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Yiiksek Lisans Tezi
Aster squamatus (Spreng.) Hieron.'un Biyolojik Aktivitesinin Belirlenmesi
T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

OZET

Bu ¢alismada Asteraceae familyasinin bir {iyesi olan Aster squamatus (Spreng.)
Hieron. bitkisinin ¢igekleri, yapraklart ve ince dallarindan hazirlanan metanol,
kloroform, petrol eteri ekstrelerinin toplam fenolik madde miktar1 gallik asit cinsinden,
toplam flavonoid madde miktar1 kersetin cinsinden bulundu. Ekstrelerin antioksidan
aktiviteleri DPPH radikali giderim, B-karoten agartma, siiperoksit anyon radikali
giderim metodlar1 kullanilarak belirlenirken; antibakteriyel aktiviteleri disk difiizyon
metoduna gore belirlendi.

Toplam fenolik ve toplam flavonoid madde tayini metodunda en zengin
ekstrenin metanol ekstresi oldugu saptandi. Kloroform ve petrol eteri ekstreleri % 50'nin
altinda DPPH*® giderim aktivitesi gosterirken, metanol ekstresinin 500 pg/mL ve
iizerindeki konsantrasyonlarda BHA ile kiyaslanabilecek diizeyde, % 80 ve iizerinde
DPPH* giderim aktivitesi gosterdigi bulundu. Siiperoksit anyon radikali giderim
yonteminde ekstrelerin aktiviteleri birbirine yakm olmakla birlikte 6nemli bir aktivite
gostermedikleri bulundu. B-Karoten agartma metodunda ise en fazla B-karoten agartma
aktivitesine kloroform ve petrol eteri ekstrelerinin sahip oldugu gozlendi. Ekstrelerin
500 pug/mL konsantrasyonda BHA, BHT, a-tokoferol standartlariyla kiyaslanabilecek
diizeyde B-karoten agartma aktivitesine sahip oldugu bulundu. DPPH* giderim ve -
karoten agartma metodunda ekstrelere ait ECso degerleri hesaplandi.

Ekstrelerin standart test bakterileri Staphylococcus aureus ATCC29213,
Klebsiella pneumoniae ATCC33495 ve Enterococcus faecalis ATCC29212,
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 iizerinde antibakteriyel etkisinin bulunmadigi,
inhibisyon zon ¢aplarinin olugsmadig: tespit edildi.

Yil : 2014
Sayfa Sayis1 . 64

Anahtar Kelimeler  : Asteraceae, Aster, Antioksidan aktivite, Antibakteriyel aktivite



Master Thesis

Determination of biological activity of Aster squamatus (Spreng.) Hieron.
Trakya University Institute of Natural Sciences

Department of Biology

ABSTRACT

In this study, total phenolic contents and total flavonoid contents of methanol,
chloroform and petroleum ether extracts of flowers, leaves and ramuses of Aster
squamatus (Spreng.) Hieron.(Asteraceae) were determined as gallic acid equivalent and
quercetin equivalent, respectively. Antioxidant activities of the extracts were
determined by using three different methods, namely, DPPH free radical scavenging, p-
carotene bleaching method, and superoxide anion radical scavenging activity assays,
while their antibacterial activities were determined by disc diffusion method.

In total phenolic and total flavonoid methods, the richest extract was found to be
methanol extract. Chloroform and petroleum ether extracts showed inhibition below 50
% in DPPH free radical scavenging method but, methanol extract at 500 ug/mL and
more showed 80 % actvity. Superoxide anion radical scavenging activities of all
extracts were almost similar and showed no significancy. The chloroform and
petroleum ether extracts showed the highest activity in B-carotene bleaching method. In
this method, all extracts possessed compareable activity with BHA, BHT, o-tokoferol
standarts at 500 ug/mL concentration. ECso valuations were calculated in DPPH free
radical scavenging method and p-carotene bleaching method.

The disc diffision method, in which no inhibition zones occured, showed that the
extracts had no antibacterial effects on standart test bacteries Staphylococcus aureus
ATCC29213, Klebsiella pneumoniae ATCC33495 ve Enterococcus faecalis
ATCC29212, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853.
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya iizerindeki biyolojik ¢esitliligi olusturan ve antik ¢aglardan bu yana hem
gida maddesi, hem de ilag hammaddesi olarak kullanilan bitkiler hakkinda genis
calismalar yapilmaktadir. Ozellikle farmakoloji calismalarinda en zengin dogal
kaynaklardan biri olan bitkiler, arastrma materyali olarak dikkatleri {izerine
cekmektedir [1].

Bitkilerin etrafi ¢ok cesitli diisman veya rakiplerle ¢evrelenmistir. Bitkiler
yapilar1 geregi yasadigi ortamdaki diismanlarindan kagamazlar. Bundan dolay1
kendilerini savunmak i¢in bircok adaptasyon mekanizmalar1 olusturmuslardir. Sekonder
metabolit tretimi de bu mekanizmalardan biri olarak bildirilmistir. Sekonder
metabolitler, adaptasyon, savunma, hayatta kalma, korunma ve nesillerini devam

ettirmek i¢in bitkiler tarafindan olusturulmus kimyasal maddelerdir [2].

Bitkilerin tedavi edici etkisi sekonder metabolitlerin farkli diizenlenmesinden
ortaya ¢ikar. Bu metabolitler ugucu yaglara, antispazmodik, antiviriitik, antitoksik,
tonik, sedatif, tansiyon diizenleyici, antiseptik, analjezik, bakterisid, ekspektoran,
ditiretik, antidepresan gibi pek ¢ok biyolojik aktivite kazandirmistir [3]. Bundan dolay1
bitkilerin biyolojik aktivitelerinin tespit edilmesiyle alakali ¢ok sayida arastirma
yapilmaktadir. Bu arastirmalarin artmasinda gelismekte olan iilkelerin bitkilerden
faydalanarak hastaliklara ucuz ve basit ¢are bulma arzulari da 6nem teskil etmektedir.
Ayrica sentetik bilesiklerin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi bitkilerle ilgili ¢alismalarin

onemli sebeplerden biri olmustur [2].

Yurdumuzda yaklagik 10.000 bitki tirii kendiliginden yetismesine ragmen
bunlardan yeterince faydalanilamamaktadir. Icerdikleri kimyasallar hakkindaki
arastrmalar ise ¢ok yavas gelismektedir. Bu bitkilerin 500’{iniin zirai tretiminin
yapildig1 ve ¢ok azmin farmakopelerde yer aldigi belirtilmektedir. Tirk kodeksine
girilmis bitki sayis1 140 dolaylarindadir. Oysaki, iilkemizde tibbi amagla kullanilan bitki



sayist oldukca fazladir, hatta bazi verilerde bu saymin 500 dolaylarinda oldugu
bildirilmektedir [4].

NAPRALERT (Natural Product Alert Database) veri tabani dogal iiriinlerin
klinik ¢alismalari, seker metabolizmasimi etkileyen dogal triinler, memeli tiremesini
etkileyen dogal triinler, kanser gelisimini etkileyen ekstraktlar ve bilesikleri, dogal
uriinler ve antiviral aktivite (HIV/AIDS dahil), dogal tiriinler ve antitiiberkiiler aktivite,
dogal iiriinlerin antienflamatuar aktivitesi, dogal iriinlerin analjezik aktivitesi, dogal
uriinler ve tropikal hastaliklar, 20.000 'den fazla bitki tiirleri iizerine etnomedikal
bilgiler, metabolizma ve farmakokinetik, bitki gelisimini etkileyen dogal tiriinler, cins
ve / veya tiir diizeylerindeki organizmalarin sekonder metabolitlerine ait makaleler,

dogal insektisitler gibi bircok konu hakkinda bizlere genis bilgiler sunmaktadir [5].

Bitkilerin biyolojik aktivitelerinin tespit edilmesiyle ilgili ¢ok sayida arastirma
yapilmis veya yapilmaya devam etsede heniiz istedigimiz orani yakalayamadigimiz
NAPRALERT veri tabaninca da desteklenmektedir. Zira NAPRALERT’e gore on sene
evvel yeryiiziindeki bilinen bitki tiirlerinden yalnizca % 15’inin  fitokimyas1
aydinlatilabilmis ve sadece % 5’inin biyolojik aktivitesi gozden gegirilebilmistir. Ayni
zamanda yeryiiziindeki bitki tiirlerinin 1/8’inin de nesli tilkenme tehditi altinda oldugu

g6z Oniine alindiginda bu oranin azlig1 daha da 6nem kazanacaktir [5].

Tiim bu bilgiler 1s181nda yapilan bu tez calismasinda, Asteraceae familyasi iiyesi
olan Aster squamatus’un yaprak, ¢igek ve ince dal kisimlar1 kullanilarak elde edilen
metanol, petrol eteri ve kloroform ekstraktlarmin toplam fenolik ve toplam flavonoid
madde miktarlarinin tayini ile antioksidan, antimikrobiyal aktivitelerinin ortaya konmasi1

amaclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Botanik Bilgiler

2.1.1. Asteraceae (Compositae) Familyasimin Genel Ozellikleri

Asteraceae (Compositae) familyasi, yaklasik 1535 cins ve 23.000 tiirii ile ¢igekli
bitkilerin en biiylik familyalarindan biridir [6]. Tiirkiye’de Asteraceae familyasina ait
130 cins ve 1130 tir oldugu tespit edilmistir [7]. Bu aileye mensup cogu tiirde
farmokolojik aktivite gdzlemlenmistir. Asteraceae familyasindaki bitkiler flavanoidler
ve diterpenler bulundurduklar1 gibi antienflamatuar, insektisit, antitiimér, antihelmintik,
antibakteriyal, antifungal gibi ¢ok sayidaki biyolojik aktiviteden sorumlu seskiterpen
laktonlar da bulundururlar [8, 9, 10]. Uzun yillar bu familyaya ait bitkiler ¢i¢ek

durumlarmin kompozit olmasindan dolay1 Compositae olarak adlandirilmistir [11].

Bu familyaya ait bitkiler, bazilar1 lateks, fakat tamamu iniilin igeren tek, iki veya
cok yillik, otsu bitkiler olabilecegi gibi ¢ali formundaki bitkiler de olabilir. Yapraklarin
kenarlar1 disli olup, tam, loblu veya parcalidir. Ayn1 zaman da yapraklar bazen alternant
dizilisli bazen dekussat dizilisli olup stipiilli nadiren de stiplilsiizdiir. Cicekler sesil
olmakla birlikte nadiren tek, genelde ¢ok sayidadir. Kapitulum, involukrum ile
cevrelenmis, ender olarak yapisik durumdadir. Bazen kapitulum, kapituluma benzeyen
ikincil bir yap1 ile gevrelenmistir (psodokapitulum). Reseptakulum “palea” olarak
isimlendirilen ince, kalin, pulsu, ¢iplak yapilar tasiyabilir. Cigekler {ist durumlu olup
hermafrodit ve protandroz, erkek, disi ya da sterildir. Kaliks, ovaryumun iizerine
konumlanmis kisa-kalin ya da ince-uzun tily, pul veya diken formundadir. Korolla
genelde 3-5 disli olup ender olarak daha az disli, filiform, tiipsii, gamopetal, ¢ok az
siklikla bilabiattir. Androkeum 5 stamenli, anterleri birlesik, filamentleri serbesttir
(singenezik). Ginekeum 2 birlesik karpelli, tek odali, ovaryum alt durumludur. Meyva
¢ogu zaman akendir [6, 7, 12].



2.1.2. Asteraceae Familyasi Uyelerinin Biyolojik Aktiviteleri

2.1.2.1. Asteraceae (Compositae) Familyasinin Uyelerinde Antioksidan Aktivitenin

Belirlenmesi I¢in Yapilan Cahsmalar

Baltacr’nin, 2009 yilinda yaptigi ¢aligmada Anthemis aciphylla var. aciphylla
(Igne papatyasi) bitkisinin antioksidan aktivitesini troloks esdegeri antioksidan kapasite
yontemi ile arastirmustir. Ayn1 drogun degisik ekstrelerinde farkli oranlarda antioksidan

aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir [13].

Akyiiz’iin, Anthemis aciphylla var. aciphylla (igne papatyasi), Anthemis
fumariifolia (Corak papatyasi), Anthemis austriaca, Anthemis cretica subsp. pontica
(Laz papatyasi), Anthemis coelopoda var. bourgaei, Anthemis altissima, Anthemis
pestalozzae, Anthemis wiedamannia bitkileri ile gerceklestirdigi ¢alismasinda DPPH
radikal giderme aktivitesi ve indirgeme giicli aktivitesi arastirilmistir. A. coelopoda
metanol ekstresi, A. wiedamannia metanol ekstresinden; A. aciphylla var. aciphylla
metanol ekstresi, A. altissima metanol ekstresinden, o da A. austriaca metanol ekstresi

ve bir sentetik antioksidan olan BHT’ den daha etkili bulunmustur [14].

Bayramoglu, Artemisia taurica (Kirmm yavsani) bitkisinin Fe*3-askorbat-EDTA-
H20; sistemi ile olusturulan hidroksil radikalini, ksantin ksantinoksidaz sistemi ile
olusturulan siiperoksit radikal ve DPPH radikal giderme aktivitesini incelemistir.

Bitkiye ait ugucu yaglar, reaktif oksijen ¢esitlerini gidermede etkin bulunmustur [15].

Cecen’e gore, Calendula officinalis (Aynisafa) bitkisinin antioksidan aktivitesi,
kolorimetrik yontem ile ve reaktif oksijen tiirleri olusturan sistemler ile c¢aligilmus,
bitkinin belirgin antioksidan aktivite ve gii¢lii reaktif oksijen siipiiriicti 6zellik gosterdigi

belirtilmistir [16].

Berk, Inula oculus-christi (Yol otu) bitkisinin DPPH serbest radikalini giderme
aktivitesi, B-karoten/linoleik asit test sisteminde lipid oksidasyonu ve metal selatlama
etkisini ¢aligmistir. Linoleik asit {izerinde yiiksek oranda (% 86.62) koruma sagladigi ve

sonuglarin BHA’ya esit diizeyde oldugu belirlenmistir [17].



Xeranthemum annuum (Olmez otu) bitkisi ile ¢alisan Giilyurdu, bitkinin DPPH
radikal giderme ve superoksit radikal giderme aktivitesini incelemistir. En yiiksek
DPPH radikal giderme etkisini kok-govde etanol ekstresi gosterirken, kok-govde
kloroform ekstresi diisiik superoksit radikal giderici etki gostermistir [18].

Albayrak, Helichrysum cinsine ait ¢esitli tiirlerle yaptigi antioksidan aktivite
belirleme ¢aligmasinda fosfomolibdenyum yontemini kullanmustir. H. arenarium subsp.
rubicundum’un en diisik ve H. noeanum’un en yiiksek aktiviteye sahip oldugu

bulunmustur [19].

Tepe vd., Centaurea mucronifera, Hieracium cappadocicum bitkilerinin
antioksidan aktivitesini arastirmak i¢in DPPHe* giderme ve P karoten renk agilim

yontemini  kullanmislar ve Centaurea mucronifera’'nin daha etkili oldugunu

belirtmislerdir [20].

Tekeli, Konya bolgesinden toplanan 12 Centaurea tiiriiniin antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitesi ile yag asidi kompozisyonunu calismis, DPPH*® giderme
yonteminde C. calolepis ve C. iberica’nin 1Cso degerlerini, sentetik antioksidan olan
BHT’ye ¢ok yakin bulmustur [21].

Oztiirk Jurinea consanguinea (Geyik gdbegi) ile yaptig1 ¢alismada, B-karoten
renk ac¢ilim yontemi, DPPH radikali ve siiperoksit anyon radikali giderme yontemlerini
kullanmistir. Metanol ekstresi flavonoid miktarlar1 agisindan en zengin ekstre olurken,
biitiin ekstrelerin B-karoten renk agilim yonteminde 200 pg/mL konsantrasyonda %
50’den fazla antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir. Petrol eteri ve kloroform
ekstreleri DPPH ve siiperoksit anyon radikal giderim yontemlerinde aktivite

gostermemistir [22].

Erdogan, Echinops cinsine ait Echinops viscosus subsp. bithynicus, Echinops
mersinensis ve Echinops viscosus subsp. viscosus tiirleri ile yaptigi caligmasinda DPPH
radikal giderme aktivitesini incelemis, E. viscosus subsp. bithynicus’da BHT den daha

diisiik aktivite gosterdigini bildirmistir [23].



Bayraktar, Artemisia annua (Kabe siipiirgesi) ve Matricaria matricarioides
(Kelkiz cicegi) bitkilerini kullanarak DPPH* giderme ve  Karoten/Linoleik asit renk
acilim yontemleri ile ¢alismistir. B- Karoten yontemindeki bitkilerin tiim oziitleri BHT
ile kiyaslanabilecek kadar yiiksek aktivite gostermistir. DPPH® giderme yonteminde ise

bitkilerin su 6ziitlerinin yiiksek oranda radikal siipiiriicii oldugu bildirilmistir [24].

Cynara syriaca bitkisini tez materyali olarak segen Karagin, bitkinin yaprak ve
cicek ekstraktlarinin standart maddelerle kiyaslanabilecek seviyede DPPH* giderme

aktivitesinin bulundugunu belirtmistir [25].

2.1.2.2. Asteraceae (Compositae) Familyasinda Antimikrobiyal- Antifungal-

Antiviral Aktivitenin Belirlenmesi I¢in Yapilan Cahsmalar

Baltaci, Anthemis aciphylla var. aciphylla Boiss. (Igne papatyasi)’n1 kullanarak
gerceklestirdigi calismasinda antimikrobiyal aktivite incelenmek amaciyla g¢ukur
diftizyon metodu kullanilmistir. Ekstrelerin (etanol, kloroform, etil asetat, n-hegzan)
antimikrobiyal aktivitesi olduk¢a diisiik bulunmustur. Calisilan bakterilerden en ¢ok

Staphylococcus aureus etkilenmistir [13].

Anthemis tinctoria bitkisi ile ¢alisan Saglikoglu, disk difiizyon testini kullanarak
gergeklestirdigi antimikrobiyal aktivite caligmasinda bitki ekstraktlarinin ekstraksiyonu
ve alt bilesenlerine aymrma islemi etilasetat, metanol, n-hekzan, n-biitanol ve
diklormetan ile yapilmustir. Pozitif kontrol olarak gentamisin tercih edilirken negatif
kontrol olarak metanol emdirilmis diskler tercih edilmistir. Hazirlanan ekstraktlarin S.

aureus ve P. aeruginosa iizerinde etkili oldugu belirlenmistir [26].

Goneng, yaptig1 ¢aligmasinda Anthemis wiedemanniana bitkisinin disk difiizyon
yontemi ile antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmek tizere sekiz bakteri tiirii ve bir
maya se¢mistir. Sonuglar ceftazidim antibiyotigi ile karsilastirildiginda S. aureus, E.
coli, ve P. aeroginosa iizerinde 1limli antibakteriyel aktivite gézlemlenirken, Candida

albicans'a kars1 negatif antifungal aktivite gézlemlenmistir [27].

Albay, Anthemis cretica subsp. argaea ve Anthemis marschalliana subsp.

pectinata bitkilerinin antimikrobiyal aktivitelerini ¢alismis, A. marschalliana subsp.



pectinata bitkisinin esansiyel yagmimn Bacillus cereus ve Yersinia pseudotuberculosis
mikroorganizmalarina, A. cretica subsp. argaea bitkisinin esansiyel yagmin ise Bacillus
cereus, Yersinia pseudotuberculosis, Candida tropicalis ve Staphylococcus aureus’e
kars1 orta seviye antimikrobiyal aktivite gosterdiklerini bildirmistir [28].

Akyiiz’tiin, llkemizde yetisen bazi Anthemis tiirlerinin minimum inhibitor
konsantrasyon, disk diflizyon, agar kuyucuk difiizyon yontemleri ile sekiz hastalik
yapicit mikroorganizma lizerindeki antimikrobiyal aktivitesini ¢alisti§1 arastirmasinda
calismada kullanilan bitki ekstrelerinin (etanol ve metanol ekstreleri) antimikrobiyal
aktivitesinin  bulundugu saptanmusti. Yalmizca A. pestalozzae ekstraktlarinin

antimikrobiyal aktivitesinin diisiik oldugu bildirilmistir [14].

Centaurea hermanii bitkisinin kloroform, etanol ve petrol eteri ekstrelerini
hazirlaylp antifungal etkilerini arastiran  Siir-Altiner vd, bitkinin  Kloroform
ekstraktlarmin Candida glabrata ve Candida albicans iizerinde 6nemli aktivitesinin

bulundugunu bildirmistir [29].

Arif, Centaurea depressa ve Centaurea solstitialis bitkilerinin antibakteriyel ve
antifungal etkilerini aragtirmistir. Bunun i¢in mikrodiliisyon metodunu tercih etmistir.
Bitkilere ait ekstraktlar E. coli tizerinde kontrole yakin pozitif aktivite gosterirken,

antifungal aktivite negatif bulunmustur [30].

Giiven vd, Centaurea cinsine ait alt1 tiiriin on adet mikroorganizma tizerindeki
antimikrobiyal etkisini ¢alismislardir. Degisik oranlarda antimikrobiyal etki
bulunmustur. Test mikroorganizmalara kars1 etil asetat ekstresi en basarili ektstre, C.
kurdica en basaril1 bitki olmustur. C. pseudoscabiosa subsp. glechnii, C. balsamita ve

C. glastifolia antibakteriyel etki gostermistir [31].

Yasar vd, Centaurea sessilis ve C. armena bitkilerinin antimikrobiyal etkisini,
Candida albicans, Candida tropicalis, Serratia marcescens, Escherichia coli, Yersinia
pseudotuberculosis, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Serratia
marcescens, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis mikroorganizmalarina karsi

arastrmiglardir ve 1limli antimikrobiyal aktivite gosterdikleri bildirilmistir [32].



Centaurea cinsleriyle ¢alismis diger arastiricilar Karamenderes vd. olmustur.
Klorokuine antibiyotigine duyarli ve direngli Plasmodium falciparum iizerinde C.
hierapolitana'nin kloroform ekstresi pozitif aktivite gostermistir. Bu ekstrenin ayni

zamanda ekstreler iginden en iyi antileismanial aktiviteyi gosterdigi bildirilmistir [33].

Kose vd, iilkemizde endemik olarak bulunan Centaurea aladagensis bitkisinin
oncelikle ugucu yaglarin1 analiz etmisler, daha sonra antimikrobiyal etkilerini
calisgmislardir. Staphylococcus epidermidis tizerinde antimikrobiyal aktivite tespit
edilmistir [34].

Ozgelik vd., Centaura solstitialis subsp. solstitialis bitkisinden izole ettikleri 13-
asetil solstitialin kimyasalmin test mikroorganizmalara karsi standart antibiyotik
ampisiline esdeger aktivite gosterdigini bildirmislerdir Ayni bilesik DNA viriisiine
kars1 da referans bilesigi acyclovir kadar 6nemli derecede antiviral aktivite gostermistir
[35].

Sagdic vd., 2002'de yaptiklar1 c¢alismada, Helichrysum compactum Boiss.
bitkisinin metanol ekstraktmin farkli yogunluklar1 ile E.coli O157:H7’ye etkisini
incelemislerdir. Arastirma bir hafta stireyle gerceklestirilmistir. Sonug olarak % 1.5 ve 2
yogunlugundaki bitki ekstraktinin 2 ve 7. giinlerde E. coli O157:H7 bakterisinin
gelisimini inhibe ettigi bildirilmistir [36].

Tekeli 12 Centaurea tiirii ile yaptig1 calismada, C. balsamita, C. cariensis subsp.
maculiceps C. caiensis subsp. microlepis, C. kotschyi subsp. kotschyi, C. solstitialis
subsp. solstitialis, C. urvillei subsp. urvillei ve C. virgata tiirlerinin insanda degisik
enfeksiyonlara sebep olan E. coli’ye kars1 tedavi amagl ¢alismalarda kullanilabilecegini
belirtmistir [21].

2.1.2.3. Asteraceae (Compositae) Familyasinin Uyelerinde Antienflamatuvar

Aktivitenin Belirlenmesi I¢in Yapilan Cahsmalar

Ukiya vd., TPA ile uyarilmig farelerde (1 pg/kulak dozunda) Calendula

ciceklerindeki bazi sekonder metabolitlerin antienflamatuvar etkilerini arastirmistir.



Kalendulaglikozit A bileseni hari¢ diger bilesenler antienflamatuvar etki gostermistir

[37].

2009 yilinda Baltaci'nin yaptigir ¢alismada Anthemis aciphylla var. aciphylla
Boiss. bitkisinden drog hazirlanmis ve bu drogun antienflamatuvar etkisi siganlarla test
edilmistir. Koton pellet ile indiiklenen graniilom tesekkiilii yontemiyle birlikte karragen
ile indiiklenen penge &demi yontemi kullanilmistir. Standart olarak indometazin

antibiyotigi se¢ilmis ve sonugta bu antibiyotige yakin aktivite bulunmustur [13].

2.1.2.4. Asteraceae (Compositae) Familyasimn Uyelerinde Yara lyilestirici

Aktivitenin Belirlenmesi I¢in Yapilan Cahsmalar

Pommier vd. tarafindan, trolamin merheminin ve Calendula merheminin akut deri
iltihaplarina kars1 etkilerini arastirmak i¢in meme kanseri yiiziinden ameliyat olan ve
radyoterapi alan 254 hasta, rastgele segilmistir. Calendula uygulanan hastalarda
trolamine kiyasla ikinci dereceden deri iltihaplanmalar1 i¢in belirgin azalma oldugu
gbzlemlenmistir. Ayn1 zamanda Calendula merhemi siiriilen hastalarda radyoterapi
uygulandiktan sonraki agrilarda azalma saglanmis ve bu sayede radyoterapi daha sik

uygulanabilmistir [38].

2.1.2.5. Asteraceae (Compositae) Familyasimin Uyelerinde Antiiilser Aktivitenin

Belirlenmesi I¢in Yapilan Calismalar

Yilmaz'im sundugu c¢alismada Matricaria chamomilla L. ekstresinin anti-iilser
etkisi arastirilmistir. Bu amagla si¢anlarda etanol ile tlser olusturulmustur. Mide
membranlarinda gerceklestirilen incelemede yiiksek yogunlukta verilen ekstrenin
famotidin olarak adlandirilan ve mide iilserinin iyilestirilmesi i¢in kullanilan ilaca

esdeger oranda mide membranlarim1 korudugu ve akut mide iilserini azalttigi

bildirilmistir [39].

Chakurski vd. 1981 yilinda yaptiklar1 calismada duodenal {lserli ve

gastroduodenal iilserli hastalarm bulundugu iki ¢alisma grubu olusturulmustur. Ilk



grupta toplam 170 hasta bulunup yalnizca Symphytum officinalis ve Calendula
officinalis’le birlikte, ikinci grupta toplam 33 hasta bulunup antiasit ile tedavisi
yapilmaya caligilmistir. Symphytum officinalis ve Calendula officinalis verilen grupta
hastalarin % 90’ninda agrilar ve yakmmalar yok olmus, yalniz; antiasit verilen gruba

oranla iyilesme siiresi daha uzun olmustur [40].

2.1.2.6. Asteraceae (Compositae) Familyasinin Uyelerinde Diger Baz1 Aktivitelerin

Belirlenmesi I¢in Yapilan Cahsmalar

Cecen’in bildirdigine gore, C. officinalis’in kuru etanolle hazirlanan ekstrakti
sicanlar {izerinde denendiginde, agr1 kesici ve ates diistiriicii aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Ekstrakt artan atesi azaltarak dengelenmesini saglamistir. Ekstrenin 20 mg/kg
dozdaki analjezik etkisi, bir analjezik madde olan asetilsalisilik asitin 40 mg/kg dozuna

esdeger bulunmustur [16].

2009 yilinda Baltaci'nin yaptig1 ¢alismada Anthemis aciphylla var. aciphylla
bitkisi, toplandiktan sonra kurutulup Kloroform, etil asetat, etanol, n-hegzan ¢oziiciileri
ile ekstraktlar1 ve inflizyonu hazirlanmistir. Bitki ekstrelerinin ve infiizyonunun
sitotoksik aktivitesini arastirmak i¢in Brine Shrimp (Artemia salina) yontemi
kullanilmustir. Ekstrelerin ve inflizyonun sitotoksik karakterde olmadigi tespit edilmistir
[13].

Inula oculus-christi bitkisinin biyolojik aktivitelerinin arastirilmast amaciyla
hazirlanan liyofilize su ekstraktlarmm DNA’y1 UV ve oksidatif zararlardan koruma
aktiviteleri incelenmistir. Bunun i¢in pPBR322 plazmid DNA’s1 (vivantis) kullanilmis ve
oziitler ortamda bulunurken plazmid DNA’sina, H20. ve ultraviyole 1sikla zarar
verilmistir. Belirli yogunluklardaki bitki 6ziitlerinin oldugu siitunlardan birinde ocDNA

ve linDNA bantlarinin hasardan etkilenmedigi goriilmiistiir [17].

Alkan’a gore, Ignatowicz (1998) yaptigi arastirmada Asteraceae ailesine ait bazi
bitkilerin tarim zararlilar1 olan Sitophilus granarius ve Sitophilus oryzae canlilari
tizerindeki uzaklastiric1 ve cezbedici 6zelliklerini arastrmustir. Cahisilan bitkilerden en
yliksek repellent yani uzaklastiric1 aktiviteye sahip Artemisia vulgaris L. ve Tanacetum

vulgare’nin ekstraktlar1 olurken bunlar1 Achillea salicifolia Besser. ve Senecio fuchsii
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Gmel.’nin ekstraktlar1 takip etmistir. S. granarius igin en iyi atraktant yani cezbedici
olarak Tussilago farfara L.’nin yaprak ekstraktlarinin ve Cichorium intybus L.,

Leucanthemum vulgare L. nin ¢igek ekstraktlarmnin oldugu belirtilmistir [41].

Kaga'nin 2006 yilinda sundugu ¢alismada, Matricaria chamomilla L. bitkisinin
etanol ekstresinin antidiabetik etkisi arastirilmistir. Streptozotozin ile diyabetik yapilan
sicanlarin tedavisi 14 giin siireyle gavaj ile gerceklestirilmis, ekstrenin yiiksek kan
glukoz diizeylerini azalttigi buna bagli olarak gelisen oksidatif stresi de azalttig
bildirilmistir [42].

2.1.3. Aster L. Cinsinin Genel Ozellikleri

Rizomlu ya da bazen odunsu kazik koklere sahip iki yillik veya cok yillik
bitkilerdir. Govde yaprakli, tek ya da dallanmis olabilir, bir ya da daha fazla kapitiila
tasir. Dip ve govde iizerindeki yapraklar lanseolat ya da oblanseolat, spatulattir.
Kapitulum heterogam, radiat, genellikle heterokrom (cok renkli) dur. Involokrum
kampanulat, fillariler pluseriat, subequal ya da imbrikat, yapraksi ya da zarsi, genellikle
Imm ya da daha genistir. Reseptakulum diiz yapidadir. Kapitulumun dis kisminda
siralanmig dilsi ¢igekler disi, genelde 1- sirali, oldukca genis ve tiipsii ¢iceklerden daha
uzun, genellikle mavi, eflatun ya da beyaz renktedir. Kapitulumun orta kisminda
bulunan disk ¢igekler hermafrodit, korollolar tiipsii, kampanulata yakin, tepede 5 loblu
ve saridir. Akenler iki yandan basilmis, obovat, marjinal olarak 2 ¢ikintilidir. Papus
skabros, kalici, tiipsii ¢igeklerin korollalarina hemen hemen esit uzunlukta, bazen dis

kisminda ¢ok kisa tityler icerir [43].

2.2. Aster squamatus (Spreng.) Hieron.’un Genel Ozellikleri ve Bu Bitkiye Yonelik
Yapilan Baz1 Cahismalar

Tek yillik ya da iki yillik (15-) 30- 100(-150) cm. boyunda bitkilerdir. Govde dik
ya da yiikselici, dallanmis ve tliysiizdiir. Yapraklar ¢ogunlukla linear ya da linear

lenseolat, tamdir. Kapitulumlar, ¢ok sayida uzun (5-30 mm) pedisel iceren simetrik
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panikula halindedir. Involokrum kampaniilat, 5-7X4-5 mm, fillariler 3- sirali, oblong ya
da oblanseolat, tepe kismi konik, morumsu, serrulate, u¢ kismi akut ya da mukronat,
en uzun olanlar 5- 6 mm. dir. Distaki dilsi ¢i¢ekler beyaz ya da eflatun-mavi, igteki

tiipsi ¢igekler saridir. Agustosta ¢iceklenir [44].

Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi (TUBIVES)’den alinan bilgilere gore endemik bir
tir olmayan Aster squamatus ‘un habitat1 deniz kenar1 olup 0-10°’m de yetisir [45].
Meri¢ vd. tarafindan 2010 yilinda Edirne’den rapor edilmistir [46]. Sekil 2.2.1 Aster

squamatus’un Tiirkiye’deki dagilisini gostermektedir.

o

Sekil 2.2.1 Aster squamatus’un Tirkiye’deki dagilisi

Merig, Aster squamatus’un doku ve organlarindaki kalsiyum oksalat kristallerini
arastirmis ve bunlarm morfojisi ve dagilimmi 11k mikoskobu ile tespit etmistir. A.
squamatus’un goévde 06z parankimasinda Kristaller stiloid ve bipiramidal olarak
gozlenirken, gévde korteks ve epidermis tabakasinda kristal gozlemlenmemistir. Yaprak
epidermis hiicreleri kristal igermiyorken, druz Kristalleri yaprak mesofil hiicrelerinde
goriilmiistiir. Bu tiirlin tireme organlarinda da degisik sekillerde Kristaller rapor
edilmistir [47].

Sperotto vd. yaptiklar1 ¢alismada, gastrointestinal propulsiyonda Aster
squamatus’un etkisini belirlemiglerdir. Fitokimyasal arastirmalar kokler ve saplarin

amino gruplar, saponinler, hidrolize ve kondanse tanenler i¢erdigini ve bu maddelerin

12



terpenler, flavonoidler, fenoller igerdigini akla getirmistir. Dekoksiyonik yapraklar
saplar ve kokler kafeik, sinnamik, ve sinapik asitlerin mevcudiyetini gostermistir. Aster
squamatus‘un biitiin infiizyonlari, dekoksiyonlar ve etanol 6ziitiiniin parametreyi
degistirmedigi yerde, gastrointestinal propulsiyonu kontrol gruba gére énemli derecede
azaltmustir. Infiizyonun etkisi ve dekoksiyonik ve etanolik ekstrelerin aktivitesinin
eksikligi bitkide sabit olmayan veya ucucu bilesenlerin varligindan kaynaklanabilecegi
seklinde yorumlanmustir. Farelerdeki gastrointestinal propulsiyonda incelenen Aster
squamatus’un biitlin inflizyonlarinin inhibit6ér etkisi bu bitkinin bir anidiiiretik ajan

olarak ek klinik ¢aligmalarmi desteklemistir [48].

1995 yilinda Almeida vd., yaptiklar1 ¢alismada insanlarin ishal dnleyici etkilere
sahip olduklarini bildikleri bitki 6ziitlerini higbir bilimsel veriyi baz almadan geleneksel
olarak kullandiklarmi1 belirtmisler ve arastirmalarini bu sebeple yapmislardir.
Calismalarinda birkag bitkiye ek olarak Aster sgquamatus’un, siganlarda suyun
barsaklardan taginimma ve farelerdeki gastrointestinal propulsiyona etkisini
arastirmislardir. Aster squamatus’un yapraklarinin potansiyel ishal dnleyici etkiye sahip
oldugu enteropatojenik maddeler ile enfekte olmus hayvanlardaki ek arastirmalar

tarafindan da teyit edilmistir [49].

Sajna vd., Slovenya’ da Kuzey Adriatik sahil seridinde yabanci istilact bir bitki
olan Aster squmatus’un tireme biyolojisi hakkinda ¢alismislardir. Kiigiik bir alanda
Aster squamatus varliginda ve yoklugunda topragin verimini karsilagtrmislardir. Aster

squmatus varliginda topraktaki fosfor ve ¢inko miktar1 artarken C:N orani azalmistir
[50].

Sonug olarak Aster squamatus ile ilgili yapilmis olan aragtirmalarin dérdiinden
ikisi gastrointestinal ajan olduguna dair, birisi kalsiyum oksalat kristalleri igerip
icermedigine dair, digeri ise Aster squamatus varliginda toprakta meydana gelen
degisikliklerle ilgili ¢alismalardir. Bunlarin haricinde bir de DPPH* giderim aktivitesi
caligtlmistir. Goriildiigii lizere yapilan literatiir taramasinda bu bitkiyle ilgili antidiiiretik
aktivite ve DPPH radikali giderim aktivitesi haricinde herhangi bir biyolojik aktivite

calismasina rastlanmamustir.
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2.3. Bitkilerde Bulunan ve Biyolojik Aktivite Gosteren Bilesikler

2.3.1. Fenolik Bilesikler

Dogal antioksidanlarin en 6nemli kismini fenolik maddeler olustururlar. Bunlar
polifenolik bilesikler olup bitkilerin tiim kisimlarinda goriliirler. Kumarinler,
flavonoidler,  sinnamik asit tiirevleri ve fenolik asitler en bilinen fenolik
antioksidanlardandir. Fenolik bilesiklerin yapisi bitkilere giinesten ulasan ultraviyole
15181 absorbe etme Ozelligi kazandirarak bitkilerin genetik hasar almasini onler. Bu
bilesiklerin besinlerde bulunan ve kolay oksitlenebilen maddelerin okside olmasini
onledikleri bildirilmistir. Bundan dolay1 besinlerin tat ve koku gibi ozelliklerinin
arttirilmasi i¢cin aromatik bitkilerin ve baharat bitkilerinin kullanim1 giin gegtikge dnem

kazanmaktadir [51, 52].

Bazi fenolik bilesikler antimikrobiyal 6zellikte olup inflamasyonu o6nlerken,

bazilar1 ise bitkilerde lokal olarak acimtirak bir tat olusturarak herbivorlar1 kagrirlar

[52].

2.3.2. Kinonlar

Kinonlar aromatik iki keton halkasmndan olusurlar. Dogada oldukg¢a yaygin
olarak bulunan bu bilesikler, sebze ve meyveler kesildigi zaman kararmaya neden

olurlar. Bitkiler, kinon yapisinda ¢ok sayida dogal boyar madde igerirler [53].

Kinonlar bir deri pigmenti olan melanin sentezine neden olurlar ve aminoasitler
ile birlikte tersinmez kompleks olusturduklari i¢in proteinlerde fonksiyon kaybina yol
acarlar [54].

Kazmi vd. tarafindan tanimlanan hiperisin ismindeki antrokinon Pakistan’da
bulunan Cassia italica agacindan elde edilmistir. Hiperisin, Bacillus anthracis ve
Corynebacterium pseudodiphtericum’a karsi bakteriostatik etki, Pseudomonas
pseudomalliae i¢in bakterisidal etki gostermistir. Bu madde daha sonralar1 antidepresan

olarak da dikkatleri tizerine ¢ekmistir [55].
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2.3.3. Tanenler

Tanenler, gelismis bitkilerde bulunan polifenol yapisindaki sekonder
metabolitlerdir. Deriyi tabaklama fonksiyonun oldugu bilinmektedir. Bu gibi ilging
ozellikleri nedeniyle tip, gida ve ilag alanlarinda pek ¢ok arastirmaya konu olmuslardir.
Tanenler dort ayr1 grupta toplanabilir. Bunlar gallotanenler, ellagitanenler, kompleks
tanenler ve kondense tanenlerdir. 500-20000 Dalton arasinda molekiil agirliklar: vardir.
Tanenler, nisasta, sindirim enzimleri, mineral ve proteinlerle gapraz baglar olusturarak
gida kalitesini bozmaktadir. Tanenlerin antimutajenik, antimikrobiyal, antiviral ve
antikanserojen  aktivite gosterdigini tanimlayan ¢ok sayida Dbilimsel yaymn

bulunmaktadir.

Hindistan ve Giineydogu Asya’da % 11-26 yogunlukta tanen bulunduran betel
nut isimli meyvanin girtlak ve yanak kanserine sebep oldugu, bununla birlikte bir diger
arastirmada tanen icerigi yiiksek yesil ¢aym mide tiimdrlerinin olusumunu baskiladigi

bildirilmistir [56, 57].

Bir tanen iiyesi olan tannik asitin kan lipit diizeyini azaltt1g1, insiilin sekresyonun
regresyonunda etkili oldugu ayni zamanda yilan ve bocek isirmalarina karsi1 panzehir

olabilecegi ve immiin sistemi giiglendirmede etkin oldugu bildirilmistir [58].

2.3.4. Kumarinler

Kumarinler, a-piran ve benzen halkalarindan olusmakta olup tipik ot kokusunu
verirler. 1996 yilina dek 1300 kumarin tiirevi tanimlanmistir. Kumarinler, damar
genisletici, anti-enflamatuar ve anti-trombotik 6zelliklerimden dolay1 {in kazanmustir.
Warfarin, taninmig bir kumarin tiirevidir ve kanin pihtilasmasii 6nlemektedir. Bununla

birlikte antiviral aktivite de gostermektedir [26].

2.3.5. Alkaloidler

Alkaloidler, azotlu organik bilesikler olup, tiiketiciler iizerinde farmakolojik

aktivite gosterirler. Cogu zaman aminoasitlerden orijinlenirler. Birgogunun tadi acidir.
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Hayvanlarda (6zellikle suda yasayan gastropodlarda), bitkilerde (domates ve patates) ve
mantarlarda ikincil metabolitler olarak bulunmaktadir. Bunlarin ekstraksiyonu asitlerle

yapilmaktadir.

Konin (coniine) veya sitrokinin (strychnine) alkaloidleri zehirliyken, koedin ve
morfin alkaloidleri analjezik (agr1 kesici) veya anestetik Ozellikleriyle tipta
kullanilmaktadir [59].

2.3.6. Glikozitler

Glikozitler ¢ogu zaman kristalize, kat1 veya amorf, ac1 lezzetli, renksiz (bazilari
renkli) maddelerdir. Glikozitlere bitkilerde ¢ok sik rastlanilmaktadir. Sitosolde
¢Oziinmiis olarak vakuollerde bulunurlar. Bitkilerde birincil glikozit olarak bulunurlar.
Kurutma esnasinda bir molekiil sekerin ayrilmasiyla ikincil glikozit formuna donerler.
Bitkiler glikozitlerle birlikte enzim de igerirler ve her enzim yalnizca bir tip glikoziti
parcalayabilir. Sayet bir drogdaki enzim inaktif hale getirilmezse uygun sartlar altinda
glikozitleri hidrolize ederler ve aktivitelerini bozarlar. Bundan dolay1 glikozitlerin

kararlhilig1 i¢in enzimlerin stabilizasyon yolu ile aktiviteleri bozulmalidur.

Fenol glikozitleri bulunduran ilag ham maddelerinin bazilar1 antiseptik
bazilariysa analjezik ve antipiretik aktivite gostermektedir. Bazi fenol glikozitlerinin
seker bulundurmayan bilesikleri (aglikon) ise hos kokular1 sebebiyle eczacilik ve gida
sanayinde koku verici veya koku diizeltici olarak tercih edilmektedir. Salix (S6giit)
bitkisinden izole edilen salisin analjezik, Vanilla (Vanilya) bitkisinden elde edilen

vanilin ise spazm giderici ve sinir sistemini uyarici aktivite bulundurmaktadir [60].

2.3.7. Ugucu Yaglar ve Terpenoidler

Ucgucu yaglar presleme ve damitma yontemleriyle bitkilerin ¢esitli kisimlarindan
(meyve, kabuk, kok) izole edilmektedir. Oda sicakliginda sivi, ¢cogu zaman renksiz,

kokulu bilesikler olup “esansiyel yaglar” olarak da bilinmektedir [61].
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Icerdikleri molekiiller genellikle terpenoitler (isoprenoitler), sesquiterpenler ve
monoterpenlerdir. Bununla birlikte, diisiik molekiil agirlikli diiz zincirli hidrokarbonlari,
diterpenleri, alkolleri, asitleri, asiklik esterleri, aldehitleri veya laktonlari, istisna olarak

stilfiir ve azot tasiyan bilesikleri ve kumarinleri de bulundururlar [62].

Yogunluklar1 sudan az olan ugucu yaglar optik¢e aktiftirler. Oksijen ve 151k

nedeniyle yogunlastiklari i¢in opak siselerde saklanmalidirlar.

Ugucu yaglarin kullanimi ¢esitli biiylikk medeniyetlerden giliniimiize kadar
ulagmaktadir. Giiniimiiz Diinya’sinda aromaterapiye karsi artan ilgiyle beraber ugucu
yaglarm kullanimi da 6nem kazanmistir. Bu yaglar masaj esnasinda uygulanarak
insanlarm giinlin yorgunlugunu atip rahatlamasini gevsemesini saglamaktadir. Buna ek
olarak eterik yaglar, gidalara, igeceklere, parfiimeri ve kozmetik {riinlerine
katilmaktadir. Sedir ve lavanta yagi ise bir repellent (bocek kovucu) olarak
kullanilmaktadir [63].

2.3.8. Lektinler

Lektinler protein ya da glikoprotein yapisindaki maddeler olup, ¢ogunlukla
sekerlere baglanirlar. Lektinler, bakteri, mantar, bitki, virus, hayvan ve insanlarda
bulunmakta olup, endojen ve eksojen lektinler olarak ikiye ayrilirlar [64]. Endojen
lektinler memelilerde bulunmaktadir [65]. Bitkilerdeki lektinler bulunduklar: bitkilerin
isimleri ile adlandirilmaktadir. Ornegin, bugday tohumunda bulunan lektine “Bugday
tohumu Aglutinin”, soya fasulyesinde bulunan lektine “Soya fasulyesi Agliitinin”, kse

otunda bulunan lektine “Okse otu Agliitinin” denilmistir [66].

Kanser hiicreleri lizerinde yapilan arastirmalarda normal hiicrelerin kanser
hiicresine  doniigiirken hiicre  zarlarindaki ~ glikoproteinlerin  oligosakkaritlerinde
degisiklikler olustugu bildirilmistir. Kanser hiicrelerinin zarlarindaki glikoproteinlere
eklenebilecek bazi birimler sayesinde immiin sistem tarafindan daha ¢abuk taninarak
daha kolay yok olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu diisiinceye paralel olarak yapilan
calismalarda bitkisel kaynakli lektinlerin zar glikoproteinlerine baglanmasiyla birlikte

savunma hiicrelerini stimiile ettikleri belirlenmistir [67].

17



2.4. Bitki Ekstrelerinin Kullamim Alanlar ve Sagladigi Yararlar

2.4.1. Gidalarda Koruyucu Madde Olarak Kullanilmalar

Besin kaynakli hastaliklar gelismekte olan iilkelerde oldugu gibi gelismis
tilkelerde de Onemli bir sorundur. 81 milyon hastalik vakasindan 6 milyonu besin
kaynakli ger¢eklesmis olup, yalnizca Amerika’da senede 9000’den fazla kisi besin
kaynakli mikrobiyal ajanlardan Olmektedir. Listeria monocytogenes, Campylobacter
jejuni, Salmonella spp., besin zehirlenmelerinden sorumlu 6nemli ajanlardir [68]. Bu
ajanlar intoksikasyonla hastaliga neden olabilmektedir. Bu gibi durumlarda, canli
mikroplarin viicuda girmesine gerek yoktur. Aksine, hastalik hali toksin eylemine bir
yanit olarak verilmektedir. Bu Staphylococcus gida zehirlenmesinde oldugu gibi daha
cok ciddi ile nispeten hafif ve kendini sinirlayan olabilmektedir, botulizm s6z konusu
oldugunda, genel olarak oliimciildir [69]. Besin zehirlenmesine karsin Onleyici
yontemler kullanilmasina ragmen halen besin endiistrisini ve tiiketicileri olumsuz
etkilemektedir. Tiketiciler koruyucu igeren besinlere karsi giiven problemi yasamakta,
bu yiizden besin kaynakli hastalik vakalarinin minimize edilebilmesi i¢in daha tesirli
yollarla ilgilenmede bir artis s6z konusu olmaktadir. Bitkilerden saglanan

antimikrobiyal ajanlarin besin giivenligini basariyla muhafaza ettigi bildirilmistir [70].

2.4.2. Tibbi Amach Olarak Kullanilmalar

Insanlar var olduklarindan bu yana bitkileri hastaliklardan korunma ve tedavi
gayesiyle kullanmislardir. Giintimiizde yeryiiziinde var olan bitki tiirii adedinin 250.000-
500.000 arasinda oldugu kabul gérmektedir. Diinya Saglhk Orgiiti (WHO) verilerine
gore diinya niifusunun %70-80°ni hastaliklarin tedavisi ya da dnlenmesi i¢in geleneksel
tiptan faydalanmaktadir. Bu gaye ile faydalanilan tibbi bitki tiiriniin 70.000 kadar
oldugu disiiniilmektedir. WHO 21.000 bitki tiirliniin ilag¢ yapmak i¢in
kullanilabilecegini bildirmistir [71]. Insanlar bu tiir bitkileri satin alarak veya dogadan
toplayarak, cesitli sekillerde ve cesitli amagclar igin kullanmaktadirlar [72]. Ornegin,
defne, kekik, biberiye, karanfil ve feslegenin ugucu yaginin L. monocytogenes ve diger

mikrobiyal ajanlara karsi bakterisidal aktivitesi tespit edilmistir [73]. Yarnell ve
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Abascal, 2004 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada sitma etkenine karsi olusan direng
mekanizmasint bozmada ve sitmanin iyilestirilmesinde Artemisia annua, Artemisia
vulgaris, Artemisia absinthium, Jatropha curcas, Cinchona spp., Cochlospermum
tinctorium, Cochlospermum planchonii, Euphorbia lateriflora, Gossypium hirsutum
gibi bitkilerin kullanilmasini tavsiye etmislerdir [74].

Mide-barsak hastaliklarmin olusumuna neden olan Helicobacter pylori’nin
oldiriilmesinde antibiyotiklerin kullanilmasi, bu antibiyotiklere karsi hizli bir sekilde
diren¢ mekanizmalarinin olusturulmasina yol agmustir [3]. Yesilada vd, Tirkiye’de
dogal olarak bulunan ve halk tibbinda gastrik hastaliklarin iyilestirilmesinde kullanilan
yedi bitki tiiriine ait ekstrelerin anti-Helicobacter pylori etkisini agar diliisyon metodunu
kullanarak bir adet standart susta ve klinik olarak izole edilmis sekiz ayr1 H. pylori’ye
kars1 denemislerdir. Bu ¢alismada kullanilmis bitkilerden Centaurea solstitialis subsp.
solstitialis’in kloroform fraksiyonu her iki gruba karsi (standart sus ve klinik olarak
izole edilenler) anti-H. pylori aktivitesi gostermistir. Ozellikle klinik suslara kars1 ¢ok
etkili oldugu bildirilmistir [75].

Diinyada yaklasik olarak 300 milyon diyabet hastasi vardir. Bu rakamin
yiikselen obezite miktarina ve hatali beslenme aliskanliklarina bagli olarak siiratle
artacag diisiiniilmektedir. Uzerinde fazlaca calisma yapilan mevzulardan biri de gelecek
senelerde diinyada 6nemli bir saglik sorunu haline gelecek olan diyabet tizerindedir. Tip
Il diyabet tedavisinde onerilen ve agizdan alinan antidiyabetik ilaglarin bobreklerde ve
karacigerde 6nemli toksisite meydana getirmesi ve tip | diyabet tedavisinde insiilinin
seceneksiz olmasi nedeniyle yeni ilaclarm bulunmasi i¢in yapilan arastirmalar giin
gectikce hiz kazanmaktadir. Antidiyabetik aktiviteli yeni ilaglarin kesfinde bitkiler, son

derecede 6nemli bir rol oynamaktadir [76].

Tanrikulu yaptigi ¢alismada tek doz streptozotosinin (70 mg/kg) intraperitonal
olarak uygulanmasiyla diyabetik yapilmis siganlara 72 saat sonra oral olarak cesitli
dozlarda Arctium lappa kok oOziitii verilmistir. Tedavi 14 giin stirmistiir ve 0ziit
verildikten sonra belirli giinlerde ve belirli saatlerde aglik kan sekerleri 6lgtilmiistiir.
Arctium lappa kok oziitii kontrol gruba oranla diyabetik grupta kan glukoz seviyelerini

doza bagli olarak anlamli bir sekilde azaltmustir [77].

19



Cucurbitaceae ailesinin bir {iyesi olan kudret nar1 bitkisi tropik ve subtropik
iklimlerde dogal olarak bulunan, Giineybat1 Asya, Afrika, Cin, Karayipler, Hindistan,ve
Akdeniz iilkelerinde meyvesi i¢in yetistirilen bir bitkidir. Bu bitki Giineydogu Asya’da
diyabet tedavisi i¢in kullanilmakta ve igerdigi “bitki insiilini”, “p-insiilin” ya da
“polipeptit-P” olarak isimlendirilen molekiiller sebebiyle insiilin gibi aktivite
gostermektedir. Caligma deri altina uygulanarak saptandigi i¢in oral olarak uygulanmasi
konusundaki arastirmalar siirmektedir. Bu aktif molekiiller etkisini 30-60 dakikada
gostermekte ve 4-5 saatte maksimum seviyeye ulagmaktadir. Etki mekanizmasi sigir
insiilinine benzemektedir. Meyve suyunu (Giinde 57 gram) oral yolla alan tip 11 diyabet

hastalarinda glikoz tolerans1 %73’ler seviyesinde azalmustir [78].

Insan Bagisiklik Yetmezligi Viriisii (HIV-Human immun deficiency viriis)
bulasmis olan kisilerde AIDS: Kazanilmis Bagisiklik Yetmezligi Sendromu (Aquired
Immunodeficiency Syndrome) hastaligi ortaya c¢ikmaktadr [79]. AIDS'in Afrika
kokenli olmas1 muhtemeldir. Kiiresel seyahat kolaylig1 ile, 1970'lerin sonlarinda gelisen
diinyaya yayilmistir. ABD'de kisa siire sonra tanmmuistir. AIDS'in % 100'e yaklasan bir
mortalitesi bulunmaktadir. Sendrom ilk kez 1981 yilinda tanimlanmis ve etken viriis
1983 yilinda izole edilmistir [80].

AIDS vakalarinin sayisi giinden giine artmasma ragmen, bu hastaligin tedavisi
ve asist heniiz tam olarak kesfedilememistir [79]. Kullanilan biitiin tedavi yollar1
hastanin hayat sartlarini iyilestirmeye ve hayat siiresini arttirmaya doniiktiir. AIDS ‘in
tyilestirilmesi i¢in olusturulabilecek yeni etkin maddelere yonelik arastirmalar stiratle
devam etmektedir. Bu konuda da bitkisel kaynaklar tizerinde ¢alismalar yapilmaktadir.
Bitkilerden elde edilen pek c¢ok bilesik HIV replikasyon dongiisiiniin ¢esitli
basamaklarinda ve farkli HIV enzimlerine yonelik inhibitor aktivite gdstermektedir

[80].

Cecen’e gore, Kalvatchev vd. (1997), Calendula officinalis’in Kurutulmus
cigeklerinin ekstraktlarint HIV-1 replikasyonunu onlemeleri yoniinden incelemislerdir.
In vitro MTT/tetrazolum’lu deney ortaminda ¢i¢eklerin dogal ekstrakti anti-HIV aktivite
gostermistir. Dogal ekstrakt (500 pg/ml) varken enfekte olmamis Molt-4 hiicreleri,
HIV-1 ile enfekte olmus hiicrelerle beraber kiiltiire edildiginde, enfekte olmamis Molt-4

hiicreleri oliimden 24 saat siireyle korunmustur. C. officinalis ¢igeklerinin dogal
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ekstraktlar: uygulandiktan sonra HIV-1 revers transkriptaz (RT) etkinliginde zaman ve
doza bagh olarak azalma meydana gelmis, hiicresiz ortamda 30 dakikalik uygulama

sonucunda % 85 dolayinda RT inhibisyonu gerceklesmistir [16].

2.4.3. Anti-Helmintik Olarak Kullanilmalar

Parazitlerin hayvanda olusturacagi tahribat ekseriyetle hayvanin beslenme
miktara baghdir. Hayatta kalmaya yetecek kadar beslenen hayvanlar olusabilecek
enfeksiyonlara daha duyarhdirlar. Daha fazla beslenen hayvanlar ise parazitlerden daha
az etkilenmekte ve parazitlerin olusturacagi zararlarm 6niine kolaylikla gecebilmektedir.
Antihelmintik ilaglar ¢ogunlukla sindirim sistemini tutan parazitlerin kontroliinde
kullanilmaktadir. Bu ila¢ kalintilarinin hayvansal gidalarda bulunmasi tiiketicileri
rahatsiz etmektedir. Bundan dolayr parazitleri Onleyen bitki tiirlerinin tedavide
kullannmi  bu ilaglarmm kullanimmi  diisiirerek tiiketicileri bir nebzede olsa
rahatlatmaktadir. Artemisia tiirlerinin insanlar tarafindan antihelmintik olarak tiiketildigi
ve Lantana camara (Ada ¢ay1)’nin gastrointestinal sistemdeki nematotlar ile parazitlerin

kontrol edilmesi i¢in son derece miihim bir bitki oldugu bilinmektedir [3].

2.4.4. Anti-Fungal Olarak Kullamlmalar:

Tarim mahsullerindeki zararlilarla ve hastaliklarla miicadelede kullanilan
sentetik pestisitlerin yillarca bilingsiz kullanilmasi su, hava, toprak ve gidalarda
toksinlerin birikmesine, ckosistemin bozulmasina, =zararlilarin pestisitlere direng
kazanmasma neden olmustur. Pestisitlerin bu zararli etkileri nedeniyle biyolojik
miicadele yontemleri bulma arastirmalar: siirat kazanmistir [81]. Biyolojik miicadele
yontemlerinden biri de dogal bitki ekstraktlarinin kullanilmasidir [82]. Sarimsak
ekstraktlarimin uygulandigi bir arastirmada Pythium ultimum ve Rhizoctonia solani’nin
sitoplazmasinda yapisal degisiklikler meydana gelmistir. Funguslarin hiicrelerinin
sitoplazma zarinda biiziisme ve hiicre ¢eperinde kalinlagsma gézlemlenmistir. Fungus
hiicrelerinde olusan degisikliklerin sterol sentezini yavaglatan fungisitlerle yakinlik

gosterdigi goriilmiistiir [83].
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Tiirkiye’de ve diinyanin ¢ogu {ilkesinde, hastalik yapici bir fungus olan
Phytophthora capsici L., 6zellikle Capsicum annuum L. yetistiriciliginde kayda deger
uriin kaybma neden olmaktadir [84]. Mullerriebau vd. yaptigi caligmada, Laurus
nobilis, Mentha pulegium, Salvia fruticosa, Inula viscosa, Eucalyptus camaldulensis,
Origanum minitiflorum, Pimpinella anisum ‘un Phytophthora capsici’ye kars1 antifungal

aktivite gosterdigi bildirilmistir [85].

2.4.5. Anti-Oksidan Olarak Kullanilmalar

Bir ya da daha ¢ok eslenmemis elektron bulunduran reaksiyona girme
kabiliyetleri yiiksek, kararsiz ve kisa Omiirlii atomlara ya da molekiillere serbest radikal
denilmektedir. Serbest radikaller eslesmemis elektronlar1 sebebiyle olduk¢a kolay
reaksiyona girmektedirler [86]. Diger molekiillerle kolayca elektron aligverisi yapabilen
bu molekiiller "Reaktif Oksijen Tiirleri” (ROS) olarak da adlandirilmaktadir [87]. ROS’
lar ti¢ grup altinda toplanabilmektedirler. Tablo 2.4.5. reaktif oksijen tiirlerini
gostermektedir [86].

Tablo 2.4.5. Reaktif Oksijen Tiirleri

Siiperoksit radikal (O2*)

Hidroksil radikal (OH®)
Radikaller

Alkoksil radikal (LO®)

Peroksil radikal (LOO®)

Hidrojen peroksit (H202)

] Lipid hidroperoksit (LOOH)
Radikal olmayanlar

Hipoklorik asit (HOC1)

Singlet oksijen 10,
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Viicutta reaktif oksijen tiirlerinin olusmasinda ve bunlarin yok edilmesi arasinda
oksidatif denge olarak isimlendirilen bir denge bulunmaktadir. Ancak agir metaller,
radyasyon, ¢esitli gazlar, pestisitler, herbisitler, ilaglar gibi ¢esitli molekiiller organizma
ile etkilesime gegtiklerinde bu dengede bozulma meydana gelir ve bu da organizmada
oksidatif stres denilen durumu ortaya ¢ikarir. Bunun sonucu olusan serbest radikaller
hiicrelerdeki karbonhidrat, lipit, protein, DNA gibi molekiillere saldirarak, yapilarinin
bozulmasima yol acarlar [88, 89, 90]. Antioksidanlar, serbest radikal zincir tepkimelerini
baslangi¢ ve daha sonraki asamalarda engelleyerek oksidatif prosesi durdururlar [91].
Bundan dolay1 organizmada antioksidanlarin bulunmasi ve miktari son derece 6nem arz
eder [19]. Yapay antioksidanlar (BHT; BHA gibi) oldugu gibi, sebze ve meyvelerde
dogal olarak bulunan antioksidanlar da (Askorbik asit, B-karoten, tokoferoller gibi)
mevcuttur. Bununla birlikte sentetik antioksidanlarmn neden oldugu muhtemel
karsinojenik yan etkiler son zamanlarda insanlarin dogal kaynaklara yonelmesini
saglamigtir.  Antioksidan bilesikler ¢esitli yontemlerle bitkisel materyallerden

saflagtirilarak kullanilabilmektedir [24].

Karagin, Cynara syriaca’nin ¢i¢eklerinden ve yapraklarmdan hazirlanan metanol
ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerini belirlemek i¢in ¢alismistir. Aktivite DPPH*
radikal giderme (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yontemiyle taranmis ve ¢igek ve yaprak
ekstraktlarinin DPPH® giderme aktivitelerinin standart maddelerinkine ¢cok yakin oldugu

belirlenmistir  [25].

2.4.6. Yabanci Otlara ve Bitki Zararhlarma Kars1 Kullanilmalar

Bitkilerin hastalik ve zararhilardan korunarak, hizla artan diinya niifusunun
beslenme gereksinimini karsilayacak seviyede zirai iiriin yetistirilebilmesi igin yabanci
otlar ve hastalik faktorii olan zararlilara karsi gesitli savas stratejileri olusturulmustur.
Bu stratejilerin basinda kimyasal savas gelmekte olup, bunu biyolojik ve kiiltiirel

miicadele yontemleri takip etmektedir [92].

Mart 2004 ay1 itibariyle, yurdumuzda bitki hastalik ve zararlilariyla savasmak
iizere 485 adet etken maddeye izin verilmistir. Bu etken maddelerden su anda takribi

252’si bu pazarda kullanilmakta olup, bu etken maddelerden olusturulan ruhsath ilag
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3006 adettir. 2002 yili bilgilerine gore, lilkemizde pestisit tiiketim miktar1 yaklagik
olarak 30.792 ton, bunun maddi karsilig1 da takribi 177.151.000 dolardir. Uygulanan bu
ilaglarin 7.521 tonu yurtdisindan saglanmakta ve bunun bedeli olarak 49.942.000 dolar
verilmektedir [93].

Yurdumuzda bitki hastalik ve zararlilariyla miicadele etmekte bu kadar ilag
kullanilmasina ve bu kadar para harcanmasina ragmen ¢esitli zorluklar yasanmaktadir.
Zira direngli bakteri populasyonlarmin olusacagi endisesinden, ilaglar uygulandiktan
sonra mahsiiller izerindeki artiklarin insanlar tarafindan farkinda olmadan yendiginde
insanda bulunan patojen bakterilerin duyarli hale gelme riskinden ve uygulayicilar
iizerindeki dogrudan zararl etkilerinden otiirii yurdumuzda antibiyotik bulunduran
tarimsal miicadele ilaclarinin  kullanimi  yasaklanmig ve ruhsatlandirilmasi
yapilmamaktadir. Ruhsatlandirmamanin gerekgesi olarak yurdumuzdaki bilingsiz
uygulamalar, tavsiye edilen dozu agsma, uygulama zamanina ve siiresine dikkat etmeme
ve ayrica kontrol mekanizmalarmin arzulanan seviyede olmamasi gibi 6nemli nedenler
ileri siirtilmektedir. Tiim bu nedenlerden dolay1 toksitesi olmayan, insan ve g¢evre
saglhigina zarar vermeyen ve sentetik kimyasallarin yerine basariyla gegebilecek dogal

bitki ekstraktlarinin belirlenmesine yonelik ¢aligmalar yapilmaya baslanmistir [94].

Alkan, Tanacetum abrotanifolium’un ¢icek ve govde ekstraktlarmin iki 6nemli
depo zararhis1 Sitophilus oryzae (piring biti) ve Sitophilus granarius (bugday biti)’a
kars1 davranmigsal ve toksik etkilerini in vitro ¢alismistir. Bitkinin ¢igek ve govde
ekstraktlari, metanol hekzan ve etil asetat kullanilarak olusturulmustur. T.
abrotanifolium’un ¢igek ve govde ekstraktlar: ve Sitophilus granarius tizerinde yiiksek
seviyede toksisite olusturdugu tespit edilmistir. Govde hekzan ekstrakti % 74’lik
oldiirme orani ile Sitophilus granarius tizerinde en fazla toksisiteyi olusturmustur.
Bununla birlikte piring biti i¢in govde hekzan ekstraktt % 22’lik Gldiirme orani
gOstermistir [41].
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Bitkisel Materyal

Aragtirma materyali olan Aster squamatus (Spreng.) Hieron. bitkisi, 06.09.2013
tarihinde ¢iceklenme doneminde iken Trakya Universitesi Balkan Yerleskesi’nden
toplandi. Toplanan 6rneklerin bir kism1 herbiye kurallarina uygun olarak kurutularak
herbaryum 6rnegi haline getirildi (EDTU 13405) ve Dog. Dr. Ciler KARTAL tarafindan
teshisi yapild.

3.2. Kullanilan Mikroorganizmalar

Bu arastirma 4 adet standart bakteri susu kullanilarak gerceklestirildi. Bakteriler
Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarindan temin edildi.
Kullanilan bakteriler ve kodlar1 Tablo 3.2°de gosterilmistir. Kullanilan yontemin kontrol
edilmesi ve test edilen bakteri susunun duyarliigini belirlemek i¢in Sefazolin (30

ug/disk) ve Gentamisin (10 pg/disk) standart antibiyotik diskleri kullanildi.

Tablo 3.2 Kullanilan Bakteriler ve Kodlar1

Bakteriler Bakteri Kodu
Staphylococcus aureus ATCC29213
Klebsiella pneumoniae ATCC33495
Enterococcus faecalis ATCC29212
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853

Staphylococcus aureus: S. aureus, Micrococcaceae ailesi iginde yer alan gram pozitif
bir bakteridir. Kanli koyun agarinda altin saris1 koloniler tretirler. Bundan 6tiirii tiir

ismi, altn manasina gelen Latince “aureus”tan olusturulmustur. Gram preparatta iiziim
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salkim1 morfolojisine sahip yaklasik 1 um biiyiikliigiinde yuvarlak, koklardir. Plazmay1
pihtilastirirlar. Bundan dolay1 koagiilaz pozitif koklar olarak bilinirler. Bu 6zellikleri S.
aureus’u diger stafilokoklardan aywrmada kullanilan tanilayici bir kriterdir. Ayrica
Oksasiline direngli olup olmamasi tanimlamada 6nemlidir. Ortam sartlarina olduk¢a
dayanikli olduklarindan yaygin olarak bulunurlar ve insanlarda, sicakkanli hayvanlarda
cesitli enfeksiyonlara yol agarlar. Cesitli iltihaplanmalar, hastane enfeksiyonu ve besin

zehirlenmesinin baslica nedenlerinden biri olarak bilinir [95].

Klebsiella pneumoniae: Klebsiella cinsi bakteriler Enterobacteriaceae ailesinin genel
ozelliklerini gosterir. Ikiser ikiser veya uzun olmayan zincir olusturan, 0,7-1,5%2,0-5,0
um biiyiikliigiinde, sporsuz, hareketsiz, etrafi polisakkarit bir kapsiille ¢evrili gram
negatif comaklardir. Kapsiil bu bakterinin fagositozdan korunmasina ve firsat¢i patojen
olmasina neden olur. Kanli besiyerlerinde kapsiillerini saklarlar. Kapsiil en iy1 glukozlu
besiyerinde go6zlenir. Klebsiella pneumoniae’nin idrar yolu enfeksiyonlar1 olduk¢a
direnglidir. Siniizit, otitis media, prostatit, menenjit, peritonit, kolesistit, daha nadir

olmak tiizere karaciger apsesi, sepsis gibi pek ¢ok hastaliga neden olur [96].

Enterococcus faecalis: Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium ile birlikte kokal
infeksiyonlarin  gelismesinden ©Onemli derecede sorumludur. Normal florasi
gastrointestinal sistem, vajina, safra kesesi oral kavite, ve iiretradir. Daha Onceden
patojenitesi diisiik mikroorganizmalar olarak sanilmasina ragmen; giniimiizde bu
bakterilerin endokardit ve bakteremi gibi 6nemli enfeksiyonlarm sebebi olduklari
bilinen bir gercektir.. Ayrica, batmici infeksiyonlar, pelvik ve {riner sistem

infeksiyonlar1, menenjit, selliilit ve pnémoniye de neden olurlar [97].

Pseudomonas aeruginosa: 0.5-1 um eninde, 1-3 um boyunda, gram-negatif olan bu
bakteri, Pseudomonadaceae familyasindaki en fazla hastalik yapic tiirdiir. Kiiltlirlerde
piyosiyanin denilen ¢dziiniir fenazin pigmenti agiga c¢ikarmasi karakteristik 6zelligidir.
[k olarak 1960’11 yillarda énemli bir insan patojeni olarak kabul gérmiistiir. Bunda
kistik fibrozlii, yanikli ve immiin sistemi baskilanmig hastalarda enfeksiyona neden
olmasi etkili olmustur. Giliniimiizde kan, akciger, liriner sistem kaynakli nozokomiyal
bakteriyel enfeksiyonlarm en onemli nedenlerinden biri olarak bildirilmektedir. Coklu

antibiyotik direnci gostermesi bu bakteriyi daha da 6nemli hale getirmistir [98].
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3.3. Deneylerde Kullanilan Cihazlar, Kimyasal Maddeler, Coziiciiler, Cozeltiler ve

Besiyeri

3.3.1. Cihazlar

Mikroplaka okuyucu ( Thermo Scientific-Multiscan Go)
Rotaevaporator (BUCHI R-200)

Otoklav (Niive steam art OT 40L)

Steril kabin (Bilser)

Hassas terazi (Precisa, XB 220 A)

Manyetik Karistirict (Chiltern HS31)

Ultrasonik su banyosu (Wisecclean Daihan)

Su banyosu (Clifton)

pH-metre (WTW pH 330i)

Otomatik pipetler (2-20uL, 100-1000uL) (Eppendorf, Almanya)
Vortex (Yellow line TTS 2)

Etiiv (Daihan)

Laboratuar tipi blender (Waring blender)

3.3.2. Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Besiyeri

Etanol, kloroform, petrol eteri, gallik asit, Na.COz, Folin Ciocalteu Reaktifi, AlCls,,
DPPH, BHA, BHT, C vitamini, NADH, NBT, PMS, Tris, HCI, p-karoten, Tween-40,
linoleik asit, a-tokoferol, baryum klortir, siilfiirik asit, dimetilsiilfoksit, agar agar, Miiller
Hinton Broth, Gentamisin (10 ug/disk) ve Sefazolin (30 pg/disk) standart antibiyotik
diskleri, bos diskler.
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3.3.3. Cozeltilerin ve Besiyerinin Hazirlanmasi

3.3.3.1. Antioksidan Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.3.1.1. Toplam Fenolik Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler

. Folin Ciocalteu Fenol Reaktifi (CuSO4 + Fosfotungistik-fosfomolibdik

asit): Uretici firmadan alindig1 formuyla kullanildi.

. % 2’lik Sodyum karbonat (NapCOgz) ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 1 ¢

Na>COs tartildiktan sonra 50 mL’lik balon jojeye koyuldu ve bir miktar distile su ile
¢oziildii. Coziinme gergeklesince distile su ile balon jojenin hacmine tamamlandi.

. Gallik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0.0150 g gallik asit tartildiktan

sonra konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde distile suda ¢oziildii.

3.3.3.1.2. Toplam Flavonoid Miktar Tayininde Kullamilan Cozeltiler

" % 2’lik Aliiminyum kloriir ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 1 g AICIs tartilip 50
mL’lik bir balon jojeye alind1 ve bir miktar metanol (susuz) ile ¢oziilmesi saglandi.

Bundan sonra metanol ile balon jojenin hacmine tamamlandi.

. Kersetin ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0.0117 g Kersetin tartildiktan sonra

konsantrasyonu 1 mg/mL olacak sekilde etanolde ¢oziildii.

3.3.3.1.3. Siiperoksit Anyon Radikal Giderme Aktivitesi Yonteminde Kullanilan

Cozeltiler

. 500 mL, pH 8.0, 16 mM Tris-HCI tamponunun hazirlanmasi: 0.967 g
Tris 400 mL kadar distile suda ¢oziiliip IM’lik HCI ile bir pH metre kullanilarak pH

8.0’e getirildi. Bundan sonra hacmi, 500 mL’ye distile su kullanilarak tamamlandi.

. 10 uM 50 mL PMS ¢oézeltisinin hazirlanmasi: 0.0061 g PMS tartilarak 10

mL 6nceden hazirlamig oldugumuz Tris-HCI tamponu ile ¢6ziildii. Daha sonra 10 pM’e

tampon ile seyreltildi.
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. 78 uM 50 mL NADH c¢o6zeltisinin hazirlanmasi: 0.00289 g NADH

tartilarak, 50 mL’lik bir balon jojeye alindi ve Tris- HCl tamponu ile ¢ozdiiriilerek
balonun hacmine tamamlandi.

. 50 uM 50 mL NBT ¢oézeltisinin hazirlanmasi: 0.00204 g NBT tartildiktan
sonra bir miktar pH 8.0 Tris-HCI tamponu ile ¢6ziildii ve 50 mL’ye tamamlandi.

3.3.3.1.4. p-Karoten Renk A¢ilim Yonteminde Kullanilan Cozelti

. B-Karoten/Linoleik asit emiilsiyonunun hazirlanmasi: 0.5 mg B-karoten,
2 mL CHCIls de ¢oziilerek bir balona konuldu. Uzerine 400 uL Tween-40 ve 40 uL

lineloik asit eklenip karistirildi. Vakum altinda kloroform ugurulduktan sonra 100 mL

oksijen ile doyurulmus su eklendi ve 10 dk hizlica ¢alkalandi.

3.3.3.1.5. DPPH?* Giderim Aktivitesi Yonteminde Kullanilan Cozelti
. 0.1 mM DPPH ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0.00400 g DPPH* tartilip 100

mL etil alkolde ¢oziilerek konsantrasyonu 1 mM olan ¢6zelti hazirlandi. Daha sonra 0.1

mM’e etil alkol ile seyreltildi.

3.3.3.2. Antibakteriyel Aktivite Tayininde Kullanilan Besiyeri ve Cozeltiler

. Besiyerinin hazirlanmasi: 12.6 g Miiller Hinton Broth tartildiktan sonra

lizerine 9 g agar agar, 600 mL distile su konulup benmari yontemiyle eritildi. Daha
sonra otoklava almip, 121 °C 'da, 15 dk sterilizasyon yapildiktan sonra steril ortamda
steril petrilere 4 mm kalinlikta dokiilerek paylastirildi.

. Serum fizyolojik hazirlanmasi: 4.5 g NaCl, tartilarak 500 mL distile suda

¢oziildii. Hazirlanan ¢ozelti, 121 °C 'da, 15 dk otoklavda steril edildi.
. 0.5 McFarland standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi: % 1°lik 0.05 mL BaCl;
ile % 1°lik 9.95 mL H>SO4 karistirilarak hazirlandi.
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3.4. Diger Gerecler

96 Kuyucuklu mikroplakalar, 1 cm’lik kuvetler, tek kullanimlik petriler,
ekuvyon gubuklari, pensler, cam tiipler, armudi cam balonlar, balon jojeler, erlenler,

beherler, bagetler, meziirlar, magnetler, membran filtreler, siringalar.

3.5. Ekstrelerin Hazirlanmasi ve % Verimlerinin Hesaplanmasi

Aster squmatus bitkisi toplandiktan sonra golgede kurutuldu ve c¢alismada
yapraklari, ince dallar1 ve ¢igekleri kullanildi. Bu kisimlar laboratuvar tipi 6giitiicti
yardimiyla toz haline getirildi. Toz haline getirilen bitkiden 50°ser g tartildi; metanol,
kloroform ve petrol eteri ¢oziiciileriyle masere edildi. Stizge¢ kagidindan siiziildiikten
sonra, ¢oziiciileri 40 °C’de evaporatorde uguruldu. Daha sonra ekstreler tartilarak %
verimleri hesaplandi. Elde edilen bitki ekstreleri analizleri yapilincaya kadar +4 °C’de

muhafaza edildi.

3.6. Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid Miktarlarimin Belirlenmesi

3.6.1. Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Singleton (1965), tarafindan gelistirilen bu yontemin temeli alkali ortamda, Folin
Ciocaltute reaktifi ile fenolik bilesiklerin mavi yesil renkli bilesikler olusturmasina
dayanir. Meydana gelen renkli bilesik polifenolik madde miktariyla orantili olup, 760

nm'de maksimum absorbans verir [99].

Toplam fenolik miktar (TFM) Folin Ciocaltute reaktifi kullanilarak gallik asite
esdeger olarak tayin edildi. 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan gallik asit ¢ozeltisi
100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL konsantrasyonlara seyreltildi. Kloroform, metanol ve
petrol eteri ekstreleri konsantrasyonu 1000 pg/mL olacak sekilde etanolde ¢oziilerek
hazirlandi. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standart ¢ozeltiler ve ekstrelerin 0,1
mL’si lizerine 4.5 mL distile su ve 0.1 mL Folin Ciocalteu reaktifi konulup
vortekslendi. 3 dk bekletildikten sonra 0.3 mL % 2’lik Na2COz eklenip, oda sicakliginda
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calkalamali su banyosunda iki saat siireyle bekletildi. Siire bitiminde Orneklerin
absorbanslar1 760 nm’de okundu. Calisma {i¢ paralel 6rnek halinde gergeklestirildi.
Standart gallik asit grafigi olusturularak bu grafikten elde edilen denklem kullanilarak
ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlar1 belirlendi.

3.6.2. Toplam Flavonoid Madde Miktarinin Belirlenmesi

AIClz, flavonoidlerin A- veya B- halkalarimnin orto-dihidroksil gruplari ile
kararsiz asit kompleksleri, C-4 keto gruplar1 ve flavon ya da flavonollerin C-3 ya da C-5
hidroksil gruplariyla da kararli asit kompleksleri yapar. Bu metodun esast 430 nm’de
maksimum absorbans veren aliminyum-flavonoid kompleksinin olusumuna dayanir
[100].

Kloroform, metanol ve petrol eteri ekstrelerinin toplam flavonoid miktar1
kersetine esdeger olarak aliiminyum Kloriir yontemi kullanilarak belirlendi. Bu amagla
konsantrasyonu 1000 ug/mL olarak hazirlanan kersetin ¢6zeltisi etanolle 10, 20, 30, 40,
50 ug/mL konsantrasyonlara seyreltildi. Her bir Kersetin ¢ozeltisinden ve orneklerden
100 pL alinarak 96 kuyucuklu mikropalakaya konuldu. Ardindan tiim kuyucuklara 100
pL % 2’lik kuru metanolde hazirlanan AICls ¢ozeltisinden eklendi. 30 dk sonra tiim
orneklerin absorbanslari 430 nm’de mikroplaka okuyucuda okutuldu. Calisma {i¢
paralel 6rnek halinde gergeklestirildi. Standart kersetin grafigi olusturuldu. Grafikten
elde edilen denklem kullanilarak, ekstrelerin flavonoid miktarlar1 kersetin esdegeri

cinsinden belirlendi.

3.7. Antioksidan Aktivite Tayin Metodlar:

3.7.1. DPPH-* Giderim Aktivitesi Metodu

Bu metodun esas1 ortamda elektron ya da hidrojen atomlar1 veren bir antioksidan
madde varliginda kararli serbest radikal olan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
radikalinin antioksidan madde tarafindan giderilmesi ile tipik mor rengin agilmasinin

spektrofotometrik olarak tayin edilmesine dayanir. Ornegin antioksidan aktivitesinin

31



varligi, DPPH c¢ozeltisinin mor renginin agilmasiyla belirlenir. Dolayistyla okunan

diisiik absorbans, yiikksek DPPH* giderim aktivitesi oldugunu gosterir [101].

Ekstreler, BHA ve C vitamini konsantrasyonlar1 50, 100, 250, 500, 750, 1000
ng/mL olacak sekilde hazirland1. Orneklerden 50 pL alinarak mikroplakaya aktarildi.
Daha sonra kuyucuklara 200 pL 0.1 mM DPPH (etanolde) ¢ozeltisi eklenerek 30 dk
inkiibe edildi. 517 nm de mikroplaka okuyucuda absorbanslari okundu. Calisma fi¢
paralel seri halinde gerceklestirildi. Asagidaki formiil kullanilarak ekstrelerin DPPH
radikali giderim aktiviteleri (%) hesaplandu.

. Kotroliin absorbans: — Omegin absorbans:
DPPHe Giderim Aktivitesi (%4 Inhibisyon) = Kontrolin absorb = 100
ontroliin absorbansi

Aktiviteler hesaplandiktan sonra % inhibisyon-konsantrasyon grafigi ¢izildi ve
grafik yardimiyla DPPH radikalinin % 50’sinin giderilmesini saglayan madde
konsantrasyonu olan ECso degerleri (ug/mL) bulundu.

3.7.2. Siiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesi Metodu

Yontemin temeli PMS / NADH sistemi kullanilarak bir siiperoksit anyon
radikalinin olusturulmasina, tretilen bu radikalin kromojenik bir madde olan NBT

cOzeltisinin rengini degistirmesine ve absorbansin 560 nm’de Olgiilmesine dayanir

[102].

Standart olarak kullanilan BHA, BHT ve askorbik asit ¢ozeltileri ve ekstrelerin
konsantrasyonlar1 25, 50, 100 olacak sekilde seyreltildi. Mikroplakaya 40 pL 6rnek
konulduktan sonra tiim kuyucuklara 70 pL Tris-HCI tamponundan (16 mM, pH 8.0)
eklendi. Ardindan sirasiyla 40 uL. 78 uM NADH, 40 pL 50 uM NBT ve 40 pL 10 uM
PMS konuldu. Bes dakika inkiibasyondan sonra drneklerin 560 nm’de absorbanslari
okundu. Deney ii¢ paralel seri halinde gergeklestirildi. Asagidaki formiil kullanilarak

sliperoksit anyonu giderim aktivitesi % olarak hesaplandi.

. Kotroliin zhsorbans — Ornegin zhsorbans
Siiperoksit Anyon Radilali Giderim Aldtivitesi (9 Inhibisyon) = =

Kontroliin absorbans:
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3.7.3. p-Karoten Agartma Metodu

Ekstrelerin toplam antioksidan aktivitesi [B-karoten agartma metodu ile [-
karoten/linoleik asit model sistemi kullanilarak degerlendirildi. Yontemin temeli 1s1
etkisiyle linoleik asit oksidasyonu sonucu olusan peroksitlerin inhibisyonunun
Olciilmesi esasina dayanir. B-karotenin sar1 renginin agilmasi radikallere hidrojen atomu
veren klasik antioksidanlar tarafindan dnlenebilir veya azaltilabilir. Bunun tayini de 560

nm’de spektrofotometrik olarak yapilir [103].

Bu yonteme baslamadan 6nce BHA, BHT ve a-tokoferol son konsantrasyonlari
50, 100, 250, 500 pg/mL ekstreler son konsantrasyonlar1 50, 100, 250, 500, 750, 1000
pg/mL olacak sekilde seyreltildi. Mikroplakaya 40 puL o6rnek konulduktan sonra
hazirlanan B-karoten/linoleik asit emiilsiyon ¢ozeltisinden 160 pL konuldu. 490 nm’de
orneklerin ilk absorbanslar1 okundu. 50 °C de 2 saat inkiibe edildikten sonra 490 nm’de
tekrar absorbans okumasi yapildi. B-Karoten agartma orani asagidaki esitlige gore

hesaplanda:

R: B-Karoten agartma orani, In: dogal logaritma, 16: inkiibasyondan dnceki absorbans,

is: inkiibasyondan sonraki absorbans, t: inkiibasyon siiresi (dk).

B-karoten giderim aktivitesi agagidaki formiilden hesaplandi:

: Rk—Ro
f§ — Karoten Giderim Aktivitesi (% Inhibisyon) = T X 100

Rk: Kontroliin B-Karoten agartma orani, Rs: Ornegin p-Karoten agartma orani

Ekstrelere ve standartlara ait % inhibisyon-konsantrasyon grafigi ¢izilerek ECso
degerleri hesaplandi.

Olusturulan biitiin grafiklerdeki degerler standart sapmalariyla gosterildi.
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3.8. Antibakteriyel Aktivite Tayin Metodu

3.8.1. Disk Difiizyon Metodu

Yontemin temeli test edilecek bakterilerin uygun kati besiyerine ekimi
yapildiktan sonra, su ve diger organik ¢oziiciilerle hazirlanan belirli konsantrasyondaki
ekstrelerin, belli miktarlarda kagit disklere emdirilerek referans antibiyotiklerle beraber
besiyerine yerlestirilmesine dayanir. Uygun sicaklikta uygun siirelerde inkiibasyondan

sonra olusan zon ¢aplari referans antibiyotiklerle kiyaslanir [104].

ASM, ASK, ASP ckstrelerinin antibakteriyel etkisini arastrmak i¢in disk
diftizyon yontemi uygulandi. Ekstrelerin her birinin konsantrasyonlar1 8 mg/mL olacak
sekilde DMSO i¢inde ¢ozdiiriildii. Hazirlanan g¢6zeltilerin sterilizasyonu 0,22 um’lik
steril milipor filitrelerden steril enjektorler yardimiyla ¢ekilerek yapildi.  Bu
cozeltilerden her bir steril bos disk i¢cin 50’ser pl alinarak disklere emdirildi ve etiive
kaldirilarak 37 °C de kurutuldu. Pozitif kontrol olarak Gentamisin (10 pg/disk) ve
Sefazolin (30 pg/disk) standart antibiyotik diskleri uygulandi. Negatif kontrol olarak ise
DMSO emdirilmis diskler kullanildi. Kat1 besiyerlerine pasajlanmis taze bakteri
kiiltlirlerinden ekiivyon ¢ubugu ile alimarak serum fizyolojik sivisi iginde homojenize
edildi ve esit miktarda (10® bakteri/mL) inokulasyon yapabilmek i¢in 0,5 McFarland’a
gore ayarlandi. Bu siispansiyonlara steril bir ekiivyon ¢ubugu daldirildiktan sonra
Mueller Hinton Agar plaklarinin agar yiizeylerine inokulum islemi yapildi EKkstre
emdirilen diskler ve antibiyotik diskleri inokulum yapilan petrilere 6zenle yerlestirildi
ve ardindan inkiilbe (37 °C de 18-24 saat siireyle) edildi. Inkiibasyondan sonra
milimetrik cetvelle olusan inhibisyon zon caplar1 dlgiildii. Calisma ii¢ paralel 6rnekle

gerceklestirildi.
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4. SONUCLAR

4.1. Elde Edilen Ekstre Miktarlar: ve Ekstrelere Ait % Verimler

Metanol ekstresi 7.6636 g, petrol eteri ekstresi 0.7545 g ve kloroform ekstresi de
1.667 g olarak tartild1 ve % verimleri hesaplandi. Tablo 4.1.1°de Aster squamatus’tan

elde edilen ekstre miktarlar1 ve yiizde verimleri goriilmektedir.

Tablo 4.1.1 Aster squamatus’dan Elde Edilen Ekstrelerin Miktarlar1 ve (%) Verimleri

Ekstre Ekstrelerin Ekstre %
Isimleri Kisaltmalar1 | Miktarlar1 | Verimleri
Metanol ekstresi ASM 7.6636 g 15.33
Kloroform ekstresi ASK 1.667 g 3.33
Petrol eteri ekstresi ASP 0.7545¢g 1.51

4.2. Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid Miktar Tayinleri Sonuglari

Aster squamatus bitkisinden elde edilen kloroform, metanol ve petrol eteri
ekstrelerinin toplam fenolik madde miktar1 gallik asit (Sekil 4.2.1), toplam flavonoid
madde miktari ise kersetin esdegeri (Sekil 4.2.2) olarak belirlendi. Bu amagla standart
gallik asit ve standart kersetin grafigi olusturuldu. Grafiklere ait denklemlerden

ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoid madde miktarlar1 belirlendi.
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Sekil 4.2.2 Kersetin Standart Grafigi

Toplam fenolik madde miktar1 bakimindan en zengin ekstre A. squamatus’un
metanol ekstresi olmustur. Ayni1 ekstre toplam flavonoid miktar1 agisindan da en zengin

ekstre olarak bulunmustur. Her iki madde miktar1 (fenolik ve flavonoid) bakimmdan
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metanol ekstresini sirasiyla kloroform ekstresi ve pertol eteri ekstresi takip etmistir.
Ekstrelerin gallik asit esdegeri toplam fenolik madde miktarlari, Kersetin esdegeri
toplam flavonoid miktarlarindan fazla bulunmustur. Sonuglar tablo 4.2.1°de

goriilmektedir.

Tablo 4.2.1 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ekstrelerin gallik asit esdegeri

toplam fenolik madde miktarlari ile kersetin esdegeri toplam flavonoid madde miktarlari

Toplam fenolik madde Toplam flavonoid madde
Ekstreler miktar miktar
(ng GAE/mg ekstre)! (ng QE/mg ekstre)?
ASM 78,47+8,58 28,92+6,38
ASK 31,38+4,21 13,51+3,46
ASP 27,29+1,26 11,73+1,56

! Gallik asit ekivalenti, 2 Kersetin ekivalenti
Sonuglar ortalama + standart sapmay1 gostermektedir (n=3).

4.3. Antioksidan Aktivite Tayin Sonuclari

4.3.1. DPPH* Giderim AKktivitesi Sonuclari

Aster squamatus’dan hazirlanan ASM, ASK, ASP ekstrelerinin antioksidan
aktivitesini DPPH* giderme metoduyla arastirmak i¢in 6rneklerin konsantrasyonlar1 50,
100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL olacak sekilde hazirlandi. Standart olarak BHA ve C
vitamini kullanildi. Sonugta en fazla DPPH* giderim aktivitesine metanol ekstresinin
sahip oldugu tespit edildi (Sekil 4.3.1.1). ASK ve ASP ekstreleri biitiin
konsantrasyonlarda % 50’nin altinda DPPH® giderim aktivitesi gosterirken, ASM
ekstresinin 500 pg/mL ve iizerindeki konsantrasyonlarda BHA ile kiyaslanabilecek
diizeyde % 80 ve tizerinde DPPH* giderim aktivitesi gosterdigi bulundu (Sekil 4.3.1.2).
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Sekil 4.3.1.1 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ASM, ASK ve ASP ekstrelerinin
DPPH?* giderim aktivitelerinin birbirleriyle kiyaslanmasi.
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Sekil 4.3.1.2 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ASM, ASK ve ASP ekstrelerinin
DPPH* giderim aktivitelerinin standartlarla kiyaslanmasi
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ECso (veya ICso) degeri reaksiyon ortamindaki DPPH radikalinin % 50’sinin yok
edilmesi i¢in gereken etkili antioksidan konsantrasyonu olarak tanimlanir ve diisitk ECso
degeri yiiksek radikal giderme aktivitesinin gostergesidir. Calismamizda ECso degerleri
standart olarak kullanilan BHA ve C vitamini i¢in sirastyla 33.3 pg/mL ve 30.7 pg/mL,
ASM ekstresi i¢inse 173.6 ng/mL olarak belirlendi. Onemli bir aktivite gdstermedikleri
icin ASK ve ASP ekstrelerinin ECso degerleri hesaplanamadi.

4.3.2. Siiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesi Sonug¢lar

Aster squamatus’dan hazirlanan ASM, ASK, ASP ekstrelerinin antioksidan
aktivitesini siiperoksit anyon radikali giderim metoduyla arastirmak igin orneklerin
konsantrasyonlar1 25, 50, 100 pg/mL olacak sekilde hazirlandi. NADH-PMS, NBT
sistemiyle siiperoksit anyon radikali olusturuldu. Ekstrelerin siiperoksit anyon radikali
giderim sonuglar1 birbirine yakin olmakla (Sekil 4.2.2.1) birlikte, standartlarla
Karsilastirildiginda 6nemli bir aktivite gostermedikleri gozlendi (Sekil 4.2.2.2).

Siiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesi

.
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Sekil 4.3.2.1 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ASM, ASK ve ASP ekstrelerinin
stiperoksit anyon radikali giderim aktivitelerinin birbirleriyle kiyaslanmasi
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Sekil 4.3.2.2 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ASM, ASK ve ASP ekstrelerinin
stiperoksit anyon radikali giderim aktivitelerinin standartlarla kiyaslanmasi

4.3.3. B-Karoten Agartma Aktivitesi Sonug¢lar

Ekstrelerin (ASM, ASK, ASP) toplam antioksidan aktivitesi -karoten agartma
metoduyla belirlendi. 50, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL konsantrasyonlarda
hazirlanan orneklere ait B-karoten agartma aktivitesi ¢alisildi ve BHA, BHT ve a-
tokoferol (50, 100 250, 500 pg/mL) standartlariyla kiyaslandi. En yiiksek B-karoten
agartma aktivitesine kloroform ve petrol eteri ekstrelerinin sahip oldugu bulundu (Sekil
4.2.3.1). Tum ekstrelerin 500 pg/mL konsantrasyonda standartla kiyaslanabilecek
diizeyde B-karoten agartma aktivitesine sahip oldugu gézlendi (Sekil 4.2.3.2).
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Sekil 4.3.3.1 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ASM, ASK ve ASP
ekstrelerininin f-karoten agartma aktivitelerinin birbirleriyle kiyaslanmasi.
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Sekil 4.3.3.2 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ASM, ASK ve ASP ekstrelerinin
B-karoten agartma aktivitelerinin standartlarla kiyaslanmasi.

Ekstrelerin ve standart maddelerin B-karoten agartma aktivitelerine ait %

inhibisyon-konsantrasyon grafikleri ¢izilerek ECso degerleri (pug/mL) bulundu.
Calismamizda ECso degerleri standart olarak kullanilan BHT, BHA ve TOC igin
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sirastyla 50.0 pg/mL, 45.0 pg/mL ve 40.0 ug/mL olarak; ASK, ASP ve ASM ekstreleri
icinse sirastyla 312 pg/mL, 315 pg/mL ve 520 ug/mL olarak belirlendi.

4.4. Antibakteriyel Aktivite Sonuclan

Aster squamatus’dan elde edilen ekstrelerin antibakteriyel etkisi disk difiizyon
metoduyla test edildi. Pozitif kontrol olarak Sefazolin ve Gentamisin standart
antibiyotik diskleri kullanildi. Caligma ti¢ paralel 6rnekle gergeklestirildi. Sonug¢ olarak
ekstrelerin standart test bakterileri Staphylococcus aureus ATCC29213, Enterococcus
faecalis ATCC29212, Klebsiella pneumoniae ATCC33495 ve Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853 iizerinde inhibisyon zon ¢aplar1 olusturmadigi bulunmustur. Ayni sekilde
DMSO emdirilen disklerde de inhibisyon zon ¢aplar1 olugsmamustir (Tablo 4.4.1).

Tablo 4.4.1 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ekstrelerin olusturduklari
inhibisyon zon ¢aplart.

Olusan Inhibisyon Zon Caplar1 (mm)

) Negatif Pozitif Pozitif
Bakteriler ASM | ASK | ASP
Kontrol Kontrol® | Kontrol?

S. aureus - - - - 25 15
E. faecalis - - - - 19 14
K. pneumoniae — — — — 23 17
P. aeruginosa — — — — — 17

¢ Sefazolin standart antibiyotik diskini, ¢ Gentamisin standart antibiyotik diskini gostermektedir.
(—): Inhibisyon zonunun olusmadigini belirtir.

Aster squamatus bitkisinden elde edilen ekstrelerin antibakteriyel aktivite
sonuglarii gosteren Sekil 4.4.1, 4.4.2, 4.4.3, 444, 445, 4.4.6, 4.4.7, 4.4.8 ve 4.4.9
asagida verilmistir. Sekil 4.4.1, 4.4.2, 4.4.3 S. aureus i¢in; Sekil 4.4.4, 44,5, 4.4.6, E.
faecalis icin; Sekil 4.4.7, 4.4.8, 4.4.9 ise K. pneumoniae, Sekil 4.4.10, 4.4.11, 4.4.12, P.

aeruginosa i¢in antibakteriyel aktivite test sonug¢laridir.
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Sekil 4.4.1 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ekstrelerin birinci paralel denemede,
S. aureus tizerindeki antibakteriyel aktivite test sonuglar1 (1. ASK, 2.ASM, 3.ASP, 4.
Sefazolin antibiyotik diski, 5. Gentamisin antibiyotik diski, 6. Negatif kontrol olarak

DMSO igeren disk).

Sekil 2.4.2 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ekstrelerin ikinci paralel denemede,
S. aureus tizerindeki antibakteriyel aktivite test sonuglar1 (1. ASK, 2.ASM, 3.ASP,
4. Sefazolin antibiyotik diski, 5. Gentamisin antibiyotik diski, 6. Negatif kontrol olarak

DMSO igeren disk).
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Sekil 4.4.3 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ekstrelerin iiglincli paralel
denemede, S. aureus iizerindeki antibakteriyel aktivite test sonuglar1 (1. ASK, 2. ASM,
3.ASP, 4. Sefazolin antibiyotik diski, 5. Gentamisin antibiyotik diski, 6. Negatif kontrol
olarak DMSO igeren disk).

Sekil 4.4.4 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ekstrelerin birinci paralel denemede,
E. faecalis lizerindeki antibakteriyel aktivite test sonuglar1 (1. ASK, 2. ASM, 3. ASP,
4. Sefazolin antibiyotik diski, 5. Gentamisin antibiyotik diski, 6. Negatif kontrol olarak

DMSO igeren disk).

44



Sekil 4.4.5 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ekstrelerin ikinci paralel denemede,
E. faecalis tizerindeki antibakteriyel aktivite test sonuglar1 (1. ASK, 2. ASM, 3. ASP,
4. Sefazolin antibiyotik diski, 5. Gentamisin antibiyotik diski, 6. Negatif kontrol olarak

DMSO igeren disk).

Sekil 4.4.6 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ekstrelerin tgiincii paralel
denemede, E. faecalis lizerindeki antibakteriyel aktivite test sonuglar1 (1. ASK, 2. ASM,
3. ASP, 4. Sefazolin antibiyotik diski, 5. Gentamisin antibiyotik diski, 6. Negatif kontrol
olarak DMSO igeren disk).
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Sekil 4.4.7 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ekstrelerin birinci paralel denemede,
K. pneumoniae tizerindeki antibakteriyel aktivite test sonuglar1 (1. ASK, 2. ASM, 3.
ASP, 4. Sefazolin antibiyotik diski, 5. Gentamisin antibiyotik diski, 6. Negatif kontrol
olarak DMSO igeren disk).

Sekil 4.4.8 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ekstrelerin ikinci paralel denemede,
K. pneumoniae iizerindeki antibakteriyel aktivite test sonuglari (1. ASK, 2. ASM,
3. ASP, 4. Sefazolin antibiyotik diski, 5. Gentamisin antibiyotik diski, 6. Negatif kontrol
olarak DMSO igeren disk).
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Sekil 4.4.9 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ekstrelerin iiglincli paralel
denemede, K. pneumoniae iizerindeki antibakteriyel aktivite test sonuglar1 (1. ASK,
2. ASM, 3. ASP, 4. Sefazolin antibiyotik diski, 5. Gentamisin antibiyotik diski,
6. Negatif kontrol olarak DMSO igeren disk).

Sekil 4.4.10 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ekstrelerin birinci paralel
denemede, P. aeruginosa iizerindeki antibakteriyel aktivite test sonug¢lar1 (1. ASK,
2. ASM, 3. ASP, 4. Sefazolin antibiyotik diski, 5. Gentamisin antibiyotik diskKi,
6. Negatif kontrol olarak DMSO igeren disk).
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Sekil 4.4.11 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ekstrelerin ikinci paralel
denemede, P. aeruginosa iizerindeki antibakteriyel aktivite test sonuglar1 (1. ASK,
2. ASM, 3. ASP, 4. Sefazolin antibiyotik diski, 5. Gentamisin antibiyotik diski,
6. Negatif kontrol olarak DMSO igeren disk).

Sekil 4.4.12 Aster squamatus bitkisinden elde edilen ekstrelerin tigiincti paralel
denemede, P. aeruginosa tizerindeki antibakteriyel aktivite test sonuglar1 (1. ASK,
2. ASM, 3. ASP, 4. Sefazolin antibiyotik diski, 5. Gentamisin antibiyotik diskKi,
6. Negatif kontrol olarak DMSO igeren disk).
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5. TARTISMA

Bu calisma Asteraceae (Compositae) ailesinin bir tiyesi olan Aster squamatus
bitkisinin biyolojik aktivitelerini arastrmak amaciyla yapildi. Bu kapsamda bitkinin
toplam fenolik ve flavonoid miktar: belirlenip, antioksidan ve antibakteriyel aktiviteleri
aragtirildi.  Bitkinin maserasyon yontemiyle kloroform, metanol ve petrol eteri
kullanilarak ekstraksiyonu yapildi ve % verimleri hesaplandi. Ekstrelerin toplam fenolik
madde miktar1 gallik asit cinsinden, toplam flavonoid madde miktar1 ise kersetin
cinsinden belirlendi. Ekstrelerin antioksidan aktivitesi DPPH serbest radikali giderim,
stiperoksit anyon radikali giderim ve [B-karoten renk ag¢ilim metodlar1 ile belirlendi.

Antibakteriyel aktivite i¢in ise disk diflizyon yontemi kullanildi.

Toplam fenolik ve flavonoid madde tayini metodunda Aster squamatus
bitkisinden elde edilen tiim ekstrelerin (ASK, ASM, ASP) gallik asit cinsinden toplam
fenolik madde miktarlari, kersetin cinsinden toplam flavonoid madde miktarlarindan
daha fazla bulundu. Toplam fenolik madde miktar tayin metodunda 78.47+8.58 ug
GAE/mg ekstre ile en zengin ekstre metanol ekstresi olarak bulundu. ASM’den sonra
31.38+2.21 ug GAE/mg ekstre ile ASK ikinci en zengin ekstre olarak bulundu. ASP ise
27.29+1.26 ng GAE/mg ekstre ile son siray1 aldi. Toplam flavonoid madde miktari
tayin metodunda yine 28.92+6.38 ug QE/mg ekstre ile en zengin ekstre ASM ekstresi
olarak tespit edildi. Ekstrelerin toplam fenolik madde =zenginligi bakimidan
siralamasmin (ASM ) ASK ) ASP) toplam flavonoid madde zenginligi bakimindan
siralamasi ile ayni oldugu tespit edildi. Toplam fenolik ve toplam flavonoid madde
miktarlar1 ekstrelerin ekstraksiyon % verimleri ile de orantili olarak bulundu. % 15.33
ile ASM ekstresi en fazla verim elde edilen ekstre oldu. ASM’yi sirasiyla % 3.33
verimle ASK, % 1.51 verimle ASP ekstresinin takip ettigi bulundu. Buna ek olarak
calismamizda kullanilan ¢oziiciiler arasinda en polar ¢oziicii metanol olup, bu ¢oziicii ile
hazirlanan ASM ekstresinin hem verimi hem de toplam fenolik ve flavonoid madde
miktarlari en fazladir. Bundan dolay1 bu bitkide polar sekonder metabolitlerin daha fazla

bulundugu disiiniilebilir.
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Aster squamatus bitkisini de igeren Asteraceae familyasina ait on tiir bitkiyle
yapilan diger bir ¢alismada, bitki drnekleri destile su, petrol eteri, kloroform, etanol, %
50 etanol-su gibi 5 farkli ¢oziiciiyle masere edilmistir. Aster squamatus’un etanol:su
(1:1), kloroform ve petrol eterine ait ekstraksiyon verimlerinin ¢alismamizdakine benzer
siralamada oldugu bildirilmistir. Ayrica kalitatif olarak yapilan fitokimyasal testlerde bu
bitkinin alkol ekstresinin, kloroform ve petrol eteri ekstrelerine gore daha fazla cesitte
bilesen igerdigi rapor edilmistir. En fazla madde ¢esidi etanol:su (1:1) ekstresinde
alkaloid, flavonoid ve protein olarak bulunmustur. Bu igerigi kloroform ekstresi
flavonoid ve proteinle, petrol eteri ekstresi ise proteinle izlemistir [105]. Bahsi gegen
calismada en fazla madde ¢esidinin alkol ektresinde bulunmasi, bu tez ¢alismasinda
toplam fenolik ve flavonoid madde miktarlar1 bakimindan metanol ekstresinin zengin

olmasini desteklemektedir.

Aster squamatus bitkisinden elde edilen tiim ekstrelerin antioksidan aktivitesi {i¢
yontemle (DPPH serbest radikali giderim, siiperoksit anyon radikali giderim ve [
karoten renk a¢ilim metodlar1) ¢alisildi. DPPH" giderim metodunda, en fazla DPPH’
giderim aktivitesine metanol ekstresinin sahip oldugu tespit edildi. Bunu sirasiyla ASK
ve ASP ekstrelerinin takip ettigi bulundu. ASK ve ASP ckstreleri biitiin
konsantrasyonlarda % 50 'nin altinda DPPH" giderim aktivitesi gosterirken, ASM
ekstresinin 500 pg/mL ve lizerindeki konsantrasyonlarda BHA ile kiyaslanabilecek

diizeyde, % 80 ve tizerinde DPPH" giderim aktivitesi gosterdigi bulundu.

Ortamdaki DPPH radikalinin % 50’sinin yok edilmesi i¢cin gereken etkili
antioksidan konsantrasyonu ECso (veya ICso) degeri olarak tanimlanir ve diisiik ECso
degeri yiiksek radikal giderme aktivitesinin gostergesidir. ASK ve ASP ekstrelerinin
aktiviteleri olmadig1 i¢in ECsp degerleri hesaplanmadi. ECso degerleri ASM igin 173,6
pg/ml, BHA igin 33,3 ug/mL ve C vitamini i¢in 30,7 pg/mL olarak hesaplandi. Bibi vd.
Astereae tribusuna ait ve Aster cinsine filogenetik olarak benzer bir tiir olan Aster
thomsonii ile yaptig1 ¢alismada metanol ekstraktina ait ICso degerini 49.24 pg/mL ve C
vitamini igin 5.54 ug/mL olarak bildirmislerdir [106].

Astereae tribusuna ait Bellis perennis bitkisi ile yapilan antioksidan aktivite
calismasinda bitkinin metanol ekstraktlar: silika jel izerine uygulanarak DPPH serbest

radikali giderim aktivitesi nitel olarak vitamin C’ye kars1 degerlendirilmistir. Yiksek
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antioksidan aktivite gosterdikleri disiiniilen Bellis perennis yaprak ve metanol
ekstrelerinin DPPH ¢ozeltisinin % 50°sini giderdigi konsantrasyonlarin (ICso) tespit
edilmesi i¢in mikroplaka kullanilarak 517 nm’de absorbansi okunmustur. Bellis
perennis yaprak, metanol ekstresi ve Vitamin C’nin ICso degerleri sirasiyla 0.5 mg/mL,
0.113 mg/mL, 0.008 mg/mL olarak hesaplanmistir[107]. Bu iki ¢aligmada standartlarin
ICso degerleri bitki ekstrelerinin ICso degerlerinden diisiik olarak bulunmustur ve yapilan

bu ¢alismalar calismamizdan elde ettigimiz sonugla benzerlik gostermektedir.

Siiperoksit anyon radikali giderim yonteminde; ekstrelerin siiperoksit anyon
radikali giderim sonuglar1 birbirine yakin olmakla birlikte 6nemli bir aktivite
gostermedikleri bulundu. B-Karoten agartma metodunda Kkloroform ve petrol eteri
ekstrelerinin metanol ekstresinden daha yiiksek B-karoten agartma aktivitesine sahip
oldugu gozlendi. Bu durum, B-karoten/lineleik asitten olusan apolar karakterli test
sisteminde kloroform ve petrol eteri ¢oziiciilerinin metanole gore daha diisiik polariteli
olmasiyla iliskilendirilebilir. Bununla birlikte tiim ekstrelerin 500 pg/mL
konsantrasyonda BHA, BHT, TOC standartlariyla kiyaslanabilecek diizeyde [-karoten
agartma aktivitesine sahip oldugu gorilmiistiir. Ulasabildigimiz literatiir taramasinda
Aster squmatus bitkisine ait siiperoksit anyon radikali giderim ve B-karoten agartma

metoduyla yapilan herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Aster squamatus’dan elde edilen ekstrelerin antibakteriyel etkisinin arastirildigi
disk diflizyon metodunda negatif kontrol olarak DMSO emdirilmis diskler, pozitif
kontrol olarak Sefazolin ve Gentamisin standart antibiyotik diskleri kullanildi. Calisma
ti¢ paralelde gergeklestirildi. Sonugta ekstrelerin standart test bakterileri Staphylococcus
aureus ATCC29213, Klebsiella pneumoniae ATCC33495 ve Enterococcus faecalis
ATCC29212, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 iizerinde antibakteriyel etkisinin
bulunmadigi, inhibisyon zon ¢aplarinin olusmadigi tespit edildi. Test bakterilerin ASK,

ASM ve ASP ekstrelerine karsi direnclilik gosterdigi soylenebilir.

Bellis perennis bitkisi ile yapilan antibakteriyel aktivite ¢aligmasinda da bu
bitkiye ait ugucu yaglarm antimikrobiyal etkisi, icinde S. aureus (ATCC 6538), P.
aeruginosa (ATCC 27853), E. coli (NRRL B-3008) bakterilerinin de bulundugu
birtakim mikroorganizmalar {izerinde mikrobroth seyreltme teknigi kullanilarak test

edilmis ve mikroorganizmalar tizerinde higbir antimikrobiyal aktivite bulunmamigtir
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[107]. Yine bu tribusa ait baska bir tiir olan Conyza bonariensis bitkisinin yaprak su
ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitesi de arastirilmistir. Bu amagla E. coli, Micrococus
luteus, S. aureus, Listeria monocytogenes, Streptecoccus mutans, P. Aeruginosa, K.
Pneumonia, Trychophyton rubrum standart suslari kullanilmig ve sadece Listeria
monocytogenes iizerinde etkili oldugu bulunmustur [108]. Bu a¢idan bakildiginda
yapilan bu yiiksek lisans tez ¢alismasinin sonuglari daha once yapilan antibakteriyel

aktivite caligmalarmin sonuglari ile benzerlik gostermektedir.

Gilintimiizde gida, kozmetik ve farmasotik gibi endiistriyel alanlarda diisiik
konsantrasyonlarda etkili olan, dogal, bitkisel kaynakli antioksidan katki maddeleri
arayisi sirmektedir. Bu amagla; yapilan tez calismasinda kolay yetisen ve istilaci bir tiir
olan Aster squamatus’dan elde edilen metanol, kloroform ve petrol eteri ekstrelerinin
DPPH radikali giderme, siiperoksit anyon radikali giderme ve [-karoten agartma
metodlar1 ile antioksidan aktiviteleri ¢alisilmis ve toplam fenolik ve toplam flavonoid
madde miktarlar1 belirlenmistir. Ekstreler antioksidan aktivite yoniinden standart
maddelerle karsilastirildiginda diisiik konsantrasyonlarda genel olarak c¢ok etkin
olmadigi, ama yiiksek konsantrasyonlarda standart maddelerle karsilastirilabilir diizeyde
aktivite gosterdikleri gozlenmistir. Ekstrelerin secilen bakteri tiirleri {izerinde disk
difiizyon metodu ile antibakteriyal etkisi calisilmis ve disklerde inhibisyon zon ¢aplari
olugsmadig1 gozlenmistir. Sonug olarak; lilkemizde 1130 tiirii bulunan ve bazi tiirleri
farkli farmakolojik aktivitelere sahip Asteraceae familyasinin bir iiyesi olan Aster
squamatus bitkisinin, tez kapsaminda incelenen biyolojik aktiviteleri yoniinden umulan

diizeyde etkili olmadigi bulunmustur.
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