiyonlarina neden olur (Diilger ve

Berktag, 2007).

Bu bakterinin iltihaplarinin en sik klinik tablosu pnomoni seklindedir. Bunu da kan

dolagim iltihaplar ile birlikte daha az siklikla idrar yolu ve yara yeri iltihaplar takip eder
(Denton ve Kerr, 1998).

2.5.4. Antimikrobiyal Duyarhhgn Belirlenmesi

In vitro antimikrobiyal duyarliligin belirlenmesinde; broth makrodilusyon, broth

mikrodilusyon, agar dilusyon, E-testi, disk difiizyon gibi yontemler kullanilmaktadir
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(Yildirim, 2010). Bu yontemleri temel olarak iki grupta toplayabiliriz. Bunlar dilusyon
(Seyreltme) yontemleri ve diflizyon (Yayilim) yontemleridir.

Dilusyon yontemlerinde kural sivi veya kati besiyerleri i¢inde antimikrobiklerin belirli

seyreltmeleri yapilarak mikroorganizmalarla karsilastiriimast yapilmasidir (Bilgehan, 2004).

Difuzyon yontemleri kati besiyerine uygulanir. Temel kural plak besiyerine ekilen
mikroorganizmalarin, besiyerine konulmus olan disklerdeki, besiyerlerine agilmig
cukurlardaki ya da cam veya porselen silindirlerdeki, etrafina yayilmakta olan antimikrobiyal
maddelerle birlikte ¢ogalmalar1 seklinde 06zetlenebilir.  Antimikrobiyal maddenin
mikroorganizmaya olan etkisinin derecesi olusan lireme Onlenim zonlarinin Sl¢lilmesiyle

anlasilir (Bilgehan, 2004).
2.5.5. Disk Diftizyon Testi

Bu yontem Antimikrobiyal aktivite belirlenmesinde kullanilan en yaygin yontemdir. Disk
difiizyon yonteminde, denenilen mikroorganizma ile mikroorganizma ilave inokule edilmis
kat1 besiyerinde bulunan disk veya kuyucuga antimikrobiyal madde eklenir. Daha sonra
besiyerde antimikrobiyal maddenin antimikrobiyal etkisini belirlemek icin bu maddenin
olusturdugu aktiviteye bagli olusan inhibisyon zon c¢aplar1 hesaplanarak ekstratin
antimikrobiyal etkisi belirlenmektedir. Bu yontem de, standart bir bicimde hastalik olusturan
mikroorganimalarda antibiyotik hassasiyetinin aragtirilmasi i¢in kullanilmaktadir (Sahin,

2006; Madigan ve Martinko, 2010).
2.6. DNA Koruyucu Aktivite

Gilines 1smnlart diinyamiza atmosferin korucu tabakasindan gecerek ulagir. Ancak
Stratosfer tabakasinin tahrip olmasi sonucu giines 1sinlarindan gelen UV isinlar1 canlilar
Uzerinde pek ¢ok olumsuz etkileri oldugu bilim diinyasi tarafindan kabul gormiistir. UV
1isinlart insan sagligi bakimindan, deri kanseri ve deri yaglanmalar1 gibi 6nemli hastaliklara
sebep oldugu ifade edilmistir. Aslinda insan derisi genetik materyalindeki organizasyonu
sayesinde, UV 1sinlar1 ile VIS i1sinlarinin zararli etkisini diisiirecek 6zellesmis bir seri
mekanizmayr bulundurur. Fakat ultra viyole i1sinlara asir1 miktarda maruz kaldigindan,
hiicresel antioksidanlarin sayisinda azalmaya bagl olarak ve bunun sonucunda da ROS’nin
sebep oldugu ultra viyole kaynakli oksidatif DNA tahribatina neden olmaktadir. UV 1sinlar
haricinde serbest radikaller de DNA tahribatina neden olmaktadir. Serbest radikal tiirlerinden

biri olan H202, guanini, 8 hidroksi guanine doniistiirmesi sonucu DNA iizerinde bir takim
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hasarlara sebep olmaktadir (Gutteridge, 1984). Bu ylizden DNA hasarini1 kontrol edebilmek
icin bitki ve bitki tiirevlerinden yararlanilmaktadir. Ayrica yeni bilesikler arastirilarak tibbi ve
aromatik bitkilerden elde edilmis 6ziitlerden daha detayli ¢alismalarin oldugu bildirilmistir
(Feig ve ark., 1994). Ayrica antioksidanlarin, ultraviyole 1sinlarinin bu olumsuz etkilerine
karst1 koruma sagladigi bildirilmistir. Buna ek olarak, enzimatikle enzimatik olmayan
antioksidanlarin bolgesel olarak (deri lizerinde) uygulanmasinin cilt iizerinde UV 1sinlarinin

olumsuz etkilerinin korunmasina karsi etkili oldugu bildirilmistir (Tepe ve ark., 2011).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Astragalus tokatensis Fischer’in ve Verbascum myrianthum Boiss.’un Toplanmasi

ve Teshisi

Calisma icin kullanilan Astragalus tokatensis Fischer bitkisi, Tokat ili Turhal-Zile arasi
Ayranpiari mevkisinden, ¢iceklenme dénemi olan Temmuz ayinda, yasadigi habitattan kok,
govde, yaprak ve ¢igek kisimlari toplanarak toplanan 6rnekler herbaryum tekniklerine uygun
olarak preslenip kurutulmustur (Secmen ve ark., 1988). Gazi Osmanpasa Universitesi, Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii &gretim iiyelerinden Dr. Ogr. Uyesi Bedrettin SELVi
tarafindan teshis edilmistir (GOPU herbaryum numaras1,7932). Teshisi yapildiktan sonra
saglikli ve taze goriilen yaprak ve ¢igek kisimlari ¢alisma igin segilerek kullanilmadan 6nce

distile su ile yikanarak kurutulmustur.

A6 TOKAT: Zile, Ayranpinari civari, 650-750 m, 13.07.2017, Bedrettin Selvi, N. Kibra
Zanbak, 6621.

Calisma igin kullanilan Verbascum myrianthum Boiss. bitkisi Tokat ili, Almus, Mescit
yaylasi civarindan, giceklenme donemi olan Agustos ayinda, yasadigi habitattan kok, govde,
yaprak ve ¢icek kisimlari toplanarak, toplanan drnekler herbaryum tekniklerine uygun olarak
preslenip kurutulmustur (Secmen ve ark., 1988). Gazi Osmanpasa Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii 6gretim iiyelerinden Dr. Ogr. Uyesi Bedrettin SELVI tarafindan
teshis edilmistir (GOPU herbaryum numarasi1,7933). Teshisi yapildiktan sonra saglikli ve taze
gorlilen yaprak ve cicek kisimlar1 ¢alisma ig¢in secilerek bu kisimlar kullanilmadan 6nce

distile su ile yikanarak kurutulmustur.

A6 TOKAT: Almus, Mescit yaylasi civari, 1650-1750 m, 18.08.2017, Bedrettin Selvi,
N.Kibra Zanbak, 6800.

3.2. Astragalus tokatensis Fischer ile Verbascum myrianthum Boiss. Bitkilerinin

Ozutlerinin Elde Edilmesi

3.2.1. Kullamlan Materyaller
v' Distile su
v" Metanol
v" Hekzan
v

Diklorometan
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3.2.2. Metod

Astragalus tokatensis Fischer ve Verbascum myrianthum Boiss. bitkilerinin 6zutlerinin
eldesi icin bitkilerin kullanilacak kisimlar1 6giitiicii ile toz haline getirildi. Oziit ¢ikarma
islemi igin ¢oziicii ile birlikte basing uygulandi. Oziit ¢ikarma isleminde kullanilan ¢dziiciiler
su, metanol, hekzan ve diklormetan olarak belirlenerek 6ziitleme islemi bu solventler ile
gergeklestirildi. Elde edilen oziitler deney baslayincaya kadar +4 °C' de saklanmustir (Giilagt
ve ark., 2007).

Basingli solvent ekstraksiyon yontemi kullanilarak gerceklestirilen islemde Astragalus
tokatensis Fischer ve Verbascum myrianthum Boiss. bitkilerinin dgiitiilen yaprak ve gigek
kisimlar1 hassas terazide 5 gr olarak tartildi. Tartilan kisimlar yagl kagida konularak Soxthern
cihazinin tiiplerinin igine yerlestirildi, 5.1 bar basingta, 2 saat boyunca 5 grama 150 ml distile
su eklenerek Oziitleme yapildi. Diger solventler i¢inde ayni miktarlar kullanilarak 6ziitleme
islemi her solvent i¢cin uygun sicaklik ve siire belirlenerek yapilmistir. Her birinde siiresi
doldukca icindeki sivi kismi petri kaplarina konularak sivi kisminin u¢gmasi beklendi. Bunu
sebebi ise, igindeki maddenin daha kolay ucarak oziitlerin daha kisa siirede elde edilmesini

saglamaktir.

Bu c¢alismada antioksidan aktivite belirlenmesinde c¢alisilacak bitkiler Astragalus
tokatensis Fischer ile Verbascum myrianthum Boiss. bitkileridir. Bu bitkilerin yaprak ve gicek
kisimlarinin 4 farkli ¢oziicii (distile su, metanol, hekzan ve diklormetan) ile Oziitleri elde

edilmis bitkilerin 6ziit mektarlar1 sirasi ile;

v Geven bitkisinin yaprak kisimlarindan elde edilen 6ziitler sirasiyla;

Distile su: 35.0 mg/ 700 ul
Metanol: 25.7 mg/ 500 pl

Hekzan: 30.5 mg/ 600 pl
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Diklormetan: 10.0 mg/ 200 ul oziitler elde edilerek belirtilen miktarlarda su ile diliiye

edilmisgtir.
v Geven bitkisinin ¢igek kismindan elde edilen 6ziitler sirasiyla;
Distile su: 25.5 mg/ 500 pl
Metanol: 20.4 mg/ 400 pl
Hekzan: 2.0 mg/ 120 pl

Diklormetan: 2.0 mg/ 120 pl oziitler elde edilerek belirtilen miktarlarda su ile diliiye

edilmistir.
v Sigirkuyrugu bitkisinin yaprak kismindan elde edilen oziitler sirasiyla;
Distile su: 30.0 mg/ 600 pul
Metanol: 50.0 mg/ 1000 pl
Hekzan: 5.0 mg/ 400 pl

Diklormetan: 2.0 mg/ 200 pl oziitler elde edilerek belirtilen miktarlarda su ile diliiye

edilmistir.
v Sigirkuyrugu bitkisinin ¢igek kismindan elde edilen 6ziitler sirasiyla;
Distile su: 50.0 mg/ 1000 pl
Metanol: 50.0 mg/ 1000 pl
Hekzan: 15.0 mg/ 500 pl

Diklormetan: 27.0 mg/ 500 pl oziitler elde edilerek belirtilen miktarlarda su ile diliiye

edilmistir.
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Sekil 3.8. Oziitleme islemi i¢in kullanilan basingli ekstraksyon cihazi

3.3. Astragalus tokatensis Fischer ve Verbascum myrianthum Boiss. Ozutlerinin

Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanilan Parametreler ve Metod

3.3.1. TAS (Total Antioksidan Seviye) ile Antioksidan Aktive Belirlenmesi

Reaktif oksijen tirleri fizyolojik ve metabolik siiregler sonucunda olusur. Zararl oksidatif
reaksiyonlar, enzimatik ya da enzimatik olmayan aktivitelerle organizmadan uzaklastirilir.
Belirli sartlar altinda, oksidanlarin artmasi ya da antioksidanlardaki azalmanin Oniine
gecilemez. Bu durumda, 100’ den fazla hastalik ortaya g¢ikabilir. Antioksidan molekiiller bu

zararli reaksiyonlar1 ya bastirir ya da engeller.

Astragalus tokatensis Fischer ve Verbascum myrianthum Boiss. bitkilerinin yaprak ve
cicek oOziitleri, ticari olarak satilan kitlerle antioksidan kapasitesinin belirlenmesini saglamak
i¢in kullanilmaktadir. Ornekteki antioksidanlar, koyu mavi-yesil renkli ABTS’yi renksiz
indirgenmis ABTS formuna doniistiirerek 660 nm absorbanstaki degisim Ornegin total
antioksidan seviyesini belirtir. Ticari olarak trolox olarak adlandirilan bu test E vitamini
benzeri ile kalibre edilir. Ornegin, kan serumu, plazma, iire, doku homojenat1 hiicre lizati,
meyve sulari, bitki 6ziitleri ve yaglar kullanilabilir. Calismamizda da Rel Assay Diagnostics-

TAS Assay Kit kullanilmistir.

TAS ile antioksidan aktive belirlenmesinde; TAS assay kit, Astragalus tokatensis Fischer
ile Verbascum myrianthum Boiss. bitkilerinin yaprak ve cicek 0Ozdtleri, Spektrofotometre,

Eliza plate kullanilmistir.
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TAS ile antioksidan aktive belirlenmesi i¢in asagida belirtilen metod kullanilmistir.
Kit icerisinde;

Reagent 1 (Buffer)

Reagent 2 (Renkli ABTS Radikal Soliisyon)

Standart 1 (0,0 mmol Troleks Equiv./L)

Standart 2 (1.00 mmol Troleks Equiv./L)

Reaktif 1’ den 200 ul alinarak kuyucuga eklenir. Uzerine 12 pl bitki 6rnegi konularak
baslangic absorbansi 660 nm spektrofotometrik olarak dlgiiliir. Uzerine 30 pl Reaktif 2 ilave
edilerek 5 dakika 37°C’ de inkiibasyon yapilarak, inkiibasyon sonrasi 660 nm’de ikinci

absorbansi alinir. TAS degeri asagida belirtilen formiil kullanilarak hesaplanmuistir.
A Abs std 1: std 1’ in ikinci absorbansi- std 1 “in birinci absorbansi
A Abs std 2: std 2’ in ikinci absorbansi- std 2’ in birinci absorbansi
A Ornek abs: drnegin ikinci absorbansi- drnegin birinci absorbansi

SONUC: [A Abs std1- A Abs 6rnek] / [A Abs std1- A Abs std2]

3.3.2. Total Oksidan Seviye (TOS) ile Antioksidan Aktive Belirlenmesi

Metabolik ve fizyolojik sureclerde, nitrojen turleri ile reaktif oksijen dretilir. Bunlar
enzimatik ya da non-enzimatik stirecler ile uzaklastirilir. Belirli sartlar altinda, oksidanlardaki
artma ya da antioksidanlardaki azalma, énlenemez bu durumlarda, 100’ den fazla hastalik
ortaya cikabilir. Antioksidan molekiiller bu zararli reaksiyonlar1 ya bastirir ya da engeller.
Burada kullanilmis olan metodun amaci, incelenilmek istenen Orneklerin oksidan
potansiyelini belirlemektir. Ornekte bulunan oksidanlar, demir iyonu selat kompleksini demir
iyonuna oksitler. Oksitlenme reaksiyonu, ortamda bulunan arttirict molekiillerle uzatilir.
Demir iyonu, asidik bir ortamdaki pigment ile renkli bir kompleks olusturur. Elde edilen
rengin siddeti, spektrofotometrik olarak Olcilebilmekte ve drnekte bulunan oksidan molekiil

miktariyla iliskilidir. Yapilan bu test, H20O2 ile kalibre edilir. Absorbans degeri ise ornekteki
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oksidan degerini gostermektedir. Elde edilen sonuglar ise pmol H20: Equiv./L ile

kiyaslanarak total oksidan seviye degeri saptanir (Tarpey MM. ve ark., 2004).

Omnek olarak, plazma, kan serumu, hiicre lizati, iire, doku homojenati meyve sulari, bitki
oOziitleri ve yaglar kullanilabilir. Yapilan ¢alismamizda Rel Assay Diagnostics- TOS Assay
Kit kullanild.

TOS ile antioksidan aktive belirlenmesinde, TOS assay kit, Astragalus tokatensis Fischer ile
Verbascum myrianthum Boiss. bitkilerinin yaprak ve cicek ozitleri, Spektrofotometre, Eliza

plate kullanilmistir.
TOS ile antioksidan aktive belirlenmesi i¢in asagida belirtilen metod kullanilmigtir.
Kit icerisinde;
Reagent 1 (Assay buffer)
Reagent 2 (Prokromojen soliisyon)
Standart 1 (Ko6r sollsyon: distile su)
Standart 2 (Stok Stabilize Standart Sollsyon (SSSS): 800mM H20: Equiv./L)

Standart c¢alisma ¢6zeltisinin hazirlanmasinda SSSS distile su ile kirk kez seyreltilir.
Seyrelttigimiz standart 2° den 5 pl ependorfa alinarak {izerine 1 ml distile su eklenerek
vortekslendi. Devaminda vorteksledigimiz ¢6zeltiden 5 pl alinarak ikinci kez 1 ml distile su
ilave edilerek vortekslenir. Sonu¢ olarak 20 pmolar H202 hazirlanmis olur. Eliza plate
almarak kuyucuga ilk olarak 200 pl Reagent 1 eklenerek devaminda {izerine 30 pl 6rnek
eklenir. Baslangi¢ absorbansi spektrofotometrik olarak 530 nm’ de okunur. Olgiim yaptiktan
sonra iizerine 10 pl Reagent 2 ilave edilerek 10 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilarak
ikinci defa 530 nm’de okunur. Ayni islemleri standart 2 i¢in de sirayla tekrarlanir. TOS degeri

asagida belirtilen formiil kullanilarak hesaplanacaktir.
TOS (umol/L) = (Abs.srmek / AbS.standart 2) X 20 (standart2 degeri)
Hesaplamada kullanilacak veriler:
ADs.smek = (Ornegin ikinci abs. — Ornegin birinci abs.)

ADS.standart 2= ( Std.2’ nin ikinci Abs. — Std 2’ nin birinci Abs.)
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Standart 2 Degeri = 20 umol H202 Equiv./L

3.4. Astragalus tokatensis Fischer ile Verbascum myrianthum Boiss. Bitkilerinin
Ozutlerinin Antimikrobiyal Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullamilan Parametreler
ve Metod

Astragalus tokatensis Fischer ile Verbascum myrianthum Boiss. bitkilerinin 6ztlerinin
antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinde, Mueller-Hilton Agar (MHA), Distile su,
McFarland Cihazi, McFarland tiipleri, Ekiivyon, Blank Diskler, Bitki 6ziitleri, Bakteri susu,
Petri kaplari, Otoklav, Hassas terazi, Mikropipetler, Cetvel, Dimetil silfoksit (DMSO),
Inkiibatér, Biyolojik Giivenlik Kabini kullanilmistir.

Astragalus tokatensis Fischer ile Verbascum myrianthum Boiss. bitkilerinin dzitlerinin

antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinde asagida belirtilen yontem uygulanmuistir.

Astragalus tokatensis Fischer ve Verbascum myrianthum Boiss. bitki o6zitlerinin
S.maltophilia Uzerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin degerlendirilmesi igin EUCAST
tarafindan Onerilen disk difiizyon yontemi kullanilmistir. S. maltophilia MHA bulunan besi
ortaminda 37° C’ de bir gece inkiibasyona birakilarak liremesi saglanmigtir. Antimikrobiyal
aktivite tespiti icin 0.1 mg 6ziit tartilarak 1000 ul DMSO’ da ¢6ziilmiistiir. Daha sonra elde
edilen A. tokatensis Fischer ve V. myrianthum Boiss. bitkilerinin 6zltlerinin antibakteriyal
aktiviteleri mikrodilusyon yontemine gore tespit edilmistir. Mikrodilusyon yontemine gore,
standart bakteri susunun oldugu besiyerinden (MHA) McFarland degerine esit olacak sekilde
hazirlanmigtir. Bulanikligi ayarlanmis inokiilum siispansiyonundan 50 p alinarak MHA
bulunan besiyerine ekimi yapilmistir. Test igin Oziitler tartilarak distile suda ¢ozulerek kor
disklere emdirilmistir. Diskler, daha Once bakteri ekim yapilmis MHA besi ortamina
yerlestirilmistir. Bakterilerin iiremesi i¢in disklerin etrafinda olusan zonlar cetvel ile dl¢lilmiis

ve daha sonra degerlendirmek i¢in kayda alinmstir.

3.5. Astragalus tokatensis Fischer ile Verbascum myrianthum Boiss. Bitkilerinin
Ozutlerinin DNA Koruyucu Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanilan Parametreler
ve Metod

Astragalus tokatensis Fischer ile Verbascum myrianthum Boiss. bitkilerinin ¢zitlerinin
dna koruyucu aktivitesinin belirlenmesinde, H202, % 1.5’lik agaroz jel, Pbr322 DNA
(vivantis), UV trasliminatér (DNR-IS), jel dokimantasyon sistemi (DNR-IS, MINIBIS Pro),

distile su kullanilmistir.
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Astragalus tokatensis Fischer ile Verbascum myrianthum Boiss. bitkilerinin 6zutlerinin

dna koruyucu aktivitesinin belirlenmesinde asagida belirtilen yontem uygulanmistir.

DNA koruyucu aktivite testi icin A. tokatensis Fischer ile V. myrianthum Boiss.
bitkilerinin yaprak ve cicek 6zutlerinden % 0.1 lik stok derisimi saglamak i¢in 0.1 mg tartilip
iizerine de 100 ul DMSO eklenerek ¢dziilmesi saglanmustir. Oziitlerin, tamamen ¢dziinmesi
saglandiktan sonra seyreltme islemi yapilmistir. %0.1° lik A. tokatensis Fischer ile V.
myrianthum Boiss. bitkilerinin yaprak ve ¢icek oziitii ¢ozeltilerinden 1/10 oraninda derigimini
azaltma islemi yapilmistir. Bunun ig¢in 5 pl 6ziitiin lizerine 4 pl distile su eklenmistir.

Calismada da bu oran kullanilmustir.

3.5.1. Kontrol ve Astragalus tokatensis Fischer ile Verbascum myrianthum Boiss.

Oziitlerinin Hazirlanmasi
K1: Kontrol: Plazmit DNA (3ul) + dH20 (6pl)
K2: Kontrol: Plazmit DNA (3ul) + dHz0 (6l) + UV-C

GvS: Plazmit DNA (3ul) + Astragalus tokatensis Fisher. yaprak su o6ziitii (5 pl) + UV-C +
H202 (1pul)

GvyM: Plazmit DNA (3ul) + Astragalus tokatensis Fisher. yaprak metanol o6ziitii (5 ul) +
UV-C + H:0z (1l)

GvH: Plazmit DNA (3ul) + Astragalus tokatensis Fisher. yaprak hekzan o6ziiti (5 pl) +
UV-C + H:0z (1l)

GvD: Plazmit DNA (3ul) + Astragalus tokatensis Fisher. yaprak diklorometan 6ziitii (5 pl)
+ UV-C + H202 (1pl)

SvS: Plazmit DNA (3ul) + Verbascum myrianthum Boiss. yaprak su oziitii (5 pl) + UV-C
+ H202 (1ul)

SvM: Plazmit DNA (3ul) + Verbascum myrianthum Boiss. yaprak metanol 6ziiti (5 pl) +
UV-C + H202 (1ul)

SvH: Plazmit DNA (3ul) + Verbascum myrianthum Boiss. yaprak hekzan ozitii (5 pl) +
UV + H202 (1pul)
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SvyD: Plazmit DNA (3ul) + Verbascum myrianthum Boiss. yaprak diklorometan 6zuti (5
ul) + UV + H202 (1pul)

G¢S: Plazmit DNA (3ul) + Astragalus tokatensis Fisher ¢igek su o6ziitii (5 pl) + UV +
H202 (1ul)

Gc¢M: Plazmit DNA (3ul) + Astragalus tokatensis Fisher ¢igek metanol oziitii (5 pl) + UV
+ H202 (1ul)

Gc¢H: Plazmit DNA (3ul) + Astragalus tokatensis Fisher ¢igek hekzan oziitii (5 pl) + UV +
H20:2 (1ul)

G¢D: Plazmit DNA (3ul) + Astragalus tokatensis Fisher ¢i¢ek diklorometan 6ziitii (5 pl) +
UV + H02 (1pul)

ScS: Plazmit DNA (3ul) + Verbascum myrianthum Boiss. ¢igek su oziitii (5 pl) + UV +
H202 (1pl)

ScM: Plazmit DNA (3ul) + Verbascum myrianthum Boiss. ¢i¢cek metanol oziitii (5 pl) +
UV + H20: (1pl)

ScH: Plazmit DNA (3ul) + Verbascum myrianthum Boiss. ¢igek hekzan 6ziitii (5 pl) + UV
+ H202 (1ul)

S¢D: Plazmit DNA (3ul) + Verbascum myrianthum Boiss. ¢i¢ek diklorometan 6ziitii (5 pl)
+ UV + H202 (1ul)

Kontroller haricindeki tiiplere A. tokatensis Fischer ile V. myrianthum Boiss. yaprak ve

cicek oOziitlerinden 5.0 pl konularak tiiplerin igerisine 1.0 pl %30’luk H202ve 3.0 pl pBR322

plazmid DNA” s1 (172 ng.ul) konulmustur. Oziitlerin oldugu tiipler, 1’inci ve 4’iincii tiipler ile

birlikte 5 dk boyunca ultra viyole 1sinlarina maruz biraktiktan sonra 2.0 pl yiikkleme tamponu

eklenerek % 1.5’lik agaroz jele yliklenmistir. Isik kaynagi olarak da oda sicakliginda 302 nm

dalga boyunda ve 8000 uW/cm yogunlukta 151k iireten UV transliiminator (DNR-IS) cihazi

kullanilmistir. 110 dakika, 100 Voltluk % 1.5’1ik agaroz jel elektroforezi uygulamasindan

sonra jel dokimantasyon sisteminde (DNR-IS, MiniBIS Pro) goriintiilenmistir ve bdylece

fotograflar1 elde edilmistir. Bu arastirmada kontrol olarak, UV ve H20: uygulamasi

yapilmamis pBR322 plazmid DNA’s1 kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Ozit Verimi

Astragalus tokatensis Fischer bitkisi ile Verbascum myrianthum Boiss. bitkisinin yaprak
ve ¢icek kisimlarmin su, metanol, hekzan ve diklormetan Oziitleri Soxhlet cihazi ile elde

edilerek 6zUt verimleri ise sirasiyla % 43, % 50, % 47 ve % 39 olarak belirlenmistir.

Tablo 4.7. Oziit verim hesaplamasi
Oziit verimi asagidaki esitlik yardimiyla ile
hesaplanmir
% Verim= %i x 100
m1: Oziit edilecek kati madde miktar

m2: Oziit sonucunda elde edilen 6ziit miktar

4.2. Astragalus tokatensis Fischer ve Verbascum myrianthum Boiss. Bitki Oziitlerinin
TAS, TOS ve OSI Aktivite Bulgular

OSI (Oksidatif Stres Indeksi) oksidatif stres seviyesini gosteren bir indikatdrdiir. TAS
ve TOS degerlerinin hesaplanmasi yapildiktan sonra OSI hesaplamas1 yapilir. Formiilii ise
asagida belirtildigi sekilde hesaplanmaktadir.

OSI= (TOS, pmol H202 equivalent/L)/(TAS, pmol Trolox equivalent/L) (Ulas ve ark.,
2013).
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Tablo 4.10. Rell Assay Diagnostic Kit Referans Degerleri

TAS REFERANS DEGERLER

(mmol Trolox Equiv./L)

>2.0 Cok lyi

1.45 2 Normal

1.2 1.45 Normal Kabul Edilebilir

1 12 Diisiik Antioksidan Seviyesi
<1.20 Cok Diisiik Antioksidan Seviyesi

TOS REFERANS DEGERLER

(pmol H202 Equiv./L)

<5.00 Cok lyi

8 5 Normal Deger

12 8 Yiksek Oksidan Seviyesi
>12.00 Cok Yiksek Oksidan Seviyesi

Tablo 4.8. Astragalus tokatensis Fischer 6ziitlerinin oksidan antioksidan ve OSI degerleri.

TAS (mmol Trolox TOS (umol H,0,
ozuT Equiv./L) Equiv./L) 0SI (AU)
Cicek Su 4.133 74.874 18.116
Cicek Metanol 2.587 23.550 9.103
Cicek Hekzan 4.111 46.544 11.321
Cicek Diklormetan 3.524 74.963 21.272
Yaprak Su 4.292 4.799 1.118
Yaprak Metanol 2.482 15.141 6.100
Yaprak Hekzan 3.261 32.167 9.864
Yaprak Diklormetan 4.201 38.066 9.061
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Tablo 4.9. Verbascum myrianthum Boiss. 6zutlerinin oksidan antioksidan ve OSI degerleri.

TAS (mmol Trolox TOS (pumol H0;
OzuT Equiv./L) Equiv./L) 0SI (AU)
Cicek Su 4.305 2.043 0.474
Cicek Metanol 3.747 27.873 7.438
Cicek Hekzan 3.648 17.005 4.661
Cicek Diklormetan 3.708 24.046 6.484
Yaprak Su 4.137 1.001 0.241
Yaprak Metanol 3.890 8.389 2.156
Yaprak Hekzan 3.437 10.610 3.086
Yaprak Diklormetan 4.107 11.453 2.788
TAS mmol/L
5.000
4.133 4.111

S 4.000 3.524

ugf 3.000 2.587

3

© 2.000

'_

E 1.000

0.000

Geven gigek su Geven gicek metanol Geven gigek hekzan Geven gicek
diklorometan

Sekil 4.9. Astragalus tokatensis Fischer ¢icek oziitlerinin TAS sonuglari

TAS mmol/L

5.000

4.500 4.292 4.201
§ 4.000
Z 3500 3.261
O
& 3.000 2482
3 2.500
'g 2.000
£ 1500
€ 1.000

0.500

0.000

Geven yaprak su Geven yaprak metanol Geven yaprak hekzan Geven yaprak
Diklorometan

Sekil 4.10. Astragalus tokatensis Fischer yaprak oziitlerinin TAS sonuglari
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TAS mmol/L

4.400 4.305
4.200
4.000

3.747
3.800 3648 3.708

3.600
3.400
3.200

Sigir Kuyrugu cicek su Sigir Kuyrugu cicek Sigir Kuyrugu cicek Sigir Kuyrugu cicek
metanol hekzan diklorometan

mm Trolox Equiv/L

Sekil 4.11. Verbascum myrianthum Boiss. ¢igek oziitlerinin TAS sonuglari

TAS mmol/L

4.500 4.137 3.890 4.107

4.000 3.437
3.500
3.000
2.500
2.000
1.500
1.000
0.500
0.000

Sigir Kuyrugu yaprak su  Sigir Kuyrugu yaprak  Sigir Kuyrugu yaprak Sigir Kuyrugu yaprak
metanol hekzan diklorometan

mm Trolox Equiv/L

Sekil 4.12. Verbascum myrianthum Boiss. yaprak oziitlerinin TAS sonuglari

TOS mmol/L

80.000 74.874 74.963
— 70.000
3>
g_ 60.000
w 46.544
~ 50.000
Q
T 40.000
g 30.000 23.550
€
& 20.000
(@]
~ 10.000

0.000

Geven Cicek Su Geven Cicek Metanol  Geven Cigek Hekzan Geven Cicek

Diklorometan

Sekil 4.13. Astragalus tokatensis Fischer ¢igek 6ziitlerinin TOS sonuglari
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TOS mmol/L

40.000 38.066

— 35.000 32.167
3>
‘5 30.000
g
o 25.000
9 20.000
T = 15.141
]
e 15.000
£ 10.000
8 4.799
= 5.000 -

0.000

Geven Yaprak Su Geven Yaprak Metanol Geven Yaprak Hekzan Geven Yaprak

Diklorometan

Sekil 4.14. Astragalus tokatensis Fischer yaprak oziitlerinin TOS sonuglari

TOS mMol/Lt

30.000 27.873
25.000
20.000
15.000

10.000

TOS(mmol H202 Equiv/L)

24.046
>:000 2.043

17.005 l
0.000 I l

Sigir K. Cigek Su Sigir K. Cicek Metanol  Sigir K. Cicek Hekzan Sigir K. Cigek
Diklorometan

Sekil 4.15. Verbascum myianthum Boiss. ¢i¢ek 6ziitlerinin TOS sonuglari
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TOS mmol/L

14.000
11.453

~ 12.000 10.610
>
'S 10.000
= 8.389
S 8.000
N
T
<5 6.000
€
£ 4.000
(%]
@]
" 2.000 1.001

0.000 I

Sigir K. Yaprak Su Sigir K. Yaprak Metanol Sigir K. Yaprak Hekzan Sigir K. Yaprak

Diklorometan

Sekil 4.16. Verbascum myrianthum Boiss. yaprak 6zutlerinin TOS sonuglari

4.3. Astragalus tokatensis Fischer ve Verbescum myrianthum Boiss. Bitkilerinin

Antimikrobiyal Aktivite Potansiyelinin Belirlenmesi

Astragalus tokatensis Fischer ve Verbascum myrianthum Boiss. 06zutlerinin
Stenotrophomonas maltophilia suslar1 iizerinde disk difiizyon test sonuglari, disklerin
etrafinda olusan zonlar ilizerinden degerlendirilmistir. Plaklar, ¢iplak gozle gézden 30 cm
uzakta olacak sekilde tutularak, zon sinirlar1 tiremenin tam olarak inhibe oldugu nokta olarak
belirlenerek, MHA plaklar1 yansiyan 1sikla birlikte koyu renkli bir zeminde gdzlemlenerek
diskin etrafindaki zon caplari cetvel ile (mm) &lciildii. Olgiilen zon ¢aplar1 asagidaki tabloda

verilmistir.

Tablo 4.11. A. tokatensis Fischer ve V. myrianthum Boiss. bitki 6zdtlerinin S. maltophilia

susu lizerinde diskler etrafinda olusan zon caplarinin degerlendirilmesi

SU METANOL HEKZAN DIKLORMETAN
A.tokatensis
) ) 18mm Zon yok Zon yok Zon yok
Fischer cicek
A.tokatensis
] Zon yok 19 mm Zon yok Zon yok
Fischer yaprak
V. myrianthum
T Zon yok 17 mm Zon yok Zon yok
Boiss. ¢icek
V. myrianthum
Zon yok Zon yok Zon yok Zon yok

Boiss. yaprak
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Tabloda gosterildigi {izere disk diflizyon testi sonucunda kullanilan bakteriye en ¢ok
etki metanol ¢Ozucusi ile elde edilen A. tokatensis Fischer bitkisinin yaprak 0zitunin
emdirildigi diskte ¢ikmistir. Ayni sekilde su ¢ozicusu ile elde edilen A. tokatensis Fischer
bitkisinin ¢icek 0zitd ile metanol ¢ozucusu ile elde edilen V. myrianthum Boiss. bitkisinin
cicek oziitlerinden Olciilen zon miktarlart da etkili oldugu yoniinde yorumlanmistir. Fakat su
¢Ozucusu ile elde edilen A. tokatensis Fischer bitkisinin yaprak 0zitu ve V. myrianthum Boiss.
bitkisinin ¢igek ve yaprak 6ziitlerinde emdirildigi disk ¢evresinde zon goriillmemistir. Metanol
cozlcusu ile elde edilen A. tokatensis Fischer bitkisinin ¢icek ve V. myrianthum Boiss.
bitkisinin yaprak oziitlerinin emdirildigi disk ¢evresinde zon goriilmemistir. Ayn1 sekilde
hekzan ve diklormetan ¢dziicusu ile elde edilen A. tokatensis Fischer bitkisi V. myrianthum

Boiss. bitkisinin ¢igek ve yaprak oziitlerinin emdirildigi disklerde zon 6l¢iimii yapilamamistir.

Sekil 4.17. A. tokatensis Fischer bitkisinin ¢igek 6zuttnin disk difiizyon sonucu
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Sekil 4.18. A. tokatensis Fischer bitkisinin yaprak 6zitunun disk diflizyon sonucu

Sekil 4.20. V. myrianthum Boiss. bitkisinin yaprak 6zitunun disk diflizyon sonucu

4.4. Astaragalus tokatensis Fischer ve Verbescum myrianthum Boiss. Bitkilerinin DNA

Koruyucu Aktivitesinin Belirlenmesi

Bitki 0Ozutlerinin DNA koruyucu aktivitesi, pBR322 plazmit DNA’s1 kullanilarak
arastirllmistir. Bu arastirmaya gore, DNA {izerinde tahribata yol agan H202 ve UV 1sinlarinin
bulundugu ortamda 6ziitlerin DNA tahribatina engel olma yetenegi degerlendirilmistir. Her
iki bitkinin de yaprak ve ciceklerinden elde edilen 6zitlerin timinan jel doékimantasyon
sistemine yiiklenmesi sonucunda DNA’y1 ultra viyole ve H2O> ‘in DNA iizerindeki tahribatina

sebep olan etkilerine kars1 koruculugu asagidaki sekilde goriinen bantlar gibidir.
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C4 DI D2 D3 D4

--

~

ontrol 12 1, bitki grubu 2. bitki grubu  3.bitki grubu 4.bitki grubu

Sekil 4.21. Bitki 6zutlerinin jel goruntisi.1. bitki grubu A. tokatensis Fischer bitkisinin gigek oziitleri
(Al: Su, A2: Metanol, A3: Hekzan, A4: Diklormetan). 2. bitki grubu A. tokatensis Fischer bitkisinin yaprak
Ozltleri (B1: Su, B2: Metanol, B3: Hekzan B4: Diklormetan). 3. bitki grubu V. myrianthum Boiss. bitkisinin
cicek ozdtleri (C1: Su, C2: Metanol, C3: Hekzan, C4: Diklormetan). 4. bitki grubu V. myrianthum Boiss.
bitkisinin yaprak ¢zutleri (D1: Su, D2: Metanol, D3: Hekzan, D4: Diklormetan).

Jel goriintiisii tizerinde de gorildiigi gibi V. myrianthum Boiss. bitkisinin metanol
¢oziiclinlin yaprak Oziitii hari¢ diger kisimlarinin kontroller ile kiyaslandiginda DNA
koruyucu aktiviteye sahip oldugu soylenebilir. Gorilintli iizerindeki bantlar yorumlanacak
olursa kendi aralarinda yapilacak kiyasa gore en fazla DNA koruyucu aktiviteye 1. bitki
grubunun tamami ile 4. bitki grubunun hekzan ile diklormetan kullanilarak ¢ikarilan 6ziitlerde
digerlerine gore daha ¢ok etki gosterdigi saptanmistir. Sekil lizerinde goriildiigii gibi 4. Bitki

grubunun metanol kullanilarak ¢ikarilan 6ziitiinde DNA koruyucu aktivite bulunmamaktadir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada kullanilan Astragalus tokatensis Fischer ile Verbascum myrianthum Boiss.
bitkilerinin ¢icek ve yaprak kisimlarinin su, metanol, hekzan ve diklormetan oziitlerinin
antioksidan, antimikrobiyal ve DNA koruyucu aktiviteleri arastirilmistir. Yapilan bu
calismada kullanilan endemik olan Astragalus tokatensis Fischer ile Verbascum myrianthum
Boiss. bitkilerinin antioksidan, antimikrobiyal ve DNA koruyucu aktivitesi ile ilgili yapilan

arastirmalar sonucunda literatiir de bu iki bitkiye dair herhangi bir bulguya rastlanmamustir.

Kahraman (2009)’ in Verbascum mucronatum Lam. zerinde yapmis oldugu fitokimyasal
caligmalar sonucunda doza bagimhi aktivite gosteren etkili verbaskozit bilesigine ulasilarak
ilag etken maddesi elde etme yolunda asama kaydedildigi diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda
fitokimyasal ¢aligmalar sonucunda elde edilen iridoit, feniletanoid ve saponin glikozitleri,
diger Verbascum tiirleri ile benzerlik gosterdigini belirtmek ile birlikte ileri ¢alismalarda diger

bilesiklerin de yapilarinin aydinlatilmasi gerektigini belirtmistir.

Kurtoglu (2011)’ nun yapmis oldugu ¢alismada Verbascum caesareum Boiss. turinin
toprak tstli kisimlarindan hazirladigi kloroform ve asetil asetat ekstrelerinin iizerinde yapmis
oldugu izolasyon calismalar1 sonucunda flavon tlirevi bilesiklerden, luteolin ve nepetin,
flavon glikoziti bilesiklerden luteolin 7-glikozit, apigenin 7-glikozit, kesretin 7-glikozit ve 6-
hidroksi luteolin 7-glikozit ve asit tiirev olan klorojenik asit elde etmistir. Bu bilesiklerden

nepetin Verbascum cinsinde ilk defa elde edilmistir.

Guzel (2006)’ in Verbascum inulifolium Hub.-Mor. bitkisi iizerinde yapmis oldugu
caligmada antioksidan aktivite acisindan deger tasidigini belirtmislerdir. Bitkide o6zellikle
metanol ekstresinin bu aktiviteyi gOstermesi nedeniyle kimyasal acidan detayli olarak

incelenerek aktivitelerle iliskilendirilmesinin uygun olacagini 6nermistir.

Ozbilgin (2006)’ in Verbascum obtusifolium Hub.-Mor. bitkisi iizerinde yiiriittiigii calisma
sonucunda bitkinin antioksidan etki agidan deger tagidigini belirterek toprak iistii ve kaliks

metanol ekstresinin yiiksek etkili oldugunu belirtmistir.

Civelek (2018)’ in Verbascum pyrimidatum Bieb. bitkisi {izerinde yiriittiigii ¢aligma
sonucunda 3 iridoit ve 2 feniletanoit bilesigi izole edilmis olup, fitokimyasal icerik yoniinden

birgok Verbascum tiirii ile benzerlik gosterdigi tespit ettigini belirtmistir.
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Parlak (2015)’ i yirittigi calismada Astragalus isauricus Hub.-Mor.& Matthews
bitkisini kullanmig ve yiiriittiigii ¢aligmada bu bitki tiiriiniin toprak alti kisimlarmin sulu
ekstresi lizerinde yapilan kromatografik caligmalar sonucunda, bir aminoasit ve g
sikloartantriterpen bilesikleri elde ettigini belirterek, daha Oncesinde Astragalus tirlerinden
triptofan tiirevi bilesiklerin elde edildigi, ancak Triptofan amino asiti serbest olarak ilk defa

bu calismada elde ettigini kaydetmistir.

Yapilan arastirmalar sonucunda Astragalus ve Verbascum cinsleri ile ilgili yapilan
caligmalar da baz alinarak bu iki cins lizerinden giderek daha dnceden hig¢ ¢alisma yapilmamis
A. tokatensis Fischer ve V. myrianthum Boiss tirleri secilerek antioksidan, antimikrobiyal ve

DNA koruyucu etkisi incelenildi.

Calisma kapsaminda Astragalus tokatensis Fischer ile Verbascum myrianthum Boiss.
bitkilerinin yaprak ve c¢icek kisimlarindan elde edilen su, metanol, hekzan, diklormetan
Ozltlerinin TAS (Total Antioksidan Seviye) ve TOS (Total Oksidan Seviye) aktiviteleri “Rell

Assay Diagnostic” kitleri ile belirlenmistir.

Calismamizda Astragalus tokatensis Fischer bitkisinin TAS degerlerine bakildiginda,
cicek kisminin su, metanol, hekzan ve diklormetan oziitleri ¢ok yiiksek antioksidan etki
gostermistir. Aynt zamanda yaprak kismimin da su, metanol, hekzan ve diklormetan oziitleri

de cok yiiksek antioksidan etkiye sahip oldugunu gostermistir.

Verbascum myrianthum Boiss. bitkisinin TAS degerlerine bakildiginda ¢i¢ek kisminin su,
metanol, hekzan ve diklormetan 6zitlerinde yuksek antioksidan etki elde edilirken yaprak
kisimlarinda da aymi sekilde su, metanol, hekzan ve diklormetan Ozutlerinde yiksek
antioksidan etki gostermistir. Bu iki bitkinin cicek kisimlarmi 6ziitleri karsilastirildiginda
Verbascum myrianthum Boiss.’un ¢igek kisminin su, metanol, diklormetan 6ziitlerinin (4.305,
3.747, 3.708, mMol/L) Astragalus tokatensis Fischer’ in su, metanol ve diklormetan
oziitlerine (4.111, 2.587, 3.524 mMol/L) kiyasla daha yiiksek antioksidan etki gosterdigi

soylenebilir.

Astragalus tokatensis Fischer bitisinin TOS degerlerine bakildiginda yaprak kisminin su
oziitlinlin TOS degerinin <5.00 pumol/L arasinda olmasi (4.799 umol/L) oksidan seviye
bakimindan ¢ok iyi etkide oldugunu ve kabul edilebilir oldugunu gostermektedir. Diger ¢icek
ve yaprak kisimlarmin ise TOS degerlerine bakildiginda >12umol/L den fazla olmasi (¢igek
sirasiyla: 74.874, 23.550, 46.544, 74.963; yaprak sirasiyla: 15.141, 32.167, 38.066 pmol/L) bu
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Oziitlerin ¢ok yiiksek oksidan aktivite gosterdigini ve kabul edilebilir bir TOS degerinin

bulunmadigini gostermektedir.

Verbascum myrianthum Boiss. bitkisinin TOS degerlerine bakildiginda ise, ¢igek
kisminin su 6ziitiiniin TOS degeri <5.00 pmol/L altinda olmas1 (2.043pumol/L) oksidan aktive
bakimindan ¢ok iyi derecede kabul edilebilir oldugunu gostermistir. Ayn1 zamanda yaprak
kisimlarinin su 6ziitiiniin TOS degeri <5.00pumol/L arasinda olmas1 (1.001umol/L) bu 6ziitiin
oksidatif aktive bakimindan c¢ok iyi derecede kabul edilebilir oldugunu gdstermektedir. Cigek
kisimlarinin metanol, hekzan ve diklormetan 6ziitlerinin TOS degeri >12.00 pmol/L {izeride
olmas1 (sirasiyla: 27.873, 17.005, 24.046) bu oziitlerin oksidatif seviye bakimindan g¢ok
yiiksek oksidan seviye gosterdiginin ve kabul edilebilir bir TOS degerinin bulunmadigini
gostermektedir. Bunun yaninda yaprak 6ziitlerinin TOS degerlerine bakildiginda ise metanol,
hekzan ve diklormetan 6zutlerinin TOS degeri 12-8 umol/L arasinda olmasi (sirasiyla: 8.389,
10.610, 11. 453 pumol/L) bu o6ziitlerin oksidatif aktive bakimindan yiiksek oksidan seviye

gosterdiginin ve kabul edilebilir bir TOS degerinin bulunmadigin1 gostermektedir.

OSI degerlenin Astragalus tokatensis Fischer bitkisinde bitiun 6ztlerin 0 diizeyinden
yiiksek olmast bu bitkinin oksidan aktivitesinin oldukca yiiksek oldugunu gostermektedir.
Verbascum myriaanthum Boiss. bitkisinin ¢i¢cek kisminin su 6ziitii ile yaprak kisminin su
0zitinun 0 dizeylerinde olmasi bu bitkinin oksidan aktivitesinin oldukga diisiik oldugu, diger
oziitlerinde 0 diizeyinden yliksek olmasi bu bitkinin diger kisimlarinin 6ziitlerinin oksidan

aktivitesinin oldukca yliksek oldugunu gostermektedir.

TAS ve TOS degerlerine bakildiginda en etkili antioksidan degerin Verbascum
myrianthum Boiss. ‘da ¢igek kisminin su Oziitii ile yaprak kisminin su Oziitii; Astragalus

tokatensis Fischer’ de ise yaprak kisminin su oziitleri oldugu sdylenebilir.

Astragalus tokatensis Fischer ile Verbascum myrianthum Boiss. bitkilerinin gicek ve
yapraklarindan su, metanol, hekzan ve diklormetan ekstraksiyonlarinin antimikrobiyal etkisi
belirlenmistir. Bu c¢alismada disk diflizyon yontemi kullanilarak Stenotrophomonas
maltophilia bakterisine karsi inhibisyon etkisini olup olmadigini arastirdik. Bu iki endemik
bitkinin bu bakteriye kars1 kullanilabilecek yeni bir etken madde veya ila¢ potansiyelinin
Olcimi de arastirilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda bu bakteriye karsi en etkili 6ziitiin
zon cap1 19 mm c¢ikan Astragalus tokatensis Fischer bitkisinin yaprak kisminin metanol
Oziitlinlin oldugu tespit edilmistir. Bir diger anlamli olarak degerlendirilen 6lgiim ise 18 mm

zon ¢apina sahip Astragalus tokatensis Fischer bitkisinin ¢icek kisminin su 6ziitii oldugu
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tespit edilmistir. Bir sonraki anlamli olarak degerlendirilen 6lgiim ise 17 mm zon ¢apina sahip
Verbascum myrianthum Boiss. bitkisinin ¢igek kisminin metanol 6ziiti oldugu tespit
edilmigtir. Geride kalan her iki bitkininde diger Oziitlerinde herhangi bir zon Ol¢limii
yapilamamistir. Antimikrobiyal etkiye sahip olan bu 06ziitlerin ilgili bakterinin sebep oldugu
hastaliklarin tedavisinde ila¢ olarak kullanilabilmeleri i¢in daha ileri diizeyde farmakolojik
arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Oziitlerin etken bilesiklerinin tanimlanmas1 ve bununla
birlikte drog ya da ila¢ olarak kullanilmasi amaciyla ¢alismamizin antimikrobiyal sonuglar

bir 6n ¢aligma niteligi tagimaktadir.

Diger bir parametre olarak ¢alisilan kullanilan iki bitkinin 6zutlerinin DNA koruyucu
aktivitesi gozlemlenmistir. Bulgular boliimiinde verilen DNA koruyucu aktivite sonuglarina
bakildigi zaman Astragalus tokatensis Fischer bitkisinin gicek kismmin tim oziitleri,
Astragalus tokatensis Fischer bitkisinin yaprak kisminin hekzan ve diklormetan Oziitleri,
Verbascum myrianthum Boiss. bitkisinin ¢i¢cek kisminin su, hekzan ve diklormetan 6ziitleriyle
birlikte Verbascum myrianthum Boiss. bitkisinin yaprak kisminin hekzan ve diklormetan
oziitlerinde oksidatif nedenli hasarlardan DNA’y1 korudugu tespit edilmistir. Sonug¢ olarak
DNA koruyucu potansiyeline sahip olan bu bitkiler daha kapsamli ¢alismalarla kozmetik
sektoriinde gilines kremi olarak kullanilmas1 i¢in daha ileri diizeyde farmakolojik arastirmalara
ihtiyac duyulmaktadir. Oziitlerin etken bilesiklerinin tanmimlanmas: ve bu bilesiklerin
kozmetik sektoriinde kullanilmasi i¢in ¢alismamizin DNA koruyucu aktivite sonuglar1 bir 6n

caligma niteligi tagimaktadir.
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