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1. GIRIS VE AMAC

An apple a day keeps the doctor away
Bir Amerikan deyisi (1)

Giiniimiizde bitkiler tiim diinyada 6nemli bir ila¢ kaynagidir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde (ABD) recete edilen ilaglarin %25°i bitkilerden elde edilmis
maddeleri icermektedir (2).

Bitkilerle tedavi, tarih boyunca bilim adamlarinin ilgi odag haline gelmistir.
Geleneksel ve yerli bitkisel ila¢ farmakopelerin farkina varilmasi, bu kaynaklardaki
bazi bitkilerden elde edilen tiirevlerin modern farmakopelere alinmasi, bitkisel
droglarin modern ilaglara gére daha ucuz ve giivenli oluslan ile ilgili bilgiler son
yillarda bu ilgiyi artirmistir. Ayrica bazi hastalarin kendi tedavilerinde o6zerk
davranmak istemeleri de 6nemli bir faktordiir. Nitekim kanser, diyabet ve artrit gibi
kronik veya spesifik tedavisi olmayan hastaliklarda ya da soguk alginlig1 gibi evde
gecirilen  hastaliklardan korunmada ve tedavilerinde Dbitkiler siklikla
kullanilmaktadir (3).

Mikrobiyolojik  olarak ise c¢oklu ilag direncine sahip patojenik
mikroorganizmalarin ortaya cikisi, antibiyotiklerin yan etkileri ve giivenilir tedavi
secenekleri olmayan viral hastaliklar (kazanilmis immunyetmezlik hastaligi-AIDS,
Hepatit B ve C gibi), bitkisel kaynakli antimikrobiyal ilaglarin arastiriimasina
yonelik ilgiyi artirmaktadir. Ozellikle tibbi bitkiler bu konuda temel potansiyel
olarak goriilmekte ve buna yonelik olarak arastirilmaktadir (4, 5, 6,7, 8, 9).

Yayinlanan makaleler iizerinden yapilan istatistikler, yapilan c¢alismalarin

biiyiik bir kisminin Amerika ve Avrupa merkezli oldugunu gostermektedir (10).



Ulkemizde de basta tibbi bitkiler olmak iizere cesitli bitkilerden elde edilen
ekstraktlarin antimikrobiyal etkilerinin arastirildigi calismalar yapilmaktadir (11,
12, 13, 14, 15, 16).

Dogu Karadeniz Bolgesi cografik yapisi itibariyle zengin bir floraya sahiptir.
Bolgede 2000’den fazla bitki tiirii bulundugu, 500’den fazlasinin endemik oldugu
belirtilmektedir (17). Endemik olarak yetisen bu bitkilerin ¢cok az bir kismin
biyolojik etkileri arastirilabilmistir.

Bu calismada Dogu Karadeniz Bolgesi’nde yetisen bazi endemik bitkilerden

elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi ama¢lanmstir.



2. GENEL BILGILER

2. 1 . Tarihge

Bitkiler tarih boyunca insanlardaki travma ve hastaliklarinin tedavisinde
kullanmilmiglardir (18). Tiim insanlar tarih 6ncesinden beri yiizlerce belki de binlerce
yerli bitkiyi yaralarina siirerek ve icerek tedavi amaciyla kullanmuslardir (1).
Hakkari’nin hemen giineyinde Sanidar Magaras1’nda ortaya cikartilan 50000 yillik
Neanderthal insanina ait mezarda, halen bolgede tibbi amaclar icin kullamlan
Alchemilla (Civan Percemi), Althaea (giilhatmi), Centaurea (peygamber cicegi),
Ephedra (efedra), ve Muscari (salkimli siimbiil) tiirleri bulunmustur (19). Tibbi
bitkiler hakkinda saptanan ilk yazili belgeler 5000 yil 6nceki Cin, Hint ve Yakin
Dogu medeniyetlerine ait olmasina ragmen siiphesiz bitkilerle tedavi insanoglu
kadar eskidir (2). Hintliler M.O. 3000’li yillarda kullandiklar1 8000’den fazla
bitkisel ilact Ayurveda (Hayat Bilgisi) adli kaynakta toplamiglardir (18). Bu
bitkilerden bazilari, Hindistan’da giiniimiizde de kullanilmaktadir. Bunlar arasinda
bulunan Hintlilerin “Ay Hastalig1” adin1 verdikleri mental hastaliklarin tedavisinde
kullandiklart Rauwolfia serpentina batililarin ilgisini ¢ekmis, 1950’lerde U.S.
Pharmacopoeia’sine secilmistir. Ekstresi olan “reserpine alkaloidleri” giiniimiizde
ozel bir mental hastalikta ve hipertansiyonda kullanilmaktadir (20).

Cin imparatoru Shen-nung (M.O. 3000-25001i yillarda), i¢inde ginseng, afyon
ve efedranin da oldugu 365 bitkisel ilac1 igeren ilk farmakopeyi (Pun-tsao) yazmistir
(18, 20). Bu yillarda Cinlilerin irinli yaralart tedavi igin kiifleri kullandiklan
bilinmektedir (21).

Mezopotamya uygarhklarna (Siimer, Akad ve Asurlar) ait M.O. 2000’li
yillardaki tablet kayitlarindan, 250 civarinda bitkiden tibbi amacla faydalandiklar
anlasilmaktadir (19). Ingilizce apricot (kayis1), cherry (kiraz), almond (badem) ve
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poppy (gelincik, afyon) bitki adlarinin Asuri dilinde de bulunmas: Kkiiltiirel
etkilesimin boyutlarini vurgulamasi agisindan 6nemli ve ilgingtir (20). Siimerlere ait
yazili belgelerde yaklagik 1000 tibbi bitki ad1 mevcuttur (18).

Misir tibbina ait bilgiler Heredotus gibi (M.O. 480-425) Yunanl tarihgiler
tarafindan yazilmigtir. Ondokuzuncu yiizyil ortalarinda bulunan, muhtemelen hekim
veya din adamlari tarafindan M.O. 1500’lerde yazilan papiruslarda (Hearst papirusu
ve Ebers papirusu) iiziim, sogan, sarimsak, fasulye, arpa, sedir ve cigdem gibi cok
sayida tibbi bitkiden bahsedilmektedir. Sadece Ebers papirusu 800 civarinda recete
icermektedir. Bunlarin 20’den fazlasi sarimsak icermektedir. Eski Misirlilarin
cigdem (Colchicum autumnale) Dbitkisini Gut hastaliginin  tedavisinde
kullandiklarina yonelik deliller mevcuttur (19, 20). Ayrica Misirhlarin agik yaralara
kiiflii ekmek uyguladiklar bilinmektedir (21).

Grek tibbi, 6zellikle Mezopotamya ve Eski Misir ile kurduklan yakin iliskiler
neticesi bunlardan etkilenmistir. Bu donemde yazilan kitaplar uzun yillar islam ve
Avrupa tibbinda kullamilmigtir. Hekimligin babasi olarak kabul edilen Hippocrates
(M.O. 460-377) tarafindan yazilan 150 kadar kitapta botanik tarifleri yapilmaksizin
200’den fazla tibbi bitkiden bahsedilmektedir (19, 20). Hippocrates bitki
toplamayip hastalifa gore bitkileri kullanarak ila¢ hazirlamistir. Bu sebeple o
donemde kokii ¢ikartan, bitki toplayan bir topluluk olusmustur (20). Botanigin
babast olarak bilinen Theophraste (M.O. 370-287) egrelti otunun etkilerini ilk
bildiren hekimdir (19). Eski Yunan’da sadece tedavi edici bitkiler degil aym
zamanda intihar veya idamda kullanilabilecek zehirli bitkiler de arastinlmistir.
Politik destegini kaybeden Socrates’e agiotu (baldiran) zehiri iceren 6zel bir kap
icindeki s1viy1 icmesi igin izin verilmisgtir (20).

Pontus krali Mithridates (M.O. 132-63) babasinin hileli sekilde 6ldiiriildtigiini
gormiis, kendisinin de annesi tarafindan oldiiriilecegini diisiinerek daglara kagmstir
(19). Trabzon ve Rize daglarinda yetisen zehirli bitkilerle ilgilenmis, kral olduktan
sonra kendini korumak icin tiim zehirlere kars1 etkili genel bir antidot aragtirmistir
(22). iginde 48 drog bulunan “Mithridaticum” adl1 panzehiri bulmustur (19).

Roma tarihinin en Onemli tibbi botanisti Kozan ilcesinin Anazarba sehrinde
(bugtinkii Dilekkaya kdyii) dogmus olan Pedanios Dioscorides’tir (20-?). Yazdig1



“De Materia Medica” adli kitabinda tibbi O6nemi olan 600’den fazla bitkiden
bahsetmistir (19). O giiniin saglik problemlerini ¢ézmek igin calismig, savasta
yaralanan askerlerin kanamalarim1 durdurmak icin Achillea bitkisinden hazirladig:
merhemi kullanmustir. Dioscorides ayrica akdiken (alig) gibi bitki kokiinden
hazirlanan droglarin dogum kontroliinde kullanilabilecegini yazmistir. Bergama’da
dogmus olan Galenus (130-201) da 500 kadar drog terkibinden bahsetmistir (20).

Arap hekimlerinden Dineveri (820-895), bitkilerin siniflandirilmalari, bunlardan
faydalanma yollar1 ve cinsel giicii artirict maddeleri anlatan kitaplar yazmustir. Ebu
Reyhan Biruni (973-1051) ise 200 kadar bitkisel drogu tarif etmistir. Batida
Avicenna adiyla tammnan biiyiik Tiirk bilgini Ibni Sina yazdig1 kitaplarda 785
bitkisel, hayvansal ve madensel drogun terkibini ve kullanilis seklini yazmistir.
Osmanh Devleti doneminde tibbi bitkilerle tedavi uygulanmis, bunlarla ilgili eserler
yazilmustir. Fatih Sultan Mehmet’in hocast ayn1 zamanda hekim olan Ak Semseddin
bitkilerle ilgilenmistir. Gerede’li Ishak bin Murad tarafindan 1389-90 yillarinda
yazilan iki ciltlik kitapta bugiin de aym sekilde uygulanan tibbi bitkiler ve
kullanilislart anlatilmistir (19). Avrupa tibbi Arap tibbindan biiyiik olgiide
etkilenmistir. Evliya Celebi tarafindan yazilan Seyahatname’de bircok drog
hakkinda bilgi bulunmaktadir (19).

Bitkisel kaynakli kemoterapinin tarihsel gelisiminde, 1600’lii yillarda kinakina
kabuklarinin sitma hastaligiin tedavisinde kullanilmaya baslanmasi onemli bir
asamadir. 1700’1ii yillarda kaba ekstraktlardan esas etkili maddelerin elde edilmeye
baslanmasini takiben 1820 yilinda, uzun siire cesitli galenik preparatlar halinde
kullanilan kinakina kabuklarinin etken maddeleri olan kinin ve kinkonin Pelletier ve

Caventou tarafindan izole edilmstir (23).

2.2. Tibbi Bitkiler

Tibbi Ozelliklere sahip oldugu ileri siiriilen tiim yiiksek yapili bitkilere tibbi
bitki adi verilmektedir. Bu tammin igine saglikla ilgili etkileri olan, bati
standartlarina gore ilag olarak kullamlabilirligi ispat edilen veya ilag olarak



kullanilan maddeler igeren tiim bitkiler girmektedir (24). Drog ise ilaglarin
hazirlanmasinda kullanilan bitkisel veya hayvansal kokenli ilkel maddelerdir (25).

2.2.1. Tibbi Bitkilerin Modern Cagdaki Onemi

Diinya iizerinde 750 bin ile 1 milyon arasinda bitki tiirii oldugu tahmin
edilmektedir. Bunlardan 500 bin kadari tammlamip isimlendirilmistir. Bunlarin
kiiciik bir kismu tibbi bitki olarak belirtilmistir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
tarafindan 1979 yilinda yapilan bir arastirmada besten fazla iilkede kullanilan ve
ticareti yapilan bitkisel droglarin toplam miktar1 1900 olarak saptanmistir (19).
Aym kurumun 1991 yilinda tiim diinyada bulunan tibbi bitkilerin listesinin
cikarilmasina yonelik calismasi sonucu 20000°den fazla tiir belirlenmistir. Yapilan
bir bagka aragtirmada ise yeryiiziindeki bitkilerin %14-28’inin tibbi amaclarla
kullanildig: ileri siiriilmektedir (24).

Diinya Saghik Orgiitiinin (WHO) tahminlerine gore gelismekte olan iilkelerin
toplam niifusunun yaklasik % 80’i, primer saghk tedavi ihtiyaglarin1 geleneksel
ilaglardan karsilamaktadir. Bunun biiyiik bir boliimii bitki ekstraktlaridir (24). Bir
baska kaynaga gore diinyada 3 milyar insan tedavide primer olarak geleneksel
bitkisel ilaglar1 kullanmaktadir (26). Hindistan’da, Ulusal Saghik Uzmanlari
raporuna gore glinlimiizde 2000 farklh bitki, tibbi preparasyonlar icin
kullanilmaktadir (27). Kdyleri sehirlerden uzak, yollant diizgiin ve bakimli olmayan
iilkelerde, halkin modern tibbi yardim alamamasi bu bdolgelerde bitkisel tibbin
Onemini siirdiirmesine sebep olmaktadir (28).

Uluslararas1  Ticaret Merkezi’nin 1974’de  yaymnladifi rapora gore
endiistrilesmis lilkelerde iiretilen ilaglarin % 33’ii bitkisel kokenlidir (24). Halen
Kuzey Amerika’da recete edilen ilaclarin % 25’ten fazlasi, bitkilerden izole edilen
aktif maddeleri veya bunlarin kimyasal olarak modifiye edilmis sekillerini
icermektedir (2). Almanya’da halen kullanilmakta olan yaklasik 6000 hazir ilagtan
735’1 (% 13) bitkisel kokenli iken, Tirkiye’deki 2500 preparattan 155°i (% 6)
bitkisel drog veya ekstresi tasimaktadir (19).



Aragtirmacilar mikrobiyal hastaliklar ve kansere karsi yeni ilaclar
geligtirebilmek icin basta tibbi bitkiler olmak iizere cesitli bitkilerin biyoaktif
potansiyellerini arastirmaktadirlar. Bu amagla yiizlerce bitki incelenmis olmasina
ragmen biiylik bir ¢cogunlugu yeterince degerlendirilememistir (27). ABD National
Cancer Instiute (NCI) 1957°den beri binlerce bitkiyi antitiimoral Ozellikleri
acisindan incelemistir. Halen Latin Amerika, Afrika ve Giineydogu Asya’dan
toplanan 20000 bitki tiirli aym kurum tarafindan arastirilmaktadir. Ancak, bu
bitkilerin antitimdral aktiviteleri arastirilirken diger farmakolojik etkileri
“arastirllmamis” olarak kalmaktadir (2).

Halen diinyada pek cok iilkede tibbi bitkilerle ilgili arastirmalar yapilmaktadir.
Yayinlanan makaleler iizerinden yapilan istatistikler, yapilan calismalarin biiyiik bir

kisminin Amerika ve Avrupa merkezli oldugunu gostermektedir (10).

2.2.2. Tiirkiye’de Bitkisel Tip

Tiirkiye, Avrupa kitasinin en yogun bitki florasina sahip iilkelerinden biridir.
Tiim Avrupa’da yetisen 12000 bitki tiirtine karsilik sadece tilkemizde 850 cins ve
9000’den fazla bitki tiirii yetismektedir (17, 29). Stratejik konumundan dolay:
Anadolu, Dogu ve Bati arasinda koprii gorevi gormektedir. Farkli irk ve kabileler
Anadolu’ya yerlesmek iizere goc etmisler ve bu gocleri esnasinda cesitli bolgelere
ait kiiltiirleri, dinleri, ve gelenekleri beraberlerinde getirmislerdir. Kiiltiirel
farkliliklar ve floranin zenginligi Anadolu’da geleneksel tipla ilgili olarak biiyiik bir
bilgi birikimine sebep olmustur. Bununla birlikte, ulasimin kolaylasmasi, halkin
kdylerden sehirlere gé¢ etmesi ve modern tibbin yayilis1 ile bu bilgi hizh bir sekilde
kaybolmaktadir (29).

Tiirkiye’de bitkilerle tedavi, cografi bolgeler arasinda kullanim siklif1 agisindan
farkliliklar olmakla beraber halen uygulanmaktadir (22, 29, 30, 31, 32).




2.2.3. Dogu Karadeniz Bolgesi’nde Bitkisel Tip

Dogu Karadeniz Bolgesi halki tibbi bitkiler ile tedaviye ¢ok az Onem
vermektedir. Trabzon’da aktar sayisi oldukca azdir ve sattiklar1 droglarin hemen
tiimii Istanbul’dan getirilmektedir. Bolgeye ait tek drog kekik veya “zimbara” adi
ile taninan Satureja spicigera tiiriiniin ¢icekli dallaridir. Buna karsihik bdlgeden
toplanan 40 kadar bitkisel drog Ozellikle Siirmene’de bulunan bazi toptancilar
tarafindan dis iilkelere satilmaktadir (22).

Flora ozelligi agisindan bolge, yillik yagmur oraninin yiiksekligi ve ¢ogunlugu
kisin yapraklarim doken ormanlan ile taninmaktadir. Cesitli arastincilar 1700’1i
yillardan beri Dogu Karadeniz Bolgesi’nin tibbi ve zehirli bitkilerini arastirmis ve
yayinlamglardir (22).

2.3. Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki Endemik Bitkiler

Endemi kelimesi, bir iilkede yerlesen (hastalik) anlamindaki Yunanca
endemondan gelmektedir. Bu calismada, adi gecen bitkilerin sadece bu yérede
dogal olarak yetistigini belirtmek i¢in kullanilmistir.

Kolsis (Colchis) kusa icinde yer alan Trabzon, Rize ve Artvin yoreleri, basta
iklim kosullar (yiiksek yagis ve nem oram) ve arazi yapisimin farkli olmasina bagl
olarak ¢ok sayida endemik bitkiyi de iceren oldukca zengin ve giir bir floraya
sahiptir. Yapilan arastirmalara goére Dogu Karadeniz Bolgesi’nde 2239 farkl bitki
tiirli bulundugu tespit edilmistir. Endemizm oram1 % 23’tiir. Bu orana gore yaklasik
514 bitki bolgede endemik olarak yetismektedir (17).

2.4. Bitkilerin Antimikrobiyal Onemi

ABD’de recete edilen ilaglarin %25°ten fazlasinin bitkisel kokenli olmalarina
karsin, antimikrobiyal olarak kullamlanlar1 ¢ok azdir. Giiniimiizde, hastaliklarin
tedavisinde antimikrobiyal ajan olarak daha ¢ok bakteriyel veya fungal kaynakli
ilaclar kullamilmaktadir. Antibiyotiklerin 1950’lerde kullanima girmeleriyle birlikte,
bitki orijinli antimikrobiyal kullanimi ortadan kalkmustir (1).



Klinik mikrobiyologlar iki sebeple antimikrobiyal bitki ekstraktlar1 ile
ilgilenmektedir:

1. Bitkisel koékenli bilesikler, hekimler tarafindan regete edilen antimikrobiyal
ilaclarin arasina girmesi miimkiin goriinmektedir. Pek ¢ok fitokimyasal bilesik su an
insanlarda deneme agsamasindadir (1).

2. Son yillarda yapilan caligmalara gore, toplum giderek geleneksel
antibiyotiklerin asinn regete edildiginin ve yanhs uygulandigmin farkina
varmaktadir. Ayrica pek ¢ok insan kendi tedavilerinde 6zerklik aramaktadirlar (1).

ABD’de 1990’larin sonlarina dogru diger alternatif tedavi sekillerinde oldugu
gibi bitki ekstraktlarinin tedavide kullanimm biiyiik popiilarite kazanmstir. Yapilan
bir anket sonucuna gore bir yil i¢inde halkin iicte biri en az bir siradisi tedavi
yontemini uygulamistir. Botanik ilaglarinin satisinin 1996 yilinda bir 6nceki yila
oranla % 37 oraninda artti§1 rapor edilmistir.

Geleneksel antibiyotiklerin direng gelisimi nedeniyle etkisizlestigi ve 6zellikle
viral hastaliklarin bu tip ilaglarla kontrol altina alinamadig1 vurgulanarak bitkilerden
elde edilen antimikrobiyallerin ve diger ilaglarin kullamlmasina yonelik artan
yenilikgei bir yaklasim vardir. Ayrica bitki tiirlerinde 6zellikle son 20 yilda meydana
gelen hizli tiikenis bu ilginin bir bagka sebebidir.

Insan immunyetmezlik virusu (HIV) ile enfekte insan sayisindaki hizli artis,

etkili olabilecek bitki derivelerinin arastirilmasini daha da tesvik etmistir (1).

2.5. Bitkilerdeki Kimyasal Farkhhklar

Bitkiler genel olarak benzer kimyasal organizasyona sahiptir. Ancak morfolojik
degisikliklerle birlikte kimyasal yapilarinda da degisiklikler olur. Ornegin kuru
alanda biiyiiyen bitkiler, su kaybim1 azaltmak icin degisik bir fotosentez yolu
kullanirlar. Etobur bir bitki, bu tiir besinleri sindirebilecek enzim sistemine sahiptir.
Buna benzer olarak stres sartlar1 (kuraklik, tuz konsantrasyonu, suda yasam, donma,
asin1 sicaklik, yanginlar, ultraviyole 1s181, zehirler, besin azlif1 ve biyolojik tehditler)

bitkilerin kimyasal yapilarinda degisiklikler yapabilmektedir (10).
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2.6. Bitkilerden Elde Edilen Antimikrobiyalleri iceren Esas Gruplar

Bitkiler neredeyse simirsiz sekilde aromatik bilesik sentezleme yetenegine
sahiptirler. Sekonder metabolit olarak adlandirilan bu bilesiklerin cogu, fenoller ve
bunlarin oksijen takilmis deriveleridir. En az 12000 metabolit izole edilmis
olmasmna ragmen bu rakam tahmin edilen toplamin % 10’undan daha azim
olusturmaktadir. Biiyiikk boliimii mikroorganizma, b&cek ve herbivorlara kars:
bitkinin savunma mekanizmasi olarak gorev goriirler. Bazilarni (6rnegin
terpenoidler) bitkiye koku verirler. Kinonlar ve tanenler bitkilerdeki pigment
olusumundan sorumludur. Bir kismu ise (aci biberdeki capsaicin gibi) bitkiye tat

verir (1).

2.6.1. Fenolikler ve Polifenoller

a) Basit Fenoller : Basit biyoaktif fitokimyasallardan bazilani tek bir fenolik
halka ve bunun iizerine bagli degisik gruplan kapsarlar. Virus, bakteri ve mantarlara
kars: etkili oldugu gosterilmis olan kafeik asit bu gruptandir. Catechol ve pyrogallol
mikroorganizmalara karsi toksik oldugu ispatlanmis hidroksillenmis fenollerdir.
Hidroksillenme sayis1 ile toksisite arasinda oranti mevcuttur. Oksidize bilesikler
tarafindan enzim inhibisyonu, siilfidril gruplan veya proteinler ile olusan
nonspesifik reaksiyonlar, fenolik toksisiteden sorumlu olasi mekanizma olarak

distiniilmektedir (1).

b) Kinonlar: Kinonlar iki keton grubu iceren aromatik halkalardir. Dogada
yaygin olarak bulunurlar. Renkli ve yiiksek derecede reaksiyona girme yetenegine
sahip  bilesiklerdir. Kesilen veya yaralanan meyve ve  sebzelerin
kahverengilesmelerinden sorumludur. Insan derisinde melanin sentez yolunun ara
tirtinleri olarak da ortaya cikarlar. Kinanin igerisinde bulunan boya maddeleri de
kinon yapisindadir. Vitamin K kompleks bir naftokinondur.

Kinonlarin proteinlerdeki niikleofilik amino asitlerle geri doniisiimsiiz

kompleks olusturma ve boylece proteinleri inaktive edebilme kabiliyetleri
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bilinmektedir. Bu sebeple mikroorganizmalardaki muhtemel hedefleri, yiizeyde

sunulan adezinler, hiicre duvarn polipeptidleri ve membrana bagh enzimlerdir (1).

c) Flavonlar, Flavonoidler ve Flavonoller: Flavonlar bir karbonil grubu i¢eren
yapilardir.  Flavonollerde  3-hidroksil grubu bulunur. Flavonoidler ise
hidroksillenmis fenolik bilesiklerdir (1).

Bu bilesikler bitkiler tarafindan daha ¢ok mikrobiyal infeksiyonlara karsi cevap
olarak olusturulmaktadir. Bu sebeple in vitro antimikrobiyal etkilerinin saptanmasi
dogaldir (1). Flavonoidlerin antibakteriyel ve antifungal etkileri 6ne ¢ikarken,
flavonollerin antiviral aktivitelerinin daha fazla oldugu rapor edilmektedir (33).
Bunlarin antibakteriyel etkileri muhtemelen, mikroorganizmalarin hiicre disi
¢oziinebilir proteinleri ve bakteri hiicre duvari ile kompleks olusturma yeteneklerine
dayanir. Lipofilik flavonoidler mikrobiyal membranlar1 parcalayabilirler.
Catechin’ler de bu gruba ait etkili bilesiklerdendir (1). Cayda bulunan catechin’lerin
bircok bakteri ve virusu inhibe ettigi gosterilmistir (34).

d) Tanenler: Tanen kelimesi deriyi bronzlastirabilme ve soliisyon icindeki
jelatini presipite edebilme yetenegindeki bir grup polimerik fenolik bilesigin
tanimlayici ismidir. Tanen igeren iceceklerin tiiketilmesinin, birgok hastalig tedavi
edebilecegi ileri siiriilmektedir (1, 34). Antimikrobiyal etki mekanizmasi
muhtemelen mikrobiyal adezinlerin, enzimlerin ve hiicre duvar1 transport
proteinlerinin inaktivasyonu ile iligkilidir. Tanenler ayrica polisakkaridlerle

kompleks olusturabilirler (1).

e¢) Kumarinler: Kumarinler, birlesmis benzen ve a-piron halkalarindan
olugsmus fenolik maddelerdir. Kuru otlarin karakteristik kokusunu olustururlar. Esas
olarak antitrombotik, antiinflamatuar ve vazodilatator etkileri sebebiyle kullanilirlar.
Warfarin en ¢ok bilinen kumarindir (1).

€, YOKSEKOG R tM KURULD
o ‘ASYUN
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2.6.2. Terpenoidler ve Ucucu Yaglar (Esanslar)

Bitkilerin giizel kokusu esansiyel yag fraksiyonlarindadir. Sekonder metabolit
olan bu yaglar terpenler olarak adlandirilirlar. Genel kimyasal yapilann C;oHyg
seklindedir. Isimleri karbon sayisina gore degisir; Cyo diterpen, Cyq triterpen, Cyg
tetraterpen, Cs hemiterpen, C,s sesquiterpen gibi. Terpenoidler ise genel olarak
oksijen gibi ilave elementler iceren bilesiklerdir. Cesitli terpen ve terpenoidlerin
giicli antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 bildirilmektedir (1, 19). Etki
mekanizmasi muhtemelen mikroorganizmanin solunumunun inhibisyonu esasina

dayanir (10).

2.6.3. Alkaloidler

Yapilarinda azot bulunan heterosiklik bilesiklerdir. Ik bulunan alkaloid
morfindir. Morfin kelimesi riiya tanris1 olan Morpheus’tan gelmektedir.
Ranunculaceae familyas iiyesi diterpenoid alkaloidlerin genel olarak antimikrobiyal
Ozellige sahip olduklari gosterilmistir (1). Alkaloidler DNA ve RNA sentezini
inhibe edebilirler (10).

2.6.4. Lektinler ve Polipeptidler

Mikroorganizmalarin iiremelerini inhibe eden peptidler genel olarak pozitif
yikliidiirler ve disiilfid bag: igerirler. Muhtemelen mikrobial membran {izerinde
kanallar acarlar veya konak reseptorlerine baglanmada mikrobial adezyon
molekiilleri ile yansirlar.

Bircok bitkiden elde edilmis olan mannoz spesifik lektinlerin antiviral etkili

olduklan gosterilmistir (1).
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2.6.5. Karisimlar

Afrika ilkelerinde kullanilan ve agiz hijyenine yardimci olan ¢igneme
cubuklari, Ayurveda tibbinda kullanilan bazi ilaclar ve bal, cesitli bilesikleri iceren
antimikrobiyal etkili karisimlardir (1).

2.6.6. Diger Bilesikler

Poliaminler, poliasetilenler, baz1 glukozitler antimikrobiyal etkileri yoniinden
aragtirilmaktadir.

Idrar yolu enfeksiyonlarindan korunmak icin kadinlara yabanmersini suyu
icilmesinin Onerildigi bilgisinden yola c¢ikarak yapilan bazi arastirmalarda, bu
bitkide bulunan fruktozun E. coli’nin iiriner sistem epitellerine baglanmasini
kompetetif olarak inhibe ettigi gosterilmistic (1). Bazi bitkilerde bulunan
siyanojenik glikozitler, hiicresel solunumu durdurabilen hidrojen siyanid’in

salinmasina sebep olurlar (10).



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Endemik Bitkiler

Dogu Karadeniz Bolgesi'ndeki degisik yerlesim alanlarindan (Trabzon, Rize,
Artvin ve Bayburt yoreleri) KTU Orman Fakiiltesi Ogretim Uyeleri Prof, Dr. Rahim
ANSIN ve Yrd. Dog. Dr. Salih TERZIOGLU tarafindan teshis edilen, fotograflar

alindiktan sonra toplanan ve uygun ortamlarda kurutulan, asagida adi (Latince ve

Tiirkge), familyasi, kisa botanik ozellikleri, toplandigi bolge ve toplama tarihleri

sekillerle birlikte verilen 22 adet endemik bitki érnedi calismaya dahil edilmistir.

1. Angelica sylvestris L. var. stenoptera Lallem. : Melekotu (Umbelliferae)

Sekil 1. Angelica sylvestris

var. stenoptera (Foto: S. Terzioglu)

Cok willik, 70-200 cm'ye kadar
boylanabilen otsu bir bitkidir (Sekil 1).
Cigekleri pembemsi-beyaz renklidir.
Cigeklenme Agustos-Eyliil aylarinda olur.
Dere boylart ve nemli ¢ayirlarda 10-2200 m
yiikseltiler arasinda yayilir. Avrupa-Sibirya
(Karadeniz) elementi. Iki varyetesi tilkemizde
dogal olarak yetismektedir (35).

Materyal toplanan alan: Trabzon: Of,
Eskipazar Beldesi, 15 m, 04.07.1996.
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2. Verbascum varians Freyn.& Sint. var. frapezunticum Murb.: Trabzon

Sigirkuyrugu (Scrophulariaceae)

Birkag yillik, 30-80 c¢m’'ye kadar
boylanan otsu bir bitkidir (Sekil 2). Cigekler
sar1 renkli, 20-35 mm capindadir. Cigeklenme
Nisan-Temmuz  aylarinda  olur.  Mese
caliliklan, kayalik ve bos alanlarda, 40-2450
m yiikseltiler arasinda yayihr. Karadeniz
elementi. Dort varyetesi iilkemizde dogal
olarak yetismektedir (36).

Materyal toplanan alan: Trabzon: KTU
Kanuni Kampiisii, 40 m, 27.06.1996.

Sekil 2. Verbascum varians var.

trapezunticum (Foto: S.Terzioglu)

3. Salix rizeensis A.Giiner et J. Zielinski : Rize Sogiidii (Salicaceae)

Kisa boylu, dik bir calidir (Sekil 3).
Soyulmus odunu diizgiin, geng siirgiinleri
tilysiiz ve sanmsi-kahverengindedir.
Yapraklar en ¢ok 7 x 3 cm boyutlarindadir.
Yaprak sekli, ters yumurta veya ters muzrak
seklindedir  (37). Cigeklenme Haziran-
Temmuz aylarinda olur. Subalpin ve Alpin
kesimlerde, dere kenarlarinda, 2000-2500 m
yiikseltiler arasinda yayilir.

Materyal toplanan alan:  Trabzon:
Caykara, Demirkapir Kéyii, 2500 m,
06.07.1996.

Sekil 3. Salix rizeensis (Foto: S.Terzioglu)



4, Phlomis russeliana (Sims) Bentham : Alev Otu (Labiatae)

Otsu ve 100 em’ye kadar boylanabilen bir
bitkidir (Sekil 4). Cicek gruplan 2-5 adet ve
her biri 12-20 adet ciceklidir. Cicekler san
renklidir. Cigeklenme Mayis-Eyliil aylarinda
olur. Genis ve ifne yaprakli ormanlarin
orman ici agikliklaninda  ve findik
cahlhiklannda, 300-1900 m  yiikseltiler
arasinda yayihr. Karadeniz (dag) elementi
(38).

Materyal toplanan alanlar: Trabzon:
Caykara, Soganli Dagi, 1900 m. 10.07.1996;
Magka: Zigana Dagi, 1450 m, 15.07.1996.

Sekil 4, Phlomis russeliana (Foto: S.Terzioglu)

5. Alchemilla rizensis B.Pawl.: Rize Civan Percemi (Rosaceae)

Cok yilhk, cok givdeli ve 10-20 em’ye kadar boylanan otsu bir bitkidir (Sekil
5). Yapraklar parlak-grimsi, gigekler parlak-giimiisi renklidir. Cigeklenme Haziran-
Agustos (Eyliil) aylarmda olur. Alpin vejetasyonun iist kesimlerinde, 2200-3300 m
yiikseltiler arasinda yayilir, Karadeniz (Dag) elementi (35).

Materyal toplanan alan: Trabzon: Caykara, Demirkapi Koyii, 3300 m,
07.07.1996.

Sekil 5. Alchemilla rizensis (Foto: S.Terzioglu)



6. Rosa pisiformis (Christ) D.Sosn.: Yabani Giil (Rosaceae)

Dik biiytiyen ve 2 m’ye kadar boylanabilen bir ¢alidir (Sekil 6). Cigekler koyu
giil (pembe) renklidir. Cigeklenme Temmuz ayinda olur. Nemli golgeler, Sogiit
calibklarinda, 1600-2000 m yiikseltiler arasinda yayilir (35).

Materyal toplanan alan: Bayburt Orman Fidanhgi, 1700 m, 20.07.1996.

Sekil 6. Rosa pisiformis (Foto: 8. Terzioglu)

7. Jasione supina Sieber subsp. pentica (Boiss.) Dumbold (Campanulaceae)

Cok willik otsu bir bitkidir (Sekil 7). Cicekler mavimsi renklidir. Ciceklenme
Haziran-Agustos aylarinda olur. Alpin gayirlarda, 2000-2800 m yiikseltiler arasinda
yayihir. Ulkemizde 4 alttiirii bulunmaktadir. Karadeniz (dag) elementi. (36).

Materyal toplanan alan: Trabzon: Caykara, Multat, 2300 m, 25.06.1996.

Sekil 7. Jasione supina subsp. pontica (Foto: §.Terzioglu)



8. Primula longipes Freyn & Sint. : Cuha Cigegi (Primulaceae)

Dik govdeli, 50 cm’ye kadar boylanan
otsu bir bitkidir (Sekil 8). Yapraklar 6-28 x 1-
5.8 cm, darca ters yumurta veya eliptik
sekilde ve dislidir. Cicekler lavanta mavisi
veya kirmizimsi-mavi renklerdedir.
Ciceklenme Temmuz-Agustos aylarinda olur.
Islak c¢imenli yamaglar, akarsu kenarlan ve
nemli kayaliklarda, 1625-3400 m yiikseltiler
arasinda yayilir. Karadeniz elementi (36).

Materyal  toplanan  alan:  Trabzon:
Caykara, Demirkapr Koyii, 3200 m,
28.07.1996.

Sekil 8. Primula longipes (Foto: 8. Terzioglu)

9. Centaurea appendicigera C.Koch : Peygamber Cicegi (Compositae)

Cok yillik otsu bir bitkidir (Sekil 9). Cigekli
siirginler dik, 7-30 cm  uzunlugundadir.
Yapraklar yogun ve basik gri tiiyliidiir. Cigekler
mat sart  renklidir. Ciceklenme Temmuz-
Agustos aylaninda olur. Yiiksek kayaliklardaki
hareketli, tagshkli yamaglarda, 2500-3500 m
yiikseltiler arasinda yayihr. Karadeniz (dag)
. elementi (39).

Materyal toplanan alan: Trabzon: Caykara,

» Demirkapi Koyii, Kayiskiran Gegidi, 3200 m,
= 07.07.1996.

Sekil 9. Centaurea appendicigera
(Foto: S.Terzioglu)
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10. Campanula betulifolia C.XKoch : Hus Yaprakh Can Cicegi
(Campanulaceae)

Cok yillik otsu bir bitkidir (Sekil 10). Cicekler beyaz veya mat pembemsi
renklidir. Cigeklenme Mayis-Eyliil aylarinda olur. Kayalik alanlarda, 250-2285 m
yiikseltilerde yayilir. Karadeniz elementi (36).

Materyal toplanan alan: Trabzon: Soganh Dagi, 1600 m, 06.07.1996.

o

Sekil 10. Campanula betulifolia (Foto: S.Terzioglu)

11. Rhododendron ponticum L. subsp. ponticum var. heterophyllum Ansin :
Degisik Yaprakh Orman Giilii (Ericaceae)

Her zaman yesil, 10 m’ye kadar boylanabilen bir ¢alidir (Sekil 11). Yapraklarin
kimileri licli damarlanma gosterir. Cicekler mor renklidir. Cigeklenme Mart-
Haziran aylarinda olur. Ormanlarda, 1-2000 m yiikseltilerde yayihr, Karadeniz
elementi (36, 40).

Malteryal toplanan alan: Trabzon: Of, Kumludere Koyii, 210 m, 05.05.1996.

Sekil 11. Rh. ponticum subsp. ponticum var. heterophyllum (Foto: S.Terzioglu)

T.C YOKSFKOGRETIM KURULD
DOKTMANLAS Y ON MERKEVE
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12, Betula medwediewii Regel : Kizilaga¢ Yaprakh Hus (Betulaceae)

Yapragimi diken, 6-15 m boyunda boylu bir ¢alidir (Sekil 12). Gévde kabugu
beyazimsi renktedir. Cigeklenme Mayis-Haziran aylarinda olur. Ormanlik ve ¢alihk
alanlarda, 1300-2160 m yiikseltiler arasinda yayilir (38, 41).

Materyal toplanan alan: Artvin: Murgul, Sevval Tepe, 1800 m, 05.06.1996.

Sekil 12. Betula medwediewii (Foto: S.Terzioglu)

13. Quercus pontica C.Koch : Dogu Karadeniz Mesesi (Fagaceae)

Yapragimi diken, 3-5 m boyunda bir calidir (Sekil 13). Yaprak kenarlari diizenli
dislidir. Meyveler kisa sapli olup, Austos-Eyliil aylarmda olgunlasir. Orman
iglerinde, 800-2100 m yiikseltiler arasinda yayilir. Karadeniz elementi (42).

Materyal toplanan alan: Rize: Tkizdere, Cagrankaya, 1700 m, 13.07.1997.

Sekil 13. Quercus pontica (Foto: S. Terzioglu)
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14. Heracleum platytaenium Boiss. : Cayir Tavsanal Otu (Umbelliferae)

Sekil 14. Heracleum plarytaenium

(Foto: 8. Terzioglu)

15. Centaurea helenioides Boiss.

Sekil 15. Centaurea helenioides

(Foto: S. Terzioglu)

Birkag yil yasayan, keskin kokulu ve 1-2
m'ye kadar boylanan otsu bir bitkidir (Sekil
14). Govde en azindan 2 cm c¢apindadir.
Taban yapraklan pargali ve alt yiizleri
beyazdir. Cicekler beyaz renkli ve semsiye
seklinde kurullar  olusturur.  Cigeklenme
Mayis-Agustos  aylarinda olur.  Karisik
ormanlarda, kayabk alanlarda, 0-1500 m
yiikseltiler —arasinda  yayilir.  Karadeniz
elementi (35).

Materyal toplanan alan: Trabzon: Arakh,
Dagbast, 1300 m, 28.07.1997.

: Peygamber Cicegi (Compositae)

Cok willik, 1 m'ye kadar boylanan otsu
bir bitkidir (Sekil 15). Govde tek veya yukar
kisimlarindan dallanmustir. Cigek basqign 2-
3.5 cm capinda ve ¢icekler sar renklidir.
Ciceklenme Temmuz-Agustos aylarinda olur.
Subalpin cayirlar ve iist orman simrina yakin
orman i¢i  acikhklarda, 1400-2450 m
yiikseltiler arasinda yayilir (39).

Materyal  toplanan  alan:  Trabzon:
Caykara, Demirkapt Koyii, 2100 m,
02.08.1997.
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16. Delphinium formosum Boiss. & Huet : Narin Hezaren (Ranunculaceae)

Sekil 16. Delphinium formosum
(Foto: S. Terzioglu)

Cok govdeli, 60-180 cm boylarinda ve
gok yillik otsu bir bitkidir (Sekil 16). Cigekler
3-4.5 cm, koyu mencksemsi-mavi renkte ve
belirgin bir ¢ikintiya sahiptir. Cigeklenme
Temmuz-Agustos  aylaninda  olur.  Alpin
gayrrlarda, 1500-2700 m yiikseltilerde yayilir.
Karadeniz elementi (43).

Materyal toplanan alan: Rize: ikizdere,
Ballikdy (Anzer), 2250 m, 10.08.1997.

17. Quercus macranthera Fisch. Et Mey. subsp. syspirensis (C. Koch,)

Menitsky : ispir Mesesi (Fagaceae)

Yapragint doken, 7 m’ye kadar boylanan kiigiik bir agactir (Sekil 17). Yapraklar
5-9 ¢ift diizenli lopludur. Meyve sapsiz, kadeh yari kiire scklindedir. Meyve

olgunlasmasi Agustos-Ekim aylarinda olur. Kuru yamaglarda, 1000-1900 m

yiikseltilerde yayilir (42).

Materyal toplanan alan: Bayburt: Kavakyani Kéyii, 1100 m, 04.09.1997.

.‘(*

Sekil 17. Quercus macranthera subsp. syspirensis (Foto: S. Terzioglu)
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18. Papaver lateritium Koch : Gelincik (Papaveraceae)

Cok wilhk, 45-60 cm’ye kadar boylanan
otsu bir bitkidir (Sekil 18). Disli yapraklar
serit seklindedir. Cigekler turuncu renkli,
kapsiil ¢iplakur. Tashkh yamaglar ve alpin
cayirlarda, 1200-3000 m yiikseltiler arasinda
yayihr. Karadeniz elementi (43).

Materyal toplanan alan: Rize: Ikizdere,
Ballikoy (Anzer), 1980 m, 12.07.1996.

Sekil 18. Papaver lateritium (Foto: S. Terzioglu)

19. Lamium sulfureum Hauss.& Sint. : Balhibaba (Labiatae)

Yerde siiriinen, 5-24 cm’ye kadar
boylanabilen ve cok yillik otsu bir bitkidir
(Sekil 19). Govde c¢ogunlukla morumsu
renkte. Cigek kurullar: 1-3 (-4) adet ve her bir
kurulda 4-12 cigek bulunur. Kayalik, hareketli
tash yamaclarda, 2745-3050 m yiikseltiler
arasinda yayilir. fran-Turan elementi (38).

Bitki toplanan alan: Artvin : Yusufeli,
Yaylalar Yaylasi, 3020 m, 24.10.1997.

Sekil 19. Lamium sulfureum (Foto: S. Terzioglu)



20. Anthemis cretica L. subsp. argaea (Boiss.& Bal.) Grierson : Papatya

(Compositae)

Cok yillik ve 40 ecm’ye kadar boylanan otsu bir bitkidir (Sekil 20). Cicek
dilcikleri beyaz renklidir. 12 adet alttiirii iilkemizde dogal olarak yetismektedir.
Yiiksek daglik kesimlerde, 3707 m'ye kadar yayilir. iran-Turan elementi (39).

Materyal toplanan alan: Trabzon: Caykara, Demirkapi Koyii, Kayiskiran
Gecidi, 2850 m, 05.10.1997.

Sekil 20. Anthemis cretica subsp. argaea (Foto: S. Terzioglu)

21. Onobrychis armena Boiss.&Huet: Korunga (Leguminosae)

Cok sayida yauk govdeleri olan, 15-60 ¢cm'ye kadar boylanan, ¢ok yillik otsu
bir bitkidir (Sekil 21). Yapraklar bilesik yaprak seklindedir. Cicekler pembe
renklidir. Taghkl yamaglarda, 100-2000 (-2500) m yiikseltiler arasinda yayilir (44).

Materyal toplanan alan: Artvin: Yusufeli, Yaylalar Yaylasi, 2500 m,
23.10.1997. o r e AW ;

Sekil 21. Onobrychis armena (Foto : S. Terzioglu)
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22. Sempervivum armenum Boiss.& Huet var. armenum : Gelin Parmag

(Crassulaceae)

Rozetleri 2-6 cm ¢apinda olan cok yillik otsu bir bitkidir (Sekil 22). Etli yapih
yapraklar yumurtamsi-mizrak ya da kasik seklindedir. Cigekler mat san veya
yesilimsi renktedir. Tashk yamaclar ve kayaliklarda, 1600-3200 m yiikseltilerde
yayihr. Karadeniz (dag) elementi (35).

Materyal toplanan alan: Artvin: Yusufeli, Yaylalar Yaylasi, 3040 m,
24.10.1997.

Sekil 22. Semperviviem armenum var. armenum (Foto: S. Terzioglu)

3.1.2 Kullamlan Geregler

Anaerobik kavanozlar, beherler, buz makinesi (Scotman), buzdolaplan, cam
balonlar, cam pastor pipetleri, cam petri kutulari, cam ve plastik tiipler, ¢ahisma
kabinetleri (Holten, Powtech), deiyonize su saglayicisi (Barnstead), derin
dondurucular (-20 ve —85°C’lik, Profilo, Argelik, Nuaire), distile su cihaz (Simsck
Laborteknik), ekiivyon ¢ubugu, evaporator, filtre aparati ve gesitli filtreler, filtre
kagidi (Whatman), flasklar (Corning, grainer), hassas terazi (Schimadzu), havan,
15tk mikroskobu (Nicon), invert mikroskop (Soif), kum (asitle yikanms, 40-100
meshlik, FISONS Laboratory Reagents), lam, lamel. liyofilizatér, McFarland
bulamikhik tiipleri, manyetik kanstiric1 (Stuart), mikrosantrifiij tiipleri, negatif

vakum pompasi (Sartorius), normal (Memmert) ve CO,’li inkiibatér (Nuaire ve

BE Yilkspn o rim KURULY
BAKTMANTASYON MR
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Shellab), otoklav (Medexport), siseler (gesitli hacimlerde, Schott, Simax), otomatik
pipetler (Prizma), otomatik pipet uclan, pastér finm (Niive), pH metre (Hanna),
plastik pipet (10 ml'lik, LP Italiana SPA), plastik pipeti (5 ml'lik, grainer), hiicre
kiiltiir pleytleri (24 ve 96 kuyucuklu, grainer, TPP), repetetif pipet (Eppendorf),
repetetif pipet uglart (Eppendorf), santrifiij (Niive), silica gel 60 (0.063-0.200mm,
Merck), soxhlet aparati, su banyosu, tasmabilir aspiratér (Bilsan), TLC-Sheets
(Silica gel 60 F 254, Riedel-de Haén), vakumlu poget kapatma cihazi, vorteks
(Janke&Kunkel), mikroaerofilik gas pack (BBL), anaerobik kavanoz (Oxoid), gaz
kansim iceren tiip (%5 O, %10 CO,, %85 N,), liyofilizatér, saklama tiipleri (cryo
vial), parafilm (American National Can), sonikatér (35 HF-Freq., Gen-probe),

thoma lami, ultraviyole kayna@ (Spectroline, USA).

3.1.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Besiyerleri

Medium 199 (10X), foetal call serum (FCS). Non Essential Amino Acids
(NEAA, 100X), sodyum bikarbonat (%7.5 sol.), L-glutamin (Biological industrics,
iSRAIL), asiklovir (Zovirax 800mg, GlaxoWellcome), ampisilin (FischerBiotec,
ABD), eosin methylene blue agar (EMB, Levine), mueller-hinton broth (MHB),
blood agar base, tripton, phosphate bulfered saline (PBS, Dulbecco’s A), brucella
agar (Oxoid, INGILTERE), pepton (Difco, ABD), diklorometan (Riedel-de Haén),
sodyum hidroksit, sodyum bikarbonat, sabouraud dextrose agar (SDA), mueller-
hinton agar (MHA), aseton, glasial asetik asil, hidroklorik asit, etil asetat,
kloroform, metanol, maya ekstrakti (Merck, ALMANYA), dimethyl sulfoxide
(DMSO), naphtol blue black, tripsin (1:250), ethylene-diamine tetra-acetic acid
(EDTA), sodyum asetat, vankomisin, amfoterisin B, flukonazol (Sigma, ABD),

streptomisin (IE), fizyolojik tuzlu su (Eczacibag).



3.1.4. Kullamlan Mikroorganizma Suslari

Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal etkileri 9 patojen mikroorganizma iizerinde

arastrildi.
a) Bakteri suslar

Bakteri suslan KTU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dal laboratuvarlarinda bulunan koleksiyondan temin edildi.

Antibakteriyel etki arasurlacak bakteriler, morfolojik farkliliklarn géz niinde
bulundurularak belirlendi (Tablo 1).

Tablo 1. Bakteri suslan ve 6zellikleri

Morfolojik Gram  Uretildigi Deney
Bakterinin Adi  Sus Numarasi
Giriiniim ozelligi besiyeri Besiyeri

Staphylococeus  ATCC 25923 Kok Pozitif KA® MHA"
aureus MHB*
Bacillus subtilis ~ ATCC 6633 Basil Pozitif KA MHA
MHB
Branhamella ATCC 25238 Kok Negatif KA MHB
catarrhalis
Escherichia coli  ATCC 25922  Basil Negatif EMB* MHA
MHB
Helicobacter ATCC 49503  Spiral Negatif BA® BA
pylori
* Kanh Agar

" Mueller Hinton Agar
“ Mueller Hinton Broth
* Eosine Methylene Blue agar

“ Brucella Agar
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b) Bakteri suslarimin genel Gzellikleri

Staphylococcus aureus : Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, katalaz ve koagiilaz
pozitif koklardir, Bakteriyolojik besiyerlerinin ¢ogunda, acobik ve fakiiltatif
anaerobik kosullarda kolaylikla iireyebilirler. Sahip olduklari toksinleri ve enzimleri
ile kil folikiillerinde lokalize apselerden menenjite kadar degisen klinik goriiniim ve
ciddiyette enfeksiyon olusturabilirler (45).

Stafilokok infcksiyonlanmn tedavisi, gesitli mekanizmalarla pek c¢ok
antibiyotige karsi diren¢ kazanmalan ve tolerans Gzellikleri sebebiyle sorun
olusturmaktadir. Hiicre duvarindaki otolitik enzimlerin aktivasyonunun olmayisinin
sebep oldugu tolerans, ilacin Minimal Inhibitér Konsantrasyonu (MIK) ve Minimal
Bakterisidal Konsantrasyonlan (MBK) arasindaki biiyiik farklar olarak tedaviye
yansimaktadir (46).

Bacillus subtilis : Gram pozitif, sporlu biiyiik basillerdir. Hava, toz, toprak ve
suda bulunur ve laboratuvarda siklikla kontaminant olarak iirerler. Immunsuprese
kisilerde, uyusturucu kullananlarda bakteriyemi ve goz enfeksiyonlarma sebep
olurlar (45). B. subtilis, sterilizasyonun kontroliinde ve antibiyotik iiretiminde

(basitrasin) kullanilmaktadir (47).

Branhamella catarrhalis : Gram negatif, sporsuz, hareketsiz diplokoklardir.
Aerob ve fakiiltatif anaerob olarak iirerler. Kanh agar ve ¢ikolata agarda 35°C’de
kolayhkla iiretilebilirler. Ust solunum yollarimin normal florasinda bulunmakla
birlikte, otitis media, siniizit, trakeit, menenjit ve alt solunum sistemi
enfeksiyonlarina sebep olabilirler.

Tedavilerinde penisilin  ve tetrasiklinler kullamlmaktadir. BRO tip B-
laktamazlar tarafindan olusturduklart yiiksek direnc orani (% 84) sebebiyle, B.

catarrhalis enfeksiyonlarinin tedavisinde sorunlarla karsilasiimaktadir (48).
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Escherichia coli : Gram negatif, sporsuz, genel olarak hareketli, laktoz pozitif,
basil seklinde. fakiiltatif anaerob bakterilerdir. Rutin besiyerlerinde kolaylikla
iirerler. E.coli, Enterobacteriaceae familyas:i iiyeleri arasinda normal barsak
florasinda en stk bulunan bakterilerdir. Ozellikle infantlarda olusturdu@u diyarelerin
yaninda iiriner sistem enfeksiyonu ve neonatal menejitlerin en sik etkenidirler (45).

E.coli suslan arasinda, aktarilabilen plazmitlerin kontroliinde bulunan ¢oklu ilag

direnci yaygindir ve tedavide sorun yaratmaktadir (46).

Helicobacter pylori : H.pylori gram negatif, katalaz ve iireaz pozitif, polar
flagellas: ile hareketli, spiral yapida, mikroaerofilik bir bakteri olup kronik aktif
gastrit etkenidir. Ayrica, peptik iilser hastaligi, gastrik adenokarsinom ve gastrik
mukoza iligkili lenfoid doku lenfomasi (MALToma) patogenezinde Gnemli rol
oynamaktadir (49). WHO tarafindan class 1 karsinojen olarak belirtilmektedir (50).

H.pylori, katkili besiyerlerinde, mikroaerofilik ortamda 37°C’de inkiibe
edildiginde, 3-6 giinde kiigiik seffaf koloniler olusturarak iirer (46).

Gastrik mukozadan eradikasyonunda yaygin olarak, antibiyotik (amoksisilin,
tetrasiklin, metronidazol wve klaritromisin) ve anti-iilser ilag kombinasyonlan
kullanilmaktadir. Antibiyotiklere karsi direng gelisimi, antibiyotiklerin gastrik
mukozaya penetrasyonunun azhg ve pH larafindan inaktive edilmeleri gibi

mikroorganizma ve konaga ait faktérler tedavinin etkinligini etkilemektedir (50).

¢) Mantar Suslar:

Maya susu KTU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali laboratuvanindaki kiiltiir koleksiyonundan temin edilirken, kiif susu Ankara
Hifzisithha Enstitiisii Miidiirliigi' nden saglandi. Calismada kullanilan mantar suslar

ve dzellikleri Tablo 2'deki gibidir.
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Tablo 2. Mantar suslar ve ozellikleri

Mantarin Adi ~ Sus Morfolojisi Uretildigi  Deney
Numarasi Besiyeri Besiyeri

Candida SDA

albicans ATCC 60193 Maya SDA? YEPD"

Trichophyton SDA

rubrum (TP 4-2) 486  Kiif SDA YEPD, MEB*®

* Saboraud Dextrose Agar

® Yeast extract, peptone, dextrose broth

© Malt extract broth

d) Mantar suslarimn genel dzellikleri

Candida albicans : Maya morfolojisinde, oval, tomurcuklanarak iireyen bir
mantardir. Bogaz, iist solunum yollari, gastrointestinal kanal ve vajende normal
flora elemani olarak bulunuriar. Sabouraud Dekstroz Agar’da (SDA), oda isinda
krem rengi koloniler olusturarak iirer. Firsalgt patojen funguslar arasinda
C.albicans, lokal ve sistemik kandidozun en sik nedenidir (45).

Nistatin absorbe olmadif igin sistemik kandida enfeksiyonlannin tedavisinde
kullanilmamaktadir. Yiizeyel kandidozda ketokonazol, derin kandidozda ise

amfoterisin B, en yaygin kullanilan antifungal ilaclardir (46).

Tricophyton rubrum : Genel olarak mikrokonidyalan ile Gireyen kiif seklinde
bir mantardir. Uremesi esnasinda ¢ogunlukla SDA besiyerinin ters yliziinde kirmiz
renk olusturur. T.rubrum sag, deri ve turnak enfeksiyonlarinin en sik sebebi olarak

belirtilmektedir (45).
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e) Virus suslar:

Cahsmamizda, antiviral aktivite testlerinde kullamilan virus suslarn orijinal
olarak Ingiltere Sheffield Universitesi Tip Fakiiltesi'nden saglanan ve KTU Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali'nda cogaltilarak

saklanan stoklardan temin edildi (Tablo 3).

Tablo 3. Kullanilan virus suslar1 ve dzellikleri

Virusun Adi  Tipi Sus Ada Uretildigi Hiicre Dizisi
HSV Tip 1 wal Vero
HSV Tip 2 333 Vero

f) Virus suslarimin genel ézellikleri

Human Herpes Simplex Virus 1 ve 2 (HSV-1, HSV-2) : Herpetoviridae
familyasina ait zarfh, ikozahedral simetrili, ¢ift iplikli, lineer DNA iceren virusiardir
(5.

HSV-1'in kesin ayirim olmamakla birlikte daha ¢ok “belden yukan™ kisimda
veneral olmayan, HSV-2'nin “belden asag1” genital bolgede veneral hastalik etkeni
olduklar1 kabul edilmektedir. HSV-1 ve HSV-2 siklikla sebep olduklan deri ve
mukozalan tutan yiizeyel enfeksiyonlarin yaminda ciddi sistemik ve sinir sistemi
hastaliklarina sebep olurlar. In vitro sartlarda, fibroblast ve epitel kokenli bircok
insan ve hayvan hiicre kiiltiiriinde (Vero, BHK-21, RK, MRC-5, HeLa gibi), yiiksek
titrelerde iiretilebilirler. HSV, hiicre kiiltiirlerinde sinsisya tarzi sitopatik etki
olusturarak iirer (52).

HSV tedavisinde, klinife gore degismekle birlikte acyclovir, vidarabine,
ioxiuridine, trifluorothymidine kullamlmaktadir (52).

Asiklovir, HSV infeksiyonlarinda yaygin olarak kullamilan bir guoanin
analogudur. Enfekte hiicrelerde virus tarafindan kodlanan timidin kinaz (tk)
tarafindan fosforile edilen asiklovir, hiicresel enzimlerce aktif trifosfat sekline

doniistiiriilir. Asiklovir trifosfat, viral DNA polimeraza segici olarak baglanarak
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replikasyonu engeller. Viral timidin kinaz enzimi ekspresyonundaki degisiklikler
asiklovire direncli suslannin ortaya cikisina sebep olmaktadir. Ayrica kan-beyin
bariyerini zor gegisi, yarilanma omriiniin kisahi@ bu ajanla ilgili diger sorunlardir

(52).

3.1.5. Kullamlan Vero Hiicre Dizisi

Cahsmada kullamlan Vero hiicre dizisi orijinal olarak Ingiltere Sheffield
Universitesi Tip Fakiiltesi’nden saglanan ve KTU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal laboratuvarinda cogaltilarak saklanan hiicre

stoklarmdan temin edildi.

Vero (African Green Monkey Kidney) hiicre dizisi: Normal eriskin bir
Afrika Yesil Maymunu’nun bibreklerinden elde edilmistir. Fibroblast benzeri hiicre
karakterine sahip siirekli hiicre dizisidir. Tek tabaka (monolayer) olarak iirer. Vero
hiicreleri SV-40, SV-v, kizamuk, arboviruslar, reoviruslar, kizamkgik, simian
adenovirus, poliovirus, influenza viruslari, paraifluenza viruslan, respiratuar
sinsityal virus, vaksinya, koksaki virus B ve herpesviruslar ile enfeksiyona
hassastirlar. Vero hiicreleri virus replikasyon calismalan, plak deneyleri (plaque
assays), virus izolasyonu ve asi tiretiminde (inaktif polio asisi, Aventis Pasteur)
kullanilmaktadur (53).

3.1.6. Besiyeri ve Soliisyonlarin Hazirlanmas:

3.1.6.1. Bakteriyel ve Fungal Besiyerlerinin Hazirlanmasi

KA, MHA, MHB, EMB, BA ve SDA, liyofilize ticari preparatlar kullamlarak
hazirlandi. Uzerinde yazili oranlar uyarinca toz besiyeri tartihp distile su iginde
coziildii.

YEPD, % 1 maya ekstrakti, % 2 pepton ve % 2 dekstroz kullamlarak distile

suda hazirlandi. Steril edilmeden énce pH's1 5.0-5.2"ye ayarlandi.
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MEB, % 1.5 malt ekstrakt ve % 0.5 pepton distile suda ¢oziilerek hazirlandi (9).

Kau besiyerleri kaynar su banyosu iginde ara sira kKansurarak agar tamamen
cbziinene kadar bekletildi. Sivi besiyerleri ise manyetik kangtiner kullamlarak
coziildii.

Besiyerleri otoklavda 121 °C’de, 1 atm basincta, 15 dakika tutularak steril
edildi.

Brucella ve kanh agara, sicakliklari 45-50 °C'ye diisiince % 5 oraninda insan
kanm katldi. Pastir finninda 175 °C’de 1 saat bekletilerck steril edilmis 90 ve 140
mm ¢apindaki petrilere 4 mm kalinlikta olacak sekilde besiyeri dokiildii. Besiyerleri
kullanilincaya kadar buzdolabinda kapakh kutularda saklandi.

3.1.6.2. Hiicre Kiiltiir Vasatlarimin Hazirlanmasi

Vero hiicrelerinin iiretimi ve aktivite deneylerinde, biiylitme (growth medium,
GM), idame (maintenance medium, MM) ve yogun ortam (overlay) besiyerlerinin

hazirlanmasi icin, katki maddeleri eklenerek Medium 199 (M199) kullamildi.

a) Tam Medium 199’un (Complete M199) hazirlanmasi: % 10 M199 (10X),
% 2.9 sodyum bikarbonat (% 7.5) ve % | Non-Essential Amino Acids (NEAA,
100X) olacak sekilde deiyonize suda hazirlandi.

b) Biiyiitme vasatimn (GM) hazirlanmasi: % 5 FCS, 50 pg/ml vankomisin,
100 pg/ml streptomisin ve 0.25 pg/ml amfoterisin B olacak sekilde, tam M199 ile
hazirlandi.

¢) idame vasatimn (MM) hazirlanmasi: % 2 FCS, 50 pg/ml vankomisin,
100pg/ml streptomisin ve 0.25 pg/ml amfoterisin B olacak sekilde, tam M199'da

hazirlandi.
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d) Yogun Besiyerinin Hazirlanmasi: Karboksimetil seliiloz, % 1.6 olacak
sekilde deiyonize suya eklendi. Bir gece 37°C’de etiivde bekletildi. Tamamen
¢oziindiigiinde otoklavlanarak steril edildi ve oda 1s1s1inda saklandu.

% 20 M199 (10X), % 5.8 sodyum bikarbonat (% 7.5), % 2 NEAA (100X),
deiyonize su ile ¢oiziilerek iki kat (double strength) M199 hazirlandi.

Bu iki soliisyon 1:1 oraninda kanstinldiktan sonra son hacimde 50 pg/ml
vankomisin, 100 pg/ml streptomisin, 0.25 pg/ml amfoterisin B ve % 2 FCS olacak

sekilde soliisyonlar eklendi ve buzdolabinda saklandi.

3.1.6.3. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

a) Fosfat tamponlu tuzlu su (phosphate buffered saline, PBS): PBS
(Dulbecco’s A) tabletleri 100 ml igin 1 tablet olmak iizere deiyonize suda ¢oziildii.
istenilen hacimlerde siselere béliindii. Otoklavda 121°C’de, 1 atm basingta, 15
dakika tutularak steril edildi. Kapaklan sikica kapatldiktan sonra oda 1sisinda

saklandi.

b) Ampisilin soliisyonu: Ekstraktlarin antibakteriyel akiivitelerinin arastinldi
deneylerde kontrol amaciyla kullanildi. Toz halindeki ampisilin (Sigma) 100 mg/ml
olacak sekilde PBS iginde ¢oziildii. Kiiciik hacimlerde tiiplere béliinerek -20 °C’de
saklandi. Stoktan g¢ikanlan ampisilin soliisyonu bir kez ¢oziiliip kullamldiktan sonra

auldi.

¢) Amfoterisin B: Hiicre kiiltiirlerinin fungal kontaminasyonlarim engellemek
ve ekstraktlarin  antifungal aktivitelerinin arastinlmalarinda  kontrol amaciyla
kullamldi. Son konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde Amfoterisin B (Sigma)
deiyonize suda hazirlandi. Kiigiik hacimlere béliinerek -20 °C’de stoklandi.

Hiicre kiiltiir ortamina son konsantrasyonu 0.25 pg/ml olacak sekilde ilave

edildi (54).
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d) Flukanozol: Ekstraktlann 7. rubrwm’a karst antifungal aktivitelerinin
arastinldigi deneylerde kontrol olarak kullamldi. Flukonazol (Sigma) S mg/ml
olacak sekilde DMSO ile ¢oziildii (55).

e) Tripsin-EDTA soliisyonu: Steril 100 ml PBS (kalsiyum ve magnezyum
icermeyen fosfat tamponlu tuz) iginde 250 mg tripsin ¢oziildii. Yiiz miligram EDTA
10 ml deiyonize su i¢inde NaOH tabletleri eklenerek ¢oziildii. Yiiz mililitre tripsin
soliisyonuna 9.6 ml EDTA soliisyonu eklendi ve kansurildi. Steril filtreden (0.2 pm
por genisligine sahip) siiziilen Tripsin-EDTA soliisyonu 1.5 ml'lik santriftij
tiiplerine 1’er ml olarak boliinerek -20 °C’de saklandi. Kullamilacagi zaman Iml

Tripsin-EDTA soliisyonu 15 ml steril PBS ile kangturildikian sonra 37°C’de 1sitildi.

f) Antibiyotik kokteyli: Kiiltire edilen hiicrelerin kontamine olmalarim
engellemek igin besiyerlerine antibiyotik eklendi. Etki mekanizmalari goz Gniinde
bulundurularak segilen vankomisin (Sigma) ve streptomisin (iE), konsantrasyonlar
sirastyla 5 mg/ml ve 10 mg/ml olacak sekilde deiyonize su ile antibiyotik kokteyl
olarak hazirland.

Antibiyotikler tamamen ¢oziindiikten sonra steril 1.5 mI'lik santrifiij tiiplerine
biliindii ve -20 °C'de saklandi. Bu soliisyondan 100 ml besiyerine 1 ml ilave
edilince vankomisin ve streptomisinin son konsantrasyonlarn sirasiyla 50 pig/ml ve

100 pg/ml oldu.

) Asiklovir soliisyonu: Sekizyiiz mg asiklovir (Zovirax, GlaxoWellcome) 80
ml PBS icinde (10 mg/ml) ¢oziildiikten sonra steril filtreden, steril bir cam siseye

siiziildii. Bundan 600 pl'lik tiiplere 100"er pl biliinerek -80 °C’de saklandi.

h) Sodyum bikarbonat (NaHCO;, % 7.5): Biological Industries’ten saglandi
veya laboratuvarda hazirlandi. Bunun i¢in 7.5 g NaHCO; tartildiktan sonra meziirde
100 ml’ye tamamlandi. Tamamen ¢dziindiikten sonra soliisyon 0.2 um por ¢apli
filtreden temiz, steril bir cam siseye siiziildii. Etiketlendikten sonra buzdolabi

1sisinda sakland.
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i) Deiyonize su, musluk suyunun distilasyonu takiben deiyonize su
saglayicisindan  gegirilmesi ile elde edildi. Deiyonize su ahindifinda suyun
kalitesinin hiicre kiiltiirii derecesinde olmasina dikkat edildi (direng 15-18.3€2).

j) Plak boyasi: Vero hiicrelerinin boyanmasi i¢in kullamldi. % 6 asetik asit, %
1.36 sodyum asetat ve % 0.1 naphtol blue black olacak sekilde deiyonize suda

hazirlandi.

2C. YOKSEKGGHRETIM KURULE
mwmwn



3.2. Metod
3.2.1. Calisma Plam

Bitki ekstraktlarimin antimikrobiyal aktiviteleri Sekil 23'te belirtildigi sira ile
arastirtldi.

ENDEMIK BITKILER

TOPLANMALARI

|

KURUTULMA ve KISIMLARINA AYRILMALARI

EKSTRAKSIYON

PARTITISYON

LIYOFILIZASYON

ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE DENEYLERI

Antibakleriyel Antifungal Antiviral
Aktivite Aktivite Aklivite

\ ETKIL EKSTRAK1/

FRAKSIYONLAMA

Antibakteriyel Antifungal Antiviral
Aklivite Aktivite Aktivite

Sekil 23. Calisma plan.
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3.2.2. Bitki Orneklerinin Kisimlarina Ayrilmasi ve Stoklanmas:

Kurutulmug bitkiler KTU Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dal laboratuvarlanina getirildi ve numaralandirildi. Yirmiiki endemik
bitki govde, yaprak, ¢igek, tohum, dal ve kik olarak kisimlarina aynldi, Kok ve
odunsu dal gibi ekstraksiyonu zor olan kisimlar ¢alisma disi birakildi. Deneylerde

kullanilan bitkiler ve bunlardan elde edilen kisimlar Tablo 4’de gtsterilmistir.

Tablo 4. Bitki kisimlart.

Btk Adi Kisim”
No

1 Angelica sylvestris var. stenoptera B .S

2 Verbascum varians var. trapezunticum ES

3 Salix rizeensis F; Ei

4 Phlomis russeliana Bl

5 Alchemilla rizeensis FI+S. H
6 Rosa pisiformis I

7 Jasione supina ssp. pontica H

8 Primula longipes H

9 Centaurea appendicigera F, Fl

10 Campanula betulifolia F

11 Rhododendron ponticum ssp. ponticum var. heterophyllum F", F, Fl+S
12 Betula medwediewii F, Fr
13 Quercus pontica F

14 Heracleum platytaenium F, Fl4§
I Centaurea helenioides F, Fl

16 Delphinium formosum F, Fl
17 Quercus macranthera ssp. syspirensis F. Fr
18 Papaver lateritium F.S.H
19 Lamium sulfureum H

20 Anthemis cretica ssp..argaea F, FI+S
21 Onobrychis armena F

22 Sempervivum armenum F

"Kisimlar: § Semen (Tohum), F Folia (Yaprak), Fr Fructus (Meyve), FI Flores veya Flos (Cigek),
H Herba (Otsu bitkinin tiimii)

" F* Geng yaprak
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Kisimlar 35°C’ye ayarlanan Pastor finminda iyice kurutulduktan sonra
ufalanarak toz haline getirildi. Bitki tozlart naylon posetlere konuldu ve vakumlu
poset kapatma cihazi ile havast alimp agzi kapatildiktan sonra serin, 1sik almayan

bir ortamda oda 1sisinda saklandi.

3.2.3. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Bitki kisimlarindan ckstrakt hazirlama prosediirii genel hatlariyla $ekil 24°de
gosterilmistir (11).

Bitki Materyali (kurutulmus, toz halinde)

1. Ekstraksiyon
(Soxhlette MeOH ile 6 saat)

2. Filtrasyon

Artik Filtrat
| 3. MeOH ile perkolasyon
Artik Filtrat 4. Filtrasyon
5. Filtrat kombinasyonu
Kombinasyon
| 6. Evaporasyon
| I 7. Partitisyon
CHCl, H,O

Suda ¢oziinmeyen bilesikler  Suda ¢iziinen bilesikler

Sekil 24. Ekstraksiyon semast.



3.2.3.1. Ekstraksiyon

Ekstraksiyon islemi Sikmen ve ark. (11)'min tarif ettii yontem kullanilarak
yapildi (Sekil 24). Bitki Ornekleri soxhlet kullamlarak, aspirator vasitasiyla
buharlasan gazin aulmasini saglayacak bir ortamda ekstrakte edildi.

Soxhlet aparau 3 kisimdan olusmakiadir (Sekil

25). Kiigiik bir balon, onun iizerinde odacik

SuBaglatilan  (chamber) ve en iistte de spiral sofutucu
— bulunmaktadir. Odacigin  (chamber) hacmi ve
ekstrakt miktari goz oniinde bulundurularak balona

%10 oramnda (w/v) metanol (MeOH) eklendi. Filtre

kagidindan cam odaci@in icine sifabilecek sekilde

fisekler (timber) hazirlandi ve iclerine toz halindeki

‘. Ekstraksiyonodast btk kisumlanindan yaklasik 25 gr aktarildi. Fisegin
D{ BitliMatensali  fizeri hidrofob bir pamukla kapatld: ve odacifin igine
S ):. . yerlestirildi. Spiral sogutucunun tizerindeki agiklik da
| u‘ buharlasan metanoliin sistemden kagisimi Onlemek
L] igin bir miktar pamukla kapatldi. Spiral sogutucunun

/ \ ToslemaBaom  SU giris ve cikisi ayarlands,
| |

N
Sekil 25. Soxhlet aparat

Soxhletin ekstraksiyon sistemi: Isiilan MeOH buharlastiktan sonra spiral
sogutucuda yogunlasarak tekrar sivi hale gecer. Spiralin alt boliimiinden trnegin
iizerine damlar. Burada birikirken aym zamanda bitki i¢inde bulunan metanoliin
¢ozebilecei maddeleri de ekstrakte ederek alr. MeOH seviyesi odacifin
kenarindaki ince cam borunun iist esifini gegince oradaki tim metanol tekrar
balonun icine akar (reflux) ve akabinde islem tekrarlanir.

Balon, diizenege takilip 60°C’deki su banyosu icine yerlestirildi ve 6 saat
beklendi. Fisek iginde bulunan bitki drnedi temiz bir havana aktarildi. Uzerine bir

miktar metanol ve asitle yikanmus kum ilave edildikten sonra iyice ezilerck

T TIRSEXOGRETIM KURDLY
COMANTAS Y ON LIS
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ckstrakte edildi. Buradan toplanan metanol soxhlet balonundaki ile birlestirildikten
sonra filtre edilerek partikiillerden arindinildi. Ekstrakt temiz, 151k gegirmeyen bir

siseye alindi ve evaporasyon islemine kadar 4°C"de saklandi.

3.2.3.2. Evaporasyon

Ekstraksiyon islemi ile toplanan MeOH, sicakhig 45°C olacak sekilde 1siilarak

evaporatirde vakum altinda uguruldu ve yapiskan kaba madde elde edildi.

3.2.3.3. Partitisyon

Evaporatér balonu i¢indeki yapiskan kaba madde, 20 ml distile su ve 20 ml
kloroform iginde galkalamp karistrilarak coziildiiklen sonra temiz bir siseye alind.
Bu hacimde c¢oziinmeyenlere su ve/veya kloroform ilave edildi. Karisim ayirma
hunisine aktarilarak fazlarin ayrilmas: i¢in beklendi. Bu asamada ekstrakt igindeki
maddeler polaritelerine gére ikiye ayrildi. Daha apolar bilesikler sudan agir olan
kloroformda ¢oziinerek ayirma hunisindeki alt tabakada biriktiler. Polar bilesikler
suda daha iyi ¢oziindiikleri i¢in su kisminda toplandilar. Fazlar, karismamalarina

dikkat edilerek 20 ml hacimli kapakli cam siselerde toplandi.

3.2.3.4. Kaba Maddelerin Elde Edilmesi

Ekstrakt Onceden tartilmis ve numaralandinlmg lastik kapakli cam tiiplere
konularak 40-45°C’deki su banyosuna yerlestirildi. Bir aspiratériin ucuna bagh
enjekttr ignesi tipe batrilarak  vakum  olusturuldu.  Kloroform tamamen
ucurulduktan sonra tiip tekrar tartilarak kaba madde agirhg: tespit edildi. Bu islem,
aspirator vasttastyla igerideki havanin ortamdan uzaklastinldigi calisma kabininde
gerceklestirildi. Iginde ekstrakt bulunduran tiipler kullantlincaya kadar -20°C"de

saklandu.
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Ekstraktlarin su kismimin ucurulmasi amaciyla liyofilizatér kullamildi. Elde
edilen toz seklindeki kaba madde, iizerinde ckstrakt numaras: yazili kapaklh steril
cam siselere konularak —20°C’de saklandi.

Deney asamasinda ekstraktlann ¢oziilmesinde dimetilsiilfoksid (DMSQ) ve
PBS karigim kullamldi. Kaba madde DMSO:PBS (1:1) iginde 100 mg/ml olacak
sekilde coziildii ve iizerinde ekstrakt numarasi yazihi tiplerde kiiciik hacimlere
baliinerek —20°C"de sakland.

Partitisyon ve liyofilizasyon asamasinda bitki sirasina  dikkat edilmedi.
Deneyler esnasinda etiketleme kolayhg: sagladign icin  ekstrakt numaralari
kullanildi. Daha sonra kaba ekstraktlara, ekstrakti anlatacak sekilde kisim kodlar
verildi (Tablo 5). Ornegin 188/k kodlu ekstrakt, Papaver lateritium’a (bitki
numarasi 18) ait tohumlarin (S) kloroformda c¢oziinen (k). 18S/s ise ayni materyalin

suda ¢oziinen bilegikleri icermektedir.

Tablo 5. Bitki kisimlarina ait ekstrakt kodlari.

;': :::"“ Bitki ads Coziicii  Kisim”  Kod®

2 I8 P lateritium CHCl, S 185/
4 18 P lateritium H,0 s 185/5°
8 6 R. pisifornis CHCl; ¥ 6F/k

10 6 R. pisiformis H-0 F 6Fis

15 12 B. medwediewii CHCl,4 P 12F/k
16 12 B. medwediewii H,0 F 12F/s
24 16 D. formosum CHCl,4 F 16F/k
25 16 D. formaosum H:0 F 16F/s
26 11 Rh.panticum ssp.pentica var.heterophyilum CHCly F' 11F'fk
21 1 Rh.ponticum ssp.pontica varheterophvilum CHCl;y F 11Fk
28 11 Rivponticum ssp.pontica var.heterophvlium H,O F 1Ffs
29 11 Rh.ponticum ssp.pontica var.heterophylium H;0 F | 1F/is
0 21 0. armena CHCl, F 21F/k
31 3] O, armena H:0 F 21F/s
32 01U Rh.ponticum ssp.pontica varheterophyllum CHCly Fl+8 | IF1+5/k
33 H Rh.ponticum ssp.pontica varheterophvilum H;0 Fl+S 11F14+5/s
4 18 P. lateritium CHCl4 Fl 18F1/k
35 I8 P. lateritivm .0 Fl 18Flfs
3 7 S supina ssp.pontica CHCl4 H TH/k
3 7 J. supina ssp.pontica H,0 H TH/s
B A, sylvestris var stenoptera CHClLy 5 15/k

39 1 A, sylvestris var stenoptera H,0 5 1S/s
40 1 A. sylvestris var stenoplera CHCl5 F 1F/k

41 1 A. sylvestris var stenoptera H,O F 1F/s

42 5 A, rizeensis CHCl4 Fl+S SEI+S/k
43 5 A, rizeensis H-0 Fl+5 5F1+5/s
44 9 C. appendicigera CHCl,  F 9krk
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Tablo 5"in devam

45 9 C. appendicigera H,0 F 9F/s
46 2 V. varians var.trapezunticun CHCl, F 2Fk
47 2 V. varians var.trapezunticum H.0 F 2Ffs
48 18 F. lateritium CHCI, F 18F/k
49 I8 P. lateritium H,0 F 18F/s
50 9 C. appendicigera CHClL Fl 9Fl/k
51 9 C. appendicigera H,0 Fl 9F1/s
52 3 S. rizeensis CHCl, Fr 3Frk
53 3 8. rizeensis H,0) Fr 3Frls
54 15 C. helenioides CHCl4 F 15F/k
55 15 C. helenivides H,O E I15F/s
56 15 C. helenivides CHCI, Fl 15FI/k
57 15 C. helenioides H,0 Fl 15Fl/s
58 4 P. russeliana CHCly Fl 4FI/k
59 4 P. russeliana H,0 [ 51} 4Fl/s
60 5 A. rizeensis CHCIy 1 SH/k
6l 5 A. rizeensis H,0 H SHis
62 8 P. longipes CHCly H BH/K
63 8 P. longipes H,0 H 8H/s
64 10 C. beudifolia CHCly F 10F/k
65 10 C. betulifolia H,0 o) 10Ffs
o 3 8. rizeensis CHCIl, F IFk
67 3 &, rizeensis H,0 F 3Ffs
(it 20 A. cretica ssp.argaea CHCly F 20Fk
69 20 A. cretica ssp.arguea H,0 F 20F/s
70 14 H. platytaenium CHCl;4 Fl+8 14F1+5/k
71 14 H. platytagnium H:O Fl+5 14F14+5/s
72 13 Q. pontica CHCl4 F 13Kk
73 13 Q. pontica H,0 F 13Ffs
7417 ©. macranthera ssp. svspirensis CHCly Fr 17Frfk
75 17 Q. macranthera ssp. syspirensis H,0 Fr | 7TFrls
76 14 H. platvtaenium CHCly F 14Kk
77 14 H. platytagnium H:0 B 14F/s
78 12 B. medwediewii CHCI, Fr 12Frfk
79 12 B. medwediewii H.0 Fr 12Fifs
80 17 Q. macranthera ssp. syspirensis CHCly F 17Fk
81 17 Q. macranthera ssp. syspirensis H,O F | 7F/s
B2 4 F. russeliana CHC, F 4Kk
83 4 P. russeliana H;O F 4Ffs
84 20 A. cretica ssp.argaea CHCl, Fl+8 20F1+5/k
85 20 A. cretica ssp.argaea H:O Fl+8 20F1+5/s
86 2 V. varians var.trapezunticum CHCl, s 25/k
87 2 V. varians var.trapezunticum H,0 S 28/s
88 16 D. formosum CHCI, Fl 16FIk
89 I D. formosum H;0 FI 16Fl/s
9 19 L. sulfurewm CHCly H 19H/&
91 19 L. sulfurewm H,0 H 19H/s
92 22 5. armenum CHCl4 E 22Kk
93 22 S. armenim H:0 F 22Ffs

" Ekstraki Numarasi

" Ekstrakt elde edilen kisimlar: § Semen (Tohum), F Folia (Yaprak), Fr Fructus (Meyve), FI Flores veya Flos
(Cigek), H Herba (Otsu bitkinin tiimii)

¢ Ekstrakt Kodu

! Kloroformda giziinen ekstrakt fazi

¢ Suda giziinen ekstraki faz

'F' Geng yaprak



3.2.4. Ekstraktlarin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Arastirilmas:
3.2.4.1. Antibakteriyel Aktivite Deneyleri

Antibakteriyel etki arasurilacak bakterilerin se¢iminde morfolojik farkliliklar
goz tniinde bulunduruldu. Bakterilere kargi ckstraktlarin antibakteriyel etkisi, agar
kuyucuk yayilma deneyi (agar well diffusion), sivi mikrodiliisyon (broth

microdilution) ve agar diliisyon yontemleri kullamlarak arastirild.

a) Bakteri siispansiyonlarmin hazirlanmasi

Bakteri suslarindan E. coli EMB, H. pylori Brucella agar digerleri kanl agara
tek koloni diisecek sekilde ckim yapildi. H. pylori, havasi vakum pompasi ile
bosaltuldiktan sonra, icine % 85 azot, % 10 karbondioksit, % 5 oksijen karisim
verilmis anaerobik kavanozlarda ii¢ giin, diger bakteriler ise atmosferik kosullarda
bir gece 37°C’de inkiibe edildi.

Uremis kiiltiic plaklarindan tek koloni alinarak 3 ml MHB’a ckim yapildi ve
ctiivde inkiibe edildi (H.pylori harig). Sivi kiiltiirler, bakterinin iiremesi neticesi
olusan bulamklik McFarland’in 0.5 no’lu bulanikhik tiipiine (yaklasik 1.5x10"
bakteri/ml) esit hale gelinceye kadar 37°C’de inkiibe edildi.

H. pylori siispansiyonu ise sivi besiyerinde kolayca iiretilemedigi icin, kat
besiyerindeki kiiltiirden alinan mikroorganizmalar PBS ile McFarland'in 0.5 no’lu
tiipiiniin  bulamkhgina esdeger bulamklkta olacak sekilde siispanse edilerck

hazirlandi.

b) Ekstraktlarin kabaca antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesi

Agar kuyucuk yayilma yontemi ile yapildi (11).

Deney besiyeri olarak S. aureus, B. subtilis ve E. coli igin MHA, B. catarrhalis
icin KA, H. pylori igin ise BA kullanild.

Besiyerlerinin yiizeyi, etiivde 15 dakika bekletilmek suretivle kurutuldu.

McFarland’in 0.5 no'lu tiipiine denk bulamkliktaki bakteri siispansiyonlan ekiivyon
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¢ubugu ile besiyerleri iizerine homojen sekilde yayildi. Besiyeri yiizeyinin kurumasi
igin petriler etiivde 5 dakika bekletildi.

Petrilerin alt yiizeyine ekstraktlarin konacaklari kuyucuk yerleri isareilendi ve
ekstrakt numaralart yazildi. Taginabilir bir aspiratériin vakum ucuna bagh hortuma
ortadan kirilmig bir pastor pipeti, diizgiin kison disarida kalacak sekilde takildi.
Cam pipet ucu % 96'hk alkole batinldiktan sonra alevde yakilarak steril edildi. Ug
soguduktan sonra motor cahstinlarak besiyeri iginde pastor pipeti ¢apinda (6mm)
kuyucuklar agildi.

Her ekstrakin PBS:DMSO (1:1) icinde konsantrasyonlann 5 mg/ml olacak
sekilde sulandinmi yapildi. Bu sulandinimdan kuyucuklara 100°er pl pipete edildi.
Kontrol olarak 100 pg/m] konsantrasyonunda ampisilin ve ekstrakl igermeyen
gozicll (PBS:DMSO, 1:1) kullanilds.

H.pylori’ye karst aktivite arastirilan petriler “mikroaerofilik gas pack™ veya
havasi alindiktan sonra 6zel gaz karisimi verilmis anaerobik kavanozlarda 37°C"de
72 saat inkiibe edildi. Digerleri ise 37°C"de 18 saal inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda olusan inhibisyon zonlarinin gapi dl¢iildi.

¢) Ekstraktlarm antibakteriyel minimal inhibitér konsantrasyonlarimin
(MIK) tespiti

Agar kuyucuk yayilma yontemi ile aktivite belirlenen ekstraktlarin
mikroorganizmalara karsi (H. pylori harig) MIK leri, is giicii azlig1, ekonomik olusu
ve pratikligi sebebiyle sivi mikrodiliisyon yontemi ile belirlendi (13).

Bu amagla, hazirlanan MHB besiyerinden steril 96 kuyucuklu pleytlerin her bir
kuyucuguna 100 pl dagitildi. Ekstraktlann PBS:DMSO (1:1) ile 20 mg/ml
konsantrasyonda sulandirimlan hazirlandi. Bu sulandinmlardan 96 kuyucuklu
pleytlerin ilk kuyucuklarina (1A, 2A, 3A,...) 100’er pl konuldu.

Kontrol olarak da;

1. Ampisilin: Standart susun kalitesini ve deneyin dogrulugunu test etmek icin

bir serinin ilk kuyucuguna 100 pl ampisilin siispansiyonu (ilk kuyucukta 100

pg/ml olacak sekilde) konuldu.
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2. PBS:DMSO (1:1): Coziiciiniin sulandinmlart hazirlanarak, inhibitér etkinin

¢oziicii ile iligkisi arastirildi.

3. Bakteri kontrol: Bir sira kuyucukta bulunan besiyerinin iizerine 100 pl

bakleri siispansiyonu eklenerek, bakterinin iireme kabiliyeti degerlendirildi.

4. Besiyeri kontrol: Bir siraya sadece besiyeri cklenerek kontaminasyon

sebebiyle olugabilecek inhibitér etki arastirma dist birakildi.

Sekiz kanallr pipet ile ilk kuyucuklardaki besiyeri ve ekstrakt pipete edilerek
iyice kangtinldiktan sonra bunlardan alinan 100 pl'lik hacimler bir sonraki
kuyucuklara aktarildi. Bu sekilde 5-6 kez pipetemeyi takiben bir sonraki
kuyucuklara 100 pl aktanlarak ekstraktlarm 1/2 seri sulandinmlan yapildi (10
mg/ml — 4 pg/ml).

McFarland 0.5 bulanikhigindaki bakteri siispansiyonundan besiyeri ile 107
sulandinm yapilarak ml'sinde 10° bakteri olan siispansiyon hazirlandi. Bu
stispansiyondan her kuyucu@a 100 pl aktanldi. Sonugta ekstraktlarin 5 mg/ml ile 2
ug/ml konsantrasyonlari arasi sulandinmlan clde edildi. Pleytler 37°C’de 18 saat
inkiibe edildi.

H. pylori’ye karst etkili olduklari tespit edilen ckstraktlarin MiK leri ise bazi
degiisikliklerle birlikte Valsaraj ve ark. (6) tarafindan uygulanan agar diliisyon
yontemi ile belirlendi. Agar diliisyon, H. pylori igin referans antibiyotik duyarhlik
tespit yontemi olarak belirtilmektedir (40).

Bu amagla, brucella agar hazirlamp steril edildikten sonra 60°C olacak sekilde
sogutuldu. Calisma kabineti icine alinan 1sitict blogun sicakligi 60°C’ye ayarlanarak
iizerine steril 24 kuyucuklu pleyt yerlestirildi. Besiyerine % 5 oraninda insan kam
katilip kanisurildiktan sonra 10 ml'lik pipetle her kuyucuga Iml dagiuldi. Yine
1sitict blogun fizerinde, 1.5 mI'lik bir santrifiij tiipii iginde, ekstraktin besiyeri ile
kangtnlarak 10 mg/ml'lik dilusyonu hazirlandi. Bu tiipten alinan 1’er ml besiyeri
pleytin ilk kuyucuguna aktarildi ve burada pipetlenerek karstinildi. Buradan alinan
Iml'lik hacim ikinci kuyucuga aktanilarak aym sekilde kansurildi. Bu sekilde,
alman Iml'lik hacmi difer kuyucuga aktarmak suretiyle 24 kuyucuklu pleyt

fizerinde ekstraktlarin 5 mg/ml’den baslayan iki kat seri diliisyonlart hazirland:,
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Kontrollere de aym islem uygulandi. Pleyt kapagi kapatilip oda sisina alinarak
katilagmasi saglanch,

Pleytler ekim islemine kadar 4°C’de saklandi. Ekim isleminden @nce besiyeri
yiizeyi etiivde kurutuldu.

H. pylorinin siispansiyonundan 107 bakteri/ml olacak sekilde sulandirum
yapildi. Buradan mikropipet ile her kuyucugun ortasima 10 pl ekim (10°
bakteri/inokulum) yapildi (56). Uygun atmosferik sartlar saglandiktan sonra pleyt
37°C"de 3 giin inkiibe edildi.

inkiibasyonu takiben pleytlerdeki iireme kontrol edildi. Gozle goriilebilen bir
iiremenin olmadigi, dolayisiyla itiremenin inhibe oldugu en diisiik ekstrakt
konsantrasyonu, MIK olarak degerlendirildi. Ayrica iiremenin  olmadig
kuyucuklardan ekstrakt icermeyen petri yiizeylerine &ze ile ekimler yapildi. Uygun
ortam ve siirede inkiibasyonu takiben iireme kontrol edildi. Uzerinden ekstraktin
antimikrobiyal baskisi kaldinldiktan sonra dahi iiremenin olmadifi en diisiik
ckstrakt konsantrasyonu, Minimal Bakterisidal Konsantrasyon (MBK) olarak
kaydedildi.

3.2.4.2. Antifungal Aktivite Deneyleri

Ekstraktlarin  antifungal aktiviteleri agar kuyucuk yayilma ve sivi
mikrodiliisyon yintemleriyle arastirildi (11, 13),

Mantarlar SDA besiyerinde iiretildi. Ekstraktlarin antifungal MIiK’lerinin
belirlenmesinde YEPD ve MEB besiyerleri kullanild.

a) Mantar siispansiyonlarimin hazirlanmas:

C. albicans SDA besiyerine tck koloni diisecek sekilde ekildi ve 35°C’de
inkiibe edildi. C. albicans 1-2 giin icinde maya formunda koloni olusturarak iiredi.
Buradan YEPD ye tek koloni alinarak 35°C"de iiretildi.

T. rubrum liyofilize saklama tiipiinde 1ml YEPD ile ¢iziildiikten sonra SDA
besiyerine ekildi. Bir hafta 30°C’de inkiibasyonu takiben kiif formundaki tipik

goriintiisii ile iiredigi gozlendi. Buradan steril 1slak ekiivyon gubuk ile toplanan
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sporlar 140 mm capl petrilere yaygin olarak ekildi ve 30°C’de inkiibe edildi. Iyice
sporlanmalart beklendikten sonra petriye 10 ml steril distile su aktarildi. Steril
ekiivyon cubuk yardimiyla sporlar toplandi ve plastik pastor pipeti ile spor
stispansiyonu 15 ml'lik santrifiij tiipiine alindi. Sporlar 1300 rpm’de 5 dakika
santrifiijlenerek ¢oktiiriildii. Bir ml steril distile su iginde ¢oziilen sporlar, steril iki
kat sargi bezinden siiziilerek hifalar uzaklastirildi. Elde edilen siispansiyondaki spor

sayist thoma laminda sayilarak belirlendi.

b) Ekstraktlarin kabaca antifungal aktivitelerinin belirlenmesi

C. albicans’in ekstraktlara olan duyarhiliginin belirlenmesinde kullanildi. YEPD
besiyeri, C. albicans’in olusturdugu bulantklik McFarland 1 oluncaya kadar inkiibe
edildi. Bu tiipten ekiivyon gubugu ile etiivde 15 dakika bekletilmek suretiyle
kurutulan SDA yiizeyine yaygm ekim yapildi. Deney, 3.2.4.1'de belirtildigi sekilde
yapildi. Kontrol kuyucuklarina 250 pg/ml konsantrasyonunda amfoterisin B (5) ve
ekstrakt icermeyen PBS:DMSO (1:1)’den 100 ul eklendi.

Petriler 35°C’de 18 saat inkiibe cdildi. Siire sonunda olusan inhibisyon
zonlarinin gapi 6l¢iildii.

Ekstraktlarin T. rubrion’a olan etkilerinin kabaca arastinlmasinda agar kuyucuk
yayilma yéntemi denendi. Kuyucuklar arasinda olusan iiremenin inhibisyon zonunu
ortmesi sebebiyle, agar kuyucuk yayilma yonteminin bu mikroorganizma igin
uygun olmadigina karar verildi. Bu sebeple T. rubrum’un ekstraktlara olan

duyarhliklannin arastirilmasinda, sivi mikrodiliisyon yintemi kullamldi.

¢) Ekstraklarin antifungal MiK’lerinin tespiti

Agar kuyucuk yayilma yintemi ile C. albicans™a kars: etkili olan ekstraktlarin
MIK'leri ve T. rubrum'un ekstraktlara olan duyarliliklarinin saptanmasi igin sivi
mikrodiliisyon yéntemi kullanildi.

Doksan alti kuyucuklu pleytlerde, 3.2.4.1'de ifade edildigi sekilde, YEPD veya
MEB besiyeri kullanilarak arastinildi. Ekstrakt ve kontrollerin (amfoterisin B, PBS-
DMS0), 5 mg/ml'den baglayarak 1/2 azalan konsantrasyonlarda diliisyonlari

hazirlandi. Ayrica bazi kuyucuklar T. rubrum ve C. albicans'm iiremesini
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degerlendirmek (ekstrakt igermeyen kuyucuklar) ve besiyeri ile pleytin sterilligini
denetlemek (ekstrakt ve mantar igermeyen kuyucuklar) amaciyla calismaya dahil
edildi. Mantar siispansiyonlanindan (C. albicans icin 10° hiicre/ml, T. rubrum icin
10° spor/ml) 100°er pl kuyucuklara pipetlendi (57).

Pleytler C. albicans i¢in 35°C’de 18 saat, T. rubrum icin 30°C'de 5 giin inkiibe
edildi. 7" rubrum igeren pleytler, iiremeleri agisindan her giin makroskopik olarak
ve inverl mikroskop altinda kontrol edildi.

Gozle gorilebilen bir iremenin olmadin en diisiik ckstrakt ve kontrol
konsantrasyonu MIK olarak kaydedildi.

Minimal Fungisidal Konsantrasyonlarini (MFK) belirlemek amaciyla MIK ve
MIK altlarindan ekstrakt icermeyen petrideki SDA yiizeylerine 6ze ile ekimler
yapildi.  Inkiibasyon sonucu iizerinden ekstrakun antimikrobiyal  baskisi
kaldinldiktan sonra iiremenin olmadigi en diisiik ckstrakt konsantrasyonu MFK
olarak kaydedildi.

3.2.4.3. Antiviral Aktivite Deneyleri

Ekstraktlarin anti-HSV etkileri, virusun Vero hiicrelerinde iiremelerinin inhibe
cdilmesi esasina dayali plak azalma testi (plaque reduction assay, PRA) ile

aragtinldi. Deneyler igin 6ncelikle konak hiicre ve virus ile ilgili hazirliklar yapildi.

1. Hiicre ve Viruslarin Hazirlanmasi
Calismada, Afrika Yesil Maymun bébreklerinden elde edilmis olan, pasaj 154-

172 arasi Vero hiicreleri kullanildi.

a) Dondurulmus hiicrelerin ciziilmesi

Vero hiicreleri -85°C"den ¢ikanildiktan sonra avug iginde yuvarlama hareketleri
yapilarak ¢oziildii. Dondurma tiipiindeki (cryo vial) hiicre slispansiyonu plastik
pastor pipeti ile alinarak yavasca yeni ve steril bir TC25 flaskina bosaluldi. Uzerine
dnceden 1litilmiy 8-9 ml biiyiitme vasati (GM) eklendi. Flaskin iizerine hiicrenin adi,

pasaj sayist ve tarih yazilarak 37°C deki % 5 CO,’li etiive kaldirildi.
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b) Hiicrelerin iiretilmesi

Vero hiicrelerinin iireme ve saglik durumlar invert mikroskopta izlendi.
Konfluent hale gelmis (flask tabamm tamamen doldurmus) Vero hiicreleri
pasajlanarak ¢ogaltildi. Bir flasktan pasaj yolu ile elde edilen her 3 flask hiicreden
biri geri besleme amaciyla dondurulurken ikincisi deneyde kullanilmak iizere 24
kuyucuklu pleytlere pasajlandi. Diger flasktaki hiicreler ise bir sonraki dencyde

kullanilmak {izere TC25 flasklarina pasajlanarak cogaltilds,

¢) Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicrelerin pasajlanmas sirasinda kullamlacak olan tripsin-EDTA soliisyonu,
PBS (veya serum fizyolojik, SF) ve GM 37°C’de 1sitldi. iginde konfluent Vero
hiicreleri bulunan flasktaki besiyeri dékiildii. Hiicreler 10ml PBS veya SF ile iki kez
yikandi. Yikama soliisyonu uzaklastrnildiktan sonra flaska 1.5ml tripsin-EDTA
soliisyonu pipetlendi. Agzi kapaularak hiicreler invert mikroskopta incelendi.
Hiicreler birbirinden ve flask yiizeyinden ayrilmaya basladigi ve yuvarlaklastig
anda tripsin-EDTA soliisyonu, flaskta yaklagik 1 ml kalacak sekilde dokiildii. f¢inde
yiizeyini 1slatacak kadar tripsin-EDTA soliisyonu kalan flask, tripsinin aktivitesini
artirmak amaciyla 37°C’ye konuldu ve 2-3 dakikalik aralarla hiicreler invert
mikroskopta incelendi. Hiicrelerin zeminden koptugu goriildiikten sonra flaskin
tabani sert bir zemine birkag kez vurularak tek tabaka (monolayer) hiicreler flask
tabanindan tamamen kaldirildi.

Flask i¢ine yaklasik 3ml GM konarak hiicreler plastik pastor pipeti ile pipete
edildi. Boylece kiime seklinde toplanmus hiicreler birbirinden ayrildi. Bu hiicre
stispansiyonundan yeni steril flasklara 1'er ml aktarildi. Flask, 8-9 ml GM
eklendikten sonra tizerine hiicrenin ad, yeni pasaj sayisi, pasaj oram (1:3) ve tarih

yazilarak 37°C deki % 5 CO,'li etiive kaldirildi.

d) Hiicrelerin dondurularak saklanmas:
Saklama iglemi icin flasktan tripsinizasyon islemi sonucu elde edilen hiicreler
10 ml PBS iginde ¢oziilerek 15 mI'lik santrifiij tiipiine aktarildi. Oda isisinda 1400

rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiigasyonu takiben siipernatan atildi. Tiipiin
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dip kismuna parmakla yavasca vurularak pellet ¢oziildii. Uzerine % 10 DMSO
igeren GM’den Iml aktarildi. Plastik pastor pipeti ile dondurma vasati icinde
siispanse edilen hiicreler, kiigiik, vida kapakl hiicre dondurma tiipiine (cryo vial)
alindi. Kapag sikica kapatildiktan sonra parafilm ile sarildi. Uzerine hiicrenin adi,

pasaj numarasi ve dondurulduklan tarih yazilarak —85°C"ye kaldirildi.

e) Stok virus siispansiyonlarinin hazirlanmasi

TC25 Masklarinda konfluent olmus Vero hiicreleri, 37°C’deki etiivde tnceden
isitlnug steril 3-5 ml PBS ile yikandi. Virus suslarini igeren vialler avug icinde
yuvarlayarak ¢oziildii. Cogalulmak istenen stok vialdeki virus titresi gozoniinde
bulundurularak, 5’er flaska, flask igindeki hacim I’er ml olacak sekilde ekim
yapilarak 37°C'de 1 saat inkiibe edildi. Bu siirede virusun kiigiik hacim icinde hiicre
yiizeyi ile daha kolay temas ederck hiicreye baglanmasi saglandi. Daha sonra
flasklarin igindeki baglanmayan virus aularak hiicreler PBS ile yikandi. Flaska 8-10
ml idame vasati (MM) eklenerek 37°C’deki % 5 CO, iceren inkiibatdre kaldirildi.

Hiicreler her giin sitopatik etki (cpe) olusumu agisindan kontrol edildi. Yiizde
90 cpe goriilen flasklar —85°C'ye kaldinldi. Dondurulmus (lasklar 37°C'de etiivde
isttilarak goziildii. Bu sekilde, hassaslasnus olan hiicrelerin pargalanarak viruslarin
hiicre digina ¢gtkmast saglandi. Bunu takiben flask igindeki hiicreler plastik pastir
pipeti ile mekanik olarak zeminden aynldi ve santrifiij tiiplerine aktarldi.
Sonikattirde 35 kHz’de 15 dakika bekletilen bu hiicre siispansiyonlari 3500 rpm’de
4°C'de 10 dakika santrifiij edildi. Bu asamada hiicrelerin ses dalgalar yardimiyla
pargalanmasi ve virus partikiillerinin serbest birakilmasi amaglandi. Siipernatanlar
birlestirilerek virus havuzu olusturuldu. Bu havuzdan iizerinde sus adi ve

hazirlanma tarihi yazili viallere 1’er ml pipetlenerek ~85°C"de depolandi.

f) Virus titrasyonu

Hazirlanan stok virus havuzlanndan birer vial ¢ikarilarak avug iginde ¢oiziildii
ve buz iizerine alindi. HSV-1 ve HSV-2 igin buz iizerine yerlestirilen 5'er adet 1.5
ml'lik santrifiij tiiplerine 900’er ul MM konuldu. ilk tiipe stok virus vialinden 100

ul pipetlendi. Kapagi kapatilip vorickslendikten sonra bundan 100 pl bir sonraki
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tiipe aktarild. fslem bu sekilde tekrarlanarak virus suslarmimn 107, 107, 107, 10 ve
107 dilusyonlart hazirlandi.

Konfluent olmug Vero hiicreleri bulunan 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytindeki
vasat dokiildii. Kuyucuklara yaklasgik 0.5 ml PBS eklenip dékiilerek hiicreler
yikandi. Kuyucuklarda kalan PBS mikropipet ile alindi.

Kuyucuklara replika olmak iizere her iki virus susunun diliisyonlarindan 100"er
ul aktanldi, Tiim siralarin son kuyucuklarina hiicre kontrolii (CC=Cell Control)
olarak 100"er ul MM pipetlendi (Sekil 26).
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Sekil 26. Virus titrasyonunda kullanilan 24 kuyucuklu pleyt.

Pleyt | saat 37°C’de % 5 CO; igeren inkiibattrde bekletildi. Kuyucuk ylizeyinin
kurumamasi igin pleyte 10-15 dakika arayla dairesel hareketler vaptrildi.

Siire sonunda kuyucuklardaki virus siispansiyonlari ve kontrol kuyucuklarinda
bulunan MM pipet yardimiyla alindi. Kuyucuklar 2-3 damla PBS ile yikandi ve
kuyucuklara 1'er ml yogun besiyeri ilave edildi. Pleyt 37°C’de % 5 CO,'li etiivde
72 saat inkiibe edildi.

Pleyt igerigi bir aspirator yardimiyla alindi. Kuyucuklar, énceden ilitilmis
PBS’ten 1 ml pipetlendikien sonra aspiratdrle alinmasi suretiyle iki kez yikandi.
Kuyucuklara 1'er ml plak boyama soliisyonu pipetlenerck pleyt yarim saat 37°C’de
bekletildi. Pleyt ¢ok basingli olmayan musluk suyu altinda yikanarak boyadan
arindinldi ve 37°C’de bekletilerek kurutuldu.
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Boyama iglemi ile hiicreler zemine fikse edildi ve HSV-1 ve HSV-2 suslari
tarafindan olugturulan sitopatolojinin (plaklar) daha kolay goriilmesine olanak
saflayan renk zithg olusturuldu. Makroskobik olarak ve invert mikroskopta saglkh
hiicreler mavi-lacivert renkte, virusun tiremesi sonucu olusan patoloji ise hiicre

morfolojisinde degisiklik veya bosluklar olarak goriintiilendi (Sekil 27, 28).

Sekil 27. Boyali konfluent Vero hiicreleri (A Normal, B HSV tarafindan
olusturulmus plak)

Sekil 28. HSV-1 ve HSV-2'nin titrasyonu; A ve B strast HSV-2 333 susunun,

C ve D sirasi HSV-1 wal susunun diliisyonlar.
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Virus suslari tarafindan olusturulan plaklar, diisiik dilisyonlardaki yiksek virus
titresi sebebiyle plaklar sayilamayacak kadar cok iken 107 ve 107 diliisyonlardaki
plaklar sayilarak stoktaki yaklasik virus sayist hesaplandi (Sekil 27).

Stok virus sayisiit daha dogru hesaplayabilmek icin yeni 24 kuyucuklu
pleytlere her virus susunun 107, 1/2.10%, 173. 10%, 1/4.10%, 1/5. 10, 1/6. 10
1/7.10%, 1/8. 10™, 1/9. 107 ve 107 diliisyonlari inokiile edilerek deney tekrarlandi.

Plak saymmlan ve diliisyon katsayilart kullamlarak yapilan hesaplamalar sonucu
elimizdeki stok virus titresinin HSV-1 wal susu igin 2.5x10’ pfu/ml, HSV-2 333

susu igin 3x10 pfu/ml oldugu tespit edildi.

2. Plak azalma testi ile ekstraktlarin antiviral aktivitelerinin belirlenmesi

Plak azalma testi, viruslann antiviral ilaglara hassasiyetlerinin belirlenmesinde
referans metod olarak kullanilmaktadir (1, 58, 59). PRA, bazi modifikasyonlarla
birlikte, Pacheko ve ark. (60) tarafindan yapilan ¢alisma temel alinarak uygulandi.

Caligmada pasaj 154-172 arasi Vero hiicreleri kullanildi. Flaskta gogaltilan
Vero hiicreleri 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytlerine pasajlandi ve deneyler yapildi.

Stok virus suslar avug iginde ¢oziildii ve iyice vortekslendi. Stok virus miktari
gbz oniinde bulundurularak her virus susu igin 1000 pfu/ml olusturacak diliisyon
(HSV-1 wal susu igin 1/5x10™, HSV-2 333 susu igin 1/6x10™) hesaplandi. Biylece
hiicrelerin enfeksiyonu igin 100 pl'lik inokulum icinde yaklasik 100 plak (1000
pfu/ml) olusturacak virus diliisyonu hazirland.

Pleyt etiivden gikanlarak besiyeri dokiildii. Kuyucuklar oneeden thitilnug
yaklasik 0.5 ml PBS ile yikandi. Kuyucuklarda kalan PBS mikropipet ile alindiktan
sonra C6 ve D6 kuyucuklarina 100 pl MM, digerlerine 1000 plu/ml olacak sekilde
hazirlanan virus siispansiyonundan 100 ul pipetlendi. Bir saat 37°C’de % 5 CO,
iceren inkiibatiirde bekletildi.

Bu arada ekstraktlarin diliisyonlarinin hazirlanmast amaciyla her ekstrakt igin 5
adet steril 1.5 mI'lik tiipler ¢ikarildi. Bunlara 900 er pl yogun besiyeri pipetlendi.
Stok ckstrakt Liipii iyice vortekslendikten sonra bundan ilk tilpe 100 pl aktarildi.
islem diger tiiplere de aym sekilde uygulanarak her ekstraktin 1, 0.1, 0.01, 0.001

mg/ml diliisyonlar hazirlandi.
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Bir saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklardaki baglanamayan
viruslar fosfat tamponu ile yikanarak uzaklastinldi. Hazirlanan 1, 0.1, 0.01 ve 0.001
mg/ml’lik ekstrakt diliisyonlart pleytin 4 kuyucuguna aktarildi. Altunci siitundaki
kuyucuklara ekstrakt icermeyen overlay konuldu. Béylece AG ve B6 virus kontrol
(VC), €6 ve D6 ise hiicre kontrol (CC) olarak ayrilmis oldu. Pleyt, 37°C'de % 5
CO,'li inkiibatdrde 72 saatlik inkiibasyonu takiben yukarida anlatldign sekilde
yikamp boyanarak plak inhibisyonu invert mikroskop altinda arastirild:.

Inhibisyon goriilen ekstraktlarin etkili konsantrasyonlarint daha iyi belirlemek
icin etki gosterdikleri araliklarda 1/2 diliisyonlar yapilarak (1, 0.500, 0.250, 0:125;
0062, 0.031mg/ml) dency tekrarlandi.

Hiicre kontroliinde beklenildigi gibi plak  goriilmemesi kontaminasyon
olmadifini, dékiilme olmamasi da hiicrelerde kendiliginden veya dis etkenlerden
kaynaklanan zararh bir etkinin olmadigim gostermektedir.

Virus kontrol kuyucuklaninda sayilan plaklar, ekstraktlarin inhibitor etkili
konsantrasyonlarinin belirlenmesinde kullamildi.

Coziiciiniin etkisini arasturmak igin aym oranda goziicii enfekte kuyucuklara
uygulandi. DMSO, DMSO:PBS (1:1) ve PBS’in herhangi bir inhibitor ctkiye sahip
olmadiklar gozlendi.

Pozitil kontrol olarak asiklovir kullanildi.

Kuyucuklarda virus tarafindan olusturulan plaklar (plaque forming unit, pfu)
sayilarak yiizde plak inhibisyonu su sekilde hesaplandi (8):

Yiizde inhibisyon = 100-(Verilen dozdaki pfu / Kontroldeki pfu x 100).

Bu hesaplamalar kullamlarak ckstrakt konsantrasyonu ve yiizde inhibisyon bir
grafige aktanldi. Ekstrakun, plak olusumunu % SO inhibe eden konsantrasyonu
(IC5p) regresyon analizi ile hesaplandi (61). Olumlu sonuglar mililitredeki pg kaba

madde olarak (pg/ml) ifade edildi.
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3.2.5. Aktivite Gisteren Kisimlarm Fraksiyonlarma Ayrilmasi ve

Aktivitelerinin Belirlenmesi

Biyolojik deneyler sonucu etkili bulunan bazi ekstraktlarin fraksiyonlanmasina
karar verildi. Ekstraktlarin segiminde biyolojik aktiviteleri ve fraksiyonlanacak
mikiarda kaba madde hazirlanabilecek kadar bitki kismuna sahip olmamiz goz
dniinde bulunduruldu.

Centaurea helenioides ve Anthemis cretica ssp. argaea’nin yapraklarindan elde
edilen kaba ekstraktlarin, kloroformda ¢oziinen kistmlarinin fraksiyonlanmasina
karar  verildi. Boylece ekstraktta bulunan  antimikrobiyal etkili bilesigin
saflastinlmas: hedeflendi.

Toz halindeki bitki yapraklar soxhlette 1/10 MeOH (w/v) ile ckstrakte edildi.
Antimikrobiyal etkili bilesikler suda céziinmeyen karakterde olduklari icin elde
edilen yapigkan kaba maddenin kloroformda ¢iziinen kismu evapore edilerck
fraksiyonlanacak kaba madde elde edildi. Onceden tartilnus evaporator balonu

toplam agirliktan ¢ikarilarak net ekstrakt agirliklart tespit edildi.

3.2.5.1. Silika Kolonun Hazirlanmasi

Uzun ve temiz bir cam kolona (1.5 ¢m gap ve 50 cm uzunlugunda) yaklagik 20
cm’lik bir boliime kiigiik hacimler halinde silika ve diklorometan (DCM) cklendi.
Kolon cam gubuk ile kangstrilarak silikanin iginde hava bosluklari olmadan
paketlenmesi saglandi. Silikanin kurumamasi ve hava kabarciklaninin olusmamasi
igin, DCM seviyesinin her zaman yatak iist seviyesini ge¢mesi gerekligi goz dniinde
bulundurularak yatak, hacminin 2-3 kati DCM gegirilerek yikandi.

ince tabaka kromotografi (Thin Layer Chromotography, TLC) kagitlanindan
yiiriitiilecegi tanka sigabilecek chatta pargalar kesildi.

Ekstrakt 2 ml DCM ile ¢éziildii ve silika ile karistirilarak kolona aktarilds.
Kolona ilk olarak, kullanilan ¢ziiciilerin en apolari ve aym zamanda kolonun sivi

fazi olan DCM uyguland..
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Ekstrakttaki renkli bilesiklerden iz boya gibi yararlanarak, bilesiklerin kolonda
ilerlemeleri izlendi. Bu esnada kuru, temiz ve iizeri numaralandirilmig cam tiiplere
alinan Ier ml hacimli eliiant 6rnekleri TLC kagitlarinda yiiriitiilerek UV lambas: ile
kisa dalga boylu 1sikta (TLC kagitlan iizerinde) bilegikler arand.

Bilesiklerin yiiriimeleri ve bantlarin ayrilmasi, TLC tank: igindeki g¢oziiciiniin
polaritesi degistirilerek saglandi. Fraksiyonlama islemine dnce apolar bilesiklerden
baslandift igin tanktaki ¢éziiciiniin gok apolar olmast durumunda bilesiklerin
ayrilmadan yiiriidiikleri, polar olmalar durumunda yiirimedikleri goriildii.

ilk bilesiklerin eliie edildikleri iltraviyole 151§ alunda goriildiikten sonra 6-7
ml'lik eliiantlar alindi ve olugan bantlara gore fraksiyonlar belirlendi. Etilasetat
(EtAc) ve MeOH kullamlarak polarite degistirilmek suretiyle ekstrakt icindeki
bilegikler aynstinldi. Aym fraksiyona ait tiipler birlestirilerck evapore edildi.
Fraksiyonlar evaporasyon balonunda DCM iginde ¢oziildii. Onceden tartilms
tiiplere alinan fraksiyonlarin miktarlari, DCM’nin 45-50 °C’de su banyosunda
ucurulduktan sonra tiiplerin tartilmast ve tiip afirhfinin  toplam  agirhiktan
¢ikarilmasi ile hesaplandi.

Fraksiyonlar biyolojik aktivite deneyleri icin DMSO’de coziildii.

Fraksiyonlarin aktivite gosterdikleri mikroorganizmalardan H. pylori iizerine
etkisi agar diliisyon, diger mikroorganizmalar iizerine etkisi sivi mikrodiliisyon ile

arastinldi.

3.2.5.2. Centaurea helenioides ve Anthemis cretica ssp. argaea Yaprak

Ekstraktlarinin Fraksiyonlanmas:

Ekstraksiyon ile Centaurea helenioides'ten elde edilen 0.802g ve Anthemis
cretica ssp.argaea’dan elde edilen 1.160g suda ¢Oziinmeyen kaba madde 2 ml
DCM ile ¢oziildii. Silika ile karngtirilarak kolona aktarildi, Kolona Tablo 6 ve 7°de

belirtilen hacim ve sirayla kimyasallar uygulanarak eliiasyon yapildi.
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Tablo 6. Centaurea helenioides yaprak ekstraktinin fraksi yonlanmasi.

ORANLAR
DCM EtAc HACIM (ml)
1 * 100
98 2 200
96 4 100
95 5 100
90 10 100
75 25 100
1 I 100
MecOH
- 1 100
;) 98 100
4 96 100
1 | 100
5 I 100

Tablo 7. Anthemis cretica ssp. argaea yaprak ekstraktinin fraksi yonlanmasi.

ORANLAR
DCM EtAc HACIM (ml)
I - 100
98 2 100
96 4 100
9 1 100
I i 100
. 1 100
MeOH
- I 100
I 9 100
2 8 100
3 7 100
4 6 100
1 1 100
1 = 100

Centaurea helenioides ve Anthemis cretica ssp. argaea’dan clde edilen
fraksiyonlarin sayi ve agirliklan Tablo 8 ve 9°da verilmistir.

Centaurea helenioides’ten elde edilen Fraksiyon 5'ten sonra gelen 5 eliiant
liipiinde F5’te bulunan bir banda ilaveten yakin bir bant daha giizlendi. Bu

fraksiyon F5b olarak adlandinldi.



Tablo 8. Centaurea helenioides 'ten elde edilen fraksiyonlarin agirhklars.

Fraks.No  Fraksiyon Agirh@ (mg)

Fl 55.3
F2 13.8
F3 20.2
F4 5.0
F5a 57.4
F5b 15.5
F6 20.3
F7 13.7
F8 46.4
F9 44.5
F10 775
Fll 35.6
El2 27.1
F13 7.8
Fl14 108.7
F15 11.6

Tablo 9. Anthemis cretica ssp. agaea’ dan elde edilen fraksiyonlarin agirhiklary.

Fraks.No  Fraksiyon Agirhin (mg)

Fl 104.4
F2 69
I3 298
F4 95.1
F5 119.5
K6 172.8
F7 96.1
F8 107.1
Py 39.3
F10 22.3

Fraksiyonlar, agirhklan g6z &niinde bulundurularak DMSO:PBS icinde
cozildi. Fraksiyonlanin bakteri ve mantar suslari icin MIK degerleri  sivi
mikrodiliisyon ve agar diliisyon (H. pylori igin) yontemleri kullamlarak belirlendi.
E. coli'yi inhibe eden kaba ekstrakta rastlanmadig icin [fraksiyonlarin bu

mikroorganizma iizerine olan inhibitor etkileri arastinimad.



4. BULGULAR

Dogu Karadeniz Bolgesi'nde yetisen ve toplayabildigimiz 22 endemik bitkiye
ait 76 ekstrakt ve bunlann ikisinden elde edilen fraksiyonlarin gesitli bakteri, mantar

ve virus suslan iizerine antimikrobiyal etkileri sirasiyla asagida verilmistir.

4.1. Antibakteriyel Aktivite Deneyleri

Agar kuyucuk yayilma yontemi ile yapilan n antimikrobiyal aktivite tarama
deney sonuclarna gire bazi ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklan
gozlendi. Buna karsin hicbir ekstraktin E. coli’ye karsi inhibitor etki gistermedigi
tespit edildi. Mikroorganizmalara karsi, ekstraktlar arasinda degisiklik gosteren

inhibisyon zonlarinda antibakteriyel aktivite belirlendi (Sekil 29). Her bir deney en

az iki kez tekrarlanip bagimsiz deney sonuglarinin ortalama zon caplan kaydedildi
(Tablo10).

Sekil 29. Agar kuyucuk yayilma yontemiyle antibakteriyel aktivite aranmasi

(Ornek pleyt, S. aureus).



Tablo 10. Ekstraktlarin antibakteriyel aktivitelerinin arastiriimasi

Ekstrakt® B.c.' E.. S.a. Bs. H.p.
18/k = 137 = =
1S/s 16 - - 13 -
1F/k 9 - 12 8 11
1E/s g9 - e = =
2F/k 8 - 9 - 8
2F/s - - - = -
25/k - - - - -
25/s 5 2 = = £
3Fr/k - - - - -
3Frls - - - - -
3F/k - - - - -
3F/s 10 - 15 8 10
4Flk - - - - -
4Fl/s - - - - -
4F/k - - - - -
4Fls - - - - -
SFI4S/k 8 : 13 . 8
5F1+5/s 13 s - 1 9
SH/k £ = 8 = s
SH/s 15 2 14 16 12
GF/k 8 - 13 9 12
6F/s 17 - - = 18
TH/k - - - - -
TH/s - - - - -
8H/k 15 - 15 8 30
8H/s - - - - -
9F/k 9 - 10 - 9
9F/s - & = = =
9FI/k 8 - - E -
9Fl/s 8 - - - -
10F/k - - . - .
10F/s - - - - -
1F/k . = - - .
11F/k - - - - -
11E'fs 13 = 8 9 )
11F/s 8 - 8 8 8
1F+S8/k - - - : -
11F1+5/s 13 - 13 9 -
12F/k 8 - 12 9 11
12F/s 10 - - - -
12Fr/k 12 - I5 12 10
12Fr/s 17 e 13 11 16
13F/k - - 8 - -
13F/s 15 - = 8 16
14F1+8/k 19 - 14 13 18
14F1+5/s - - - - -
14F/k 10 - 16 = 9

14F/s - s d . s
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Tablo 10"un devam

15F/k 15 - 14 18 21
15F/s - - - - 10
15F1/k 8 - - 8 15
15F1/s - - - - -
16F/k 9 2 13 9 10
16F/s - - - - 2
16F1/k 10 - 13 - 10
16F/s - - - - -
17Fr/k 8 - - - 9
17Fr/s 18 = = 8 21
17F/k 13 - - - -
17F/s 13 - - 10 10
188/k 8 - 13 8 12
188/s - - - - -
18F1/k 8 : - = 8
18F1/s - - g . )
18F/k 8 - 9 8 8
18F/s - - - - -
19H/k - - - - 5
19H/s - - - - -
20F/k 16 . 13 20 35
20F/s - - - - =
20F14S/k 11 - 10 £ 9
20F1+S8/s - - : 2 -
21F/k - - - - :
21F/s 8 - ] 8 -
22Kk - - - - =
22F/s - - - - z
Coziicll® - - - - -
Ampisilin' 45 18 30 25 45

* Kod numaralart ile iliskili bitki adlan: 1. A. sylvestris var. stenoptera, 2. V. varians var. trapezunticim,
3. 8. rizeensis, 4. P. russeliana, 5. A. rizeensis, 6. R. pisiformis, 7. J. supina ssp. pontica, 8. P. longipes,
9, C. appendicigera, 10, C, betulifolia, 11. Rh. ponticum ssp. ponticum var, heterophyllum, 12. B,
medwediewii, 13. Q. pontica, 14. H. platytaenium, 15. C. helenioides, 16, D. formosum, 17. Q.
macranthera ssp. syspirensis, 18, P. lateritium, 19. L. sulfureum, 20, A. cretica ssp.argaea, 21, O.
armena, 22. 8, armenum

b Mikroorganizmalar: (B.c.) B, catarrhalis; (E.c.) E, coli; (5.a.) 8. aureus; (B.s.) B, subtilis;

(H.p.) H. pylori

“Inhibisyon yok

4 zon gapt, mm

“PBS : DMSO (1:1)

 Ampisilin (10 pg/kuyvcuk)

Yetmis alti ekstrakttan 42'sinin (% 55.3) test edilen bakterilerden en az birine
karsi antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlendi. 8H/k ve 20F/k’min, 30 em’nin
iizerinde zon ¢aplanyla en fazla antibakteriyel etkiye sahip ekstraktlar oldugu
goriildii. Antibakteriyel aktiviteye sahip bu 42 ekstrakt, bagimsiz deney sonuglarinin

zon ¢aplan ortalamalan géz 6niinde bulundurularak skorland: (Tablo 11).
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Tablo 11. Antibakteriyel etkili ekstraktlar.

Ekstrakt"  B.c. Ec. S.a. Bs. H.p.

1S/k - > 4 - -
18/s ++ - - ++ -
1F/k + = + + +
1F/s + = = z =
2F/k 4 = + Z &
3F/s + - ++ + +
5FI+8/k . - ++ - &
SFI4+5/5 ++ - - + +
5H/k - - + = E
SH/s ++ - ++ +++ +
6F/k + : ++ -

6F/s ++ - - - et
8H/k 4 - ++ + 4+
9F/k —+ = 4 =

9FI/k = = = - -
9Fl/s + - - - -
11F/s ++ - + + +
11E/s = - > * t

1 1F1+S8/s ++ - et + -
12F/k = - + o +
12F/s + - - - -
12Frfk + - ++ +

12Frfs i = ++ ¥ ++
13F/k = = - = =
13F/s ++ - - 2 +++
14F1+5/k +++ - ++ ++ +++
14F/k + - +t - +
15Fk ++ - ++ +4+ +ht
15F/s - - - - +
15FI/k + - = 48 ++
16F/k o - += s +
16FI/k + - ++ - +
17Fr/k + . = 4l
17Fr/s 4+ = = e S
17F/k ++ - - -
17F/s ++ - + +
185/k + - ++ + +
18F1/k + = 5 i 3
18F/k t = E + &
20F/k +++ - ++ +++ ++
20F1+5/k + - + - i
21F/s + = + 4

Ciziicii - - - - -
Ampisilin mad +++ - +++ ++

* Kod numaralan ile iliskili bitki adlari: 1. A, sylvesiris var. stenoprera, 2. V, varigns var, trapezunticum, 3, 8. nizeensis, 5. A,
rizeensiv, 6. R. pisiformis, 8, P. longipes, 9. C. appendicigera, 11, Rh. ponticum ssp. ponticum var. heteropihyllum, 12. B,
medwediewii, 13. Q. pontiva, 14, H. platvigenium, 15, C. heleninides. 16, I3 L 17, Q. mac freru ssp. syspi is. I8,
P lateritium, 200 A, cretica sspoargaea, 21, O, armena.

" Skorlar; - Antimikrobiyal akitvile yok. £ Onemsiz antimikrobiyal akiivite (7-9mm), + Orta derecede antimikrobiyal aktivite (10-
12mm), ++ Aqik antimikrobival aktivite (13-15), +++ Gilghil antimikrobiyal akfivite (=15mm)
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Ekstraktlarnin  11'inde, tarafimizdan gliglii (+4+) olarak kabul edilen

antibakteriyel etki oldugu belirlendi (Tablo 12).

Tablo 12. Giiclii antibakteriyel etkili ekstraktlar.

Ekstrakt® B.c. Ex. S.a. B.s. H.p.

1575 FIrare 2 = 4+ 2

5H/s +4 - ot +++ +

6F/s ot = = - +++

8H/k ++ - +4+ + et

12Fr/s bt - ++ + +4+

13F/s ++ - - i .

14F14-5/k ++ - ++ ++ -+

14F/k + - +++ - +

15F/k ++ - ++ +4+ +4++

17Fr/s ot - - - +4+

20F/k +++ - ++ +44 +++

* Kod numaralan ile thykili bitki adlan: 1. A, sylvestris var, stenoprera, 5, A. rizeensis, 6. R. pisiformis, 8. P longipes, 12, B.
medwediewil, 13, Q. pontica, 14, N plan i 15 €. helemivides, 17 Q. ncranshera ssp, spirensis,. 20 A, cretica

SHp..argaed.
* Skorlar: - Antimikrobiyal aktivite yok, & Onemsiz antimikrobiyal aktivite (7-9mm), + Orta derecede anlimikrobiyal aktivite (10~

Antibakteriyel aktiviteye sahip olduklari 6n deneylerle saptanan ekstraktlarin
MIK ve MBK degerleri H. pylori icin agar diliisyon, diger bakteriler icin sivi
mikrodiliisyon ve yontemleriyle (Sekil 30) belirlendi (Tablo 13).

Baz1 ekstraktlarm MIK degerlerinin MBK degerlerine esit oldugu (bakterisid

etki), bazilarmin ise MIK degerlerinin MBK degerlerinden oldukga diisiik

(bakteriostatik etkili) oldugu tespit edildi.

Sekil 30. Ekstrakilarin MIK lerinin belirlenmesi. Ornek pleyt A (S. aureus): A sirasinda
MIK 5., B ve C siralarinda MIK 7. kuyucuk, G sirasinda tiim kuyucuklarda iireme var. Ornek
pleyt B (H. pylori): A sirasinda MIK 2. Kuyucuk, B sirasinda 3. kuyucuk, C sirasinda MIK
denenen 6 konsantrasyondan da diisiik oldugu igin deney diisiik konsantrasyonlar da dahil
edilerek tekrarlandi, D sirasinda inhibisyon gozlenmedi.
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Tablo 13. Antibakteriyel aktiviteye sahip ekstraktlarnin MIK ve MBK degerleri.

B.c. S.a. B.s. H.p.
Ekstrakt MiK* MBK" MIiK MBK MIiK MBK MIK  MBK
157k 2500 5.000
18/s 0.156  0.625 1250 2500
IF/k 0625 0625 125 5000 1250 1250 0312 0312
1F/s 0625  1.250
2F/k 5.000  5.000 -
3F/s 1250 2500 0.56 0312 1250 5000 0312 0625
SF1+S/k 1250 1250 0312 5.000 1250 1.250
5F14S/s 0312 0.625 2500 5000 0625 1250
SH/K 2
5H/s 0312 0625 0.625 2.500 2.500 2.500 0.078 0.156
6F/k 1250 1250 1250 5000 2500 2500 0625 1.250
6F/s 0.078 0312 0.039 0.078
8H/K 0.156 0156 0078 2500 0625 1250 0039 0078
9F/k 1250 2500 2500  5.000
9FI/k 2.500 5.000
9Fl/s 1.250 2.500
LIE'/s 0312 0625 0625 0625 1250 2500 0312 0312
11Efs 0625 1250 0.625 0625 2500 2500 0625 0625
LIF1+S/s 1250 5000 0312 0312 0312 0625 0625 0625
12F/k 1.250 1.250 1.250 5.000 2.500 2.500 0.625 0.625
12F/s 0312 0312
12Fr/k 0.312 0.312 0.078 0.312 0.078 0.078 0.019 0.019
12Fr/s 0312 0312 0039 0312 0312 0625 0156 0.156
13F/k _
13/ 0.156 0312 1250 2500 0156 0312
14F1+S/k 0156 0156 0312 2500 0625 1250 0156 0.156
14F/k 0.625 0.156 0.312 2.500 0.019 0.019
15F/k 0312 0312 0456 1250 1250 1250 0156 0.156
15F/s 0.625 1.250
1SFI/k 2500 2.500 1250 1250 0625 0625
16F/k 0.625 0.625 0.625 1.250 1.250 1.250 1.250 1.250
16Fl/k 0625 0625 1250 2500 0625 0625 0312 0625
17Fr/k 1250 1250 0312 0.625
17Ft/s 0.156 0312 0.625 1.250 0.078 0.156
17F/k 1250 1250
17F/s 0312 0625 1250 2500  0.625 1.250
185/k 0625 0.625 1.250 5.000 2.500 2.500 0.625 0.625
18F1/k 2500 2.500 2,500 2.500
18F/k 1250 1250 2500 - 2.500 2500
20F/k 0.156 0312 0.5 1250 0625 1250 0156 0.156
20F1+S/k 1250 2500 2500  5.000 1.250 1.250
21F/s 2500 5.000 0.625 0.625 1.250 2.500
Ciziicii - - - =
Ampisilin® 0781 0781 0781 0781 1562 1562 0390 0.390

*Minimal Inhibitor Konsantrasyon
" Minimal Bakterisidal Konsantrasyon

“ pg/ml



66

C. helenioides’e (15F/k) ait 16 fraksiyon (Fx) ve A. cretica L. ssp. argaea’ya
(20F/k) ait 10 fraksiyonun MIC ve MBC degerleri Tablo 14'de verilmistir.

Tablo 14. Fraksiyonlarin antibakteriyel MIK ve MBK degerleri.

Fraks.No . B . Sa . Bs. H.p.
MIK MBK MIK MBK MIK MBK MiK  MBK
15F/K" 0312° 0312° 0156 1250 1250 1250 0.156  0.156

Fxl1°© - S 1.250 5000 - . < -
Fx2 0312 0312 0625 1250 0.625 1250 - -
Fx3 0312 0312 0625 1250 - - - -
o Fx4 = = = = = = =
= Fx5a 0.078 0078 0039 0312 0078 0625 0156 0312
£ Fx5b 0078 0078 0039 0312 0156 0625 0.156 0.156
< Fxb 0.019 0039 0039 0312 0078 0312 0078 0.156
T B 0019 0039 015 0156 0312 0312 0019 0039
£ Ex8 0039 0078 0312 0312 0625 0625 0078 0.156
E Fx9 0078 0078 0312 0625 0312 0625 0156 0.156
E, Ex10 0078 0078 0156 0312 0156 0312 0078 0.156
Fxll = 0.156 - 0.625 - 0625 0156 0312
Fx12 0156 0.156 0312 0625 0312 0312 015  0.156
Fxl13 0.156  0.156 0625 2500 - - 0.156 0312
Fx14 0.156 0.156 2500 2500 1250 2500 0312 0312
Fx15 0625 0625 2500 2500 - 0312 0312
20F/K 0.156 0312 0156 1250 0625 1250 0156 0.156
g Fxl 0312 0312 2500 5.000 - - - -
§ Fx2 0039 0039 0312 0312 125 1250 0312 0312
§ Fx3 0019 0019 0078 0.156 0156 0312 0039 0078
Z Fx4 0.009 0019 0078 0078 0156 0156 0039 0.039
i Fx5 0039 0039 0312 0625 0625 0625 0078 0078
= Fx6 0039 0039 0625 1250 0625 1250 0.156 0312
'g Ex7 0312 0312 1250 1250 1250 2500 0312 0625
< Fx8 0312 0312 2500 5000 1250 5000 0625 0625
< Fx9 - - - - - - - -
Fx10 - - = 3 - 5 -
" Ekstraktin kendisi
"mg!rnl

“ Fraksiyonlar

4.2. Antifungal Aktivite Deneyleri

Ekstraktlarin C. albicans ve T. rubrum’a karsi antimikrobiyal aktiviteleri agar
kuyucuk yayilma, sivi mikrodiliisyon ve agar diliisyon yontemleriyle belirlendi

(Tablo 15).
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Tablo 15. Antifungal etkili ekstraktlar.

C. albicans T. rubrum

Ekstraktlar®  Zon cap” Skor® MIK'  MFK* MIK MFK
1S/k = > 3 < 0.625 0.625
15/s - - - - 1.250 1.250
1F/k = - = : 0.039 0.078
2F/k 8 + 2500 - 0.625 0.625
3Ffs - - - - 0.625 0.625
SFI4+S/k - - - g 0.625 1.250
5F148/s = s - = 0.625 1.250
SHik - - - 2 1.250 1.250
SH/s = z = & 0.625 1.250
6F/k 14 ++ 2500 - 0.625 1.250
6F/s - N . < 0312 1.250
SH/k 16 . 0312 0312 0.019 0.019
9F/k = = = g 0.625 1.250
11E/s = = - e 0.625 1.250
11F/s = = 3 = 1.250 1.250
11F1+5/s - - - - 0.625 0.625
12F/k 12 4 - - 1.250 1.250
12E/s = = - - 1.250 2.500
12Fr/k - = = 4 1.250 1.250
12Frfs = - - - 0.625 0.625
13F/k = 2 - . 0.625 1.250
13F/s b - - - 1.250 1.250
14F1+8/k 1 + 2500 2500 0.078 0.078
14F/k = = 2 - 0.156 0.156
15F/k = = = . 0.625 0.625
15FI/k - - - - 1.250 1.250
16F/k - E - ¥ 1.250 1.250
16F1/k - - - - 1.250 1.250
17Fr/k = - 3 - 0.625 1.250
17Frls = - - - 0.625 0.625
185/ 13 ++ sg 2 0.625 1.250
18F1/k 8 + 2506 - 1.250 1.250
18F/k - = : . 0.625 0.625
20F/k 1 + 1250  1.250 0.078 0.156
20F14S/k - = = = 1.250 1.250
21F/s = : = - 0.625 0.625
Coziicil = = 1/8 1/4 /8 1/4

e g H+ 0312 0312 0078 0078

Flukonazol”
* Kod numaralan ile iliskili bitki adlan: 1. A. sylvestris var, stenoptera, 2. V. varians var. trapezunficim,
3. §. rizeensis, 5. A, rizeensis, 6. R, pisiformis, 8. P. longipes, 9. C. appendicigera, 11. Rh. ponticum ssp.
ponticum var, heterophyllum, 12. B. medwediewii, 13. Q. pontica, 14. H. platytaenium, 15, C.

helenioides, 16. D. for 17, Q. macranthera ssp. syspirensis, 18. P. lateritium, 20. A. cretica
ssp..argaea, 21, 0. armena,

" mm

= Skorlar: - Anlikandidal aklivite yok, + Onemsiz antikandidal akiivite (7-9mm), + Ona derecede antikandidal

aktivite (10-12mm), ++ Agik antikandidal aktivite (13-15), +++ Giigli antikandidal aktivite (>15mm).
4 Minimal inhibitir Konsantrasyon

“ Minimal Fungusidal Konsantrasyon

TDMSO:PBS (1:1)

& Calbicans igin, (pgfml)

" T rubrum igin, {mg/ml)
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Fraksiyonlanan 15F/k ve 20F/k numarali ekstraktlarin mantar suslarna olan

etkileri s1vi mikrodiliisyon yéntemi ile arastirildi. Her fraksiyon i¢in MIK ve MFK
degeri teshit edildi (Tablo 16).

Tablo 16. Fraksiyonlarin antifungal MIK ve MFK degerleri.

C. albicans T. rubrum

Fraksiyon No MIK MFK MIK MFK

15F/k" - " 0.625" 0.625

Fx1® 5 = 0.625 0.625

Fx2 - -

Fx3 = z 0312 0.625
s Fx4 : 2 = -
-'g: Fx5a - - 0.156 0.156
‘£ Fx5b = = 0.078 0.156
< Fx6 = = 0.039 0.039
. i - - 0.004 0.019
L Fx8 £ ’ 0.312 0312
§ Fx9 0.625 1.250 0.312 0.312
S FxI0 2 < 0312 0.625

Fxl11 0.625 1.250 0312 0.625

Fx12 0.625 1.250 0.156 0.625

Fx13 - - -

Fx14 - = .

Fx15 - = i

20F/k 1.250 1.250 0.078 0.156
$ Fxi = 5 0.625 0.625
$o Fx2 g - 0.156 0.156
S Fx3 0312 0.625 0.039 0.078
g Fx4 0.625 0.625 0.156 0.156
& Fx5 0.625 0.625 0312 0.312
3 Fx6 0.625 0.625 0312 0.312
£ Fx7 - < 0.625 1.250
S Fx8 - - 0.625 1.250
< Fx9 . = =

Fx10 - - -

* Ekstrakun kendisi
" mg/ml

“ Fraksiyonlar
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4.3. Antiviral Aktivite Deneyleri

Yirmi iki bitkiye ait 76 ekstraki, antiviral aktivitelerini degerlendirmek
amaciyla HSV-1 ve HSV-2"ye karsi test edildi. HSV enfeksiyonlarmin tedavisinde
kullamlan asiklovir, deneyin calisma etkinligini test etmek icin pozitif kontrol
olarak kullamldi.

Antiviral etkili ekstraktlarin bulundugu kuyucuklarda plak olusmadigi veya plak
sayisimn azaldig belirlendi (Sekil 31). Yedi bitkiye ait 9 ekstraktta antiviral aktivite
gozlendi. Kuyucuklarda olusan plaklar invert mikroskopta bir sablon yardimiyla
sayildi. Esli kuyucuklardaki plak sayilarimin ortalamasi alindi (Tablo 17).

Tablo 17. Antiviral etkili ekstraktlar (ortalama pfu/ml).

Ekstrakt Kontrol Ekstrakt konsantrasyonu (mg/ml)

1 05 0.25 0.125 0.062 0.031
1S/s 104£3° T T 5+1 104.9+2.5 VKA® BM’
SFI4S/s 10443 T 3942 VKA VKA VKA BM
6F/s 955435 T 0 0 23.543.5 103+2 BM

— 11F/s 865405 T 0O 81.540.5 8943 VKA BM
2, 11Fss 865405 T O 90.549.5 VKA VKA BM
T 12F/s 955435 T 7.5+4.5 10643 VKA VKA BM
12Ft/s 9745 71 ¥ 0 10+4 604 97+1
13F/s 1085+15 T 0 67.5£10.5 VKA VKA BM
17Fr/s 1085415 T T 0.5+0.5  104+11 VKA BM
1S/s 915435 T T 5+1 645495 VKA BM
5F14S/s 915435 T  32.545.5 7444 VKA VKA BM
6F/s 82+3 T 0 0 345425 74+2 BM
e LIF's 955455 T 0O 0 85.5+55 VKA BM
2 11Fss 955455 T 1+ 35+12 7742 VKA BM
T 12F/s 8243 T 2+ 79+4 7343 VKA BM
12Fr/s 1185425 T T 0 0 2348 10842
13F/s 1205425 T 05405 32413 112.549.5 VKA BM
17Fr/s 1185825 T T 0 64.5£10.5 VKA BM

* Ortalama plak sayis: (pfufkuyucuk)
" Toksik

“ Virus Kontrol ile aym sayida plak
“ Belirlenmedi
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Sekil 31. PRA ile ckstraktlarin antiviral etkilerinin arastirilmasi (Ornek pleyt. B.

medwediewii, 12Fr/s)

Her pleyt icin kullamilan virus kontrol kuyucuklarinda olusan plaklarin ortalama

sayillanindan  faydalamlarak ekstraktlarin  verilen konsantrasyonlanina karsihik

inhibisyon oranlan yiizde olarak hesaplandi (Tablo 18). Yiizde inhibisyon degerleri

ve ekstrakt konsantrasyonlart kullamlarak grafikler olusturuldu. Plak olusumunu

%50 azaltan ekstrakt konsantrasyonu (ICsg), regresyon analizi ile hesaplandi Tablo

18). Asiklovirin ICs, degeri HSV-1 icin 0.84 pg/ml olarak saptandi.

Tablo 18. Antiviral etkili ekstraktlarin yiizde inhibisyon ve ICs, degerleri

Konsantrasyon (mg/ml)

St 1 05 0250 0.125 0.062 0031 'Cso(kg/mh
1Si T T 952 0 B 190.6
SFI+S/s T 65 0 < p— 450.0
6F/s T 100 100 755 0 103.7
- 1B T 100 58 0 0 367.3
Z 11F/is T 100 0 0 0 375.0
2 128k T %1 0 0 0 385.7
12Frls T T 100 87 381 0 765
13Ffs T 100 378 0 0 299.0
17Fls Tl B B8 . 6 188.1
1S/ T T 845 2935 0 1644
SFI+S/s T 645 191 0 0 420.1
6F/s T 100 100 579 0O 116.4
o 1FYs T 10 100 0 0 187.5
% 11F/s T 989 633 194 0O 212.1
Z 128 T 916 D 0o 0 378.1
12Ftls T T 100 100 806 0 50.2
13Fls T 992 734 0 0 210.1
17Fils T T 100 456 0 135.1

" Toksik



5. TARTISMA

Coklu ilag direncine sahip mikroorganizmalarin ortaya ¢ikisi, antibiyotiklerin
yan etkileri ve giivenilir tedavi segenekleri olmayan viral hastaliklar, bitkisel
kaynakli antimikrobiyal ilaglarin arasunilmasina yonelik ilgiyi artirmaktadir.
Ozellikle tubbi bitkiler bu konuda temel potansiyel olarak goriilmekte ve buna
yonelik olarak arastinlmaktadir (4, 5, 6. 7. 8. 9).

Cesiti  aragtirmalarda  geleneksel upta  kullamlmayan  bitkilerin ~ de
antimikrobiyal aktiviteye sahip bilesikler i¢erdikleri ortaya konmustur (14, 15, 62,
63).

Bu galismada, Dogu Karadeniz Bolgesi'nde yetisen 22 endemik bitkiye ait 76

ekstraktin antimikrobiyal etkileri 9 patojen mikroorganizma iizerinde arastinldi.

5.1. Calismada Kullanilan Yéntemler

Agar kuyucuk yayilma yontemi, ekstraktlann antibakteriyel ve antifungal
aktiviteleri ile ilgili on bilgiler saglamas: agisindan kullamishidir (1). Etkili ekstraktin
agar i¢cinde yayilabilme yetenegi inhibisyon zonunun olusumunda ve biiyiikliigiinde
dnemli bir faktordiir (64). Ekstraktlarin MIKlerinin belirlenmesi aktivitenin gergek
giiciinii belirler.

Sivi mikrodiliisyon yontemi, i giicii azhi, kolay uygulanabilir ve ekonomik
olusu sebebiyle MIK degerlerinin belirlenmesinde etkin olarak kullanilmaktadir.
Ancak bulanik ekstrakt siispansiyonlarinda MIK degeri ¢iplak gozle tespil
edilememektedir. Bu sebeple, uygulama kolayhgr agisindan sivi mikrodiliisyon
yontemine gore dezavantajlan olmasina ragmen, agar diliisyon yéntemi MIK

degerlerinin tespitinde yanilgiy1 énlemektedir.
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Kiif mantarlanmin ekstraktlara olan duyarlihklaninin tespitinde, kuyucuklar
arasinda olusan iiremenin inhibisyon zonunu ortmesi sebebiyle agar kuyucuk
yayllma yonteminin basarth olmadign goriildii. Bu sebeple sivi mikrodiliisyon
yontemiyle dogrudan MIK degerleri belirlendi.

Bagimsiz deneyler arasindaki sonug benzerligi gtz éniinde bulunduruldugunda
PRA’min, antiviral aktivitenin belirlenmesinde en gecerli yintem oldugu

goriilmektedir.

5.2. Ekstraktlarin Antibakteriyel ve Antifungal Aktiviteleri

Yetmisalt ekstrakitan 42’sinin (%55.3) test edilen bakterilerden en az birine
karsi etkili oldugu tespit edildi. Etkili 42 ekstraktin 38’i B. catarrhalis’i, 27 si S.
aureus’u, 24°0 B. subtilis’i, 31'i H.pylori'yi inhibe ederken, hicbir ekstraktin E.
coli'ye kars: etkili olmadif1 gézlendi (Sekil 32). Zavala ve ark. (4), Alves ve ark.
(5), Sokmen ve ark. (11) yaptiklan ¢alismalarda, ¢alismamiza benzer olarak FE.
coli’yi giiglil olarak inhibe eden ekstrakta rastlamamislardir. Bu mikroorganizmanin
dogal cevresi itibariyle siklikla bitkisel iiriinlerle karsilasmasi. bitkisel metabolitlere
karsi direngli oluslarinda nemli bir faktér olabilecegi akla gelmekiedir.

Bu calismada gram negatif bakteri susu basina ortalama etkili ekstrakt sayis1 23
iken, gram pozitif bakteri basina etkili ekstrakt sayis1 25 bulunmustur. Sokmen ve
ark. (11) yapuklan calismada benzer olarak gram pozitif bakterilerin bitki
ekstraktlarina kargt daha hassas olduklarim tespit etmistir. Aym calismada yine
calismamiza benzer olarak suda c¢ozinmeyen kisma ait ekstraktlarin  suda
¢oziinenlere gire antibakteriyel etkilerinin daha fazla olduklarim belirtmislerdir.
Ancak bizim calismamizda gii¢lii etkili olarak skorlanan ekstraktlar arasinda fark
goriilmedi (Tablo 12).

Kendisine karsi herhangi bir aktivite gozlenmedigi icin, ekstraktlarin

antibakteriyel aktivitelerinin tartismalarinda E.coli yorumlanmamustr.



B Antimikrobiyal
aktivite

Ekstrakt sayisi

B.c. E.c. S.a. Bis. Hpp. Ca. Tor.

Mikroorganizmalar®

* Mikroorganizmalar: (B.c.) B.catarrhalis: (E.c.) E.coli; (S.0.) S.aureus; (B.s.) Bsubtilis; (H.p.) H.pylori,
(C.a.) Calbicans, (T.x,) T.rubrum.

Sekil 32. inhibitor etkili ekstraktlarin bakteri ve mantarlara gére dagilimi

Agar kuyucuk yayilma yontemiyle yapilan antifungal aktivite deneylerinin
sonucunda ekstraktlardan 8’inin Candida albicans’a kars: etkili oldugu belirlendi.
En etkili ekstraktin Primula longipes’ten elde edilen ve apolar maddeleri iceren
8H/k oldugu tespit edildi. Antikandidal aktivite genel olarak kloroform
ckstraktlarinda saptand: (Tablo 15).

Sivi mikrodiliisyon yontemiyle arastinlan ckstraktlardan 36'sinda Trichophyton
rubrum’a karsi antifungal aktivite belirlendi. Bakterilere karsi etkili oldugu
belirlenen ekstraktlar disinda T. rubrum’u inhibe eden ekstrakta rastlanmadi.

Yapilan literatiir ¢alismalarninda, ¢alismaya dahil edilen endemik bitkilerin
antimikrobiyal aktiviteleri ile ilgili herhangi bir veriye rastlanmamustir, Kuzeydogu
Anadolu Bélgesi'nde kullamlan tbbi bitkiler arasinda, c¢alismada kullamilan
endemik bitkiler belirtilmemistir (29). Benzer sekilde, bolgeden dissatim yapilan
45 bitki arasinda, cahsmada kullanilan endemik bitkilerden herhangi biri rapor
edilmemistir (21).

Agar kuyucuk yayilma yontemiyle Angelica sylvestris var. stenoptera,
Alchemilla rizeensis, Rosa pisiformis, Primula longipes, Betula medwediewii,
Heracleum platytaenium, Quercus pontica, Centaurea helenioides, Quercus
macranthera ssp. syspirensis ve Anthemis cretica ssp. argaea’dan elde edilen baz

ekstraktlanin giiclii antibakteriyel aktivileye sahip olduklar tespit edildi (Tablo 12).
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Angelica sylvestris var. stenoptera tohumlarindan elde edilen su ekstraktinin
(1S/s) agar kuyucuk yayilma yontemiyle B. catarrhalis ve B. subtilis’in tiremesini
giiclii bir sekilde inhibe etmesine karsin MiK ve MBK degerlerinin buna paralel
olarak diisiik olmadigi (MIK degerleri B. catarrhalis icin 156 pg/ml, B. subrilis icin
1.250 mg/ml) belirlendi (Tablo 11 ve 12). Aym bitkiye ait yaprak ckstraktlarinda da
antibakteriyel aktivite tespit edildi. Ilging olarak, diger suslara gére ekstraktlara
daha hassas olan H. pylori susunda 1S/s’e kars: duyarlilik tespit edilememistir. Bae
ve ark. (65) A. gigas ve A. dahurica koklerinden elde edilen su ekstraktlarini
fraksiyonladiktan sonra yapuklan calismada H pylori'ye karst aktivite tespit
etmislerdir.

Inamori ve ark. (66) A. keiskei’den elde ettikleri bilesiklerde antibakteriyel
aktivite bulmuslardir. Cahsmamizla benzer sekilde, elde ettikleri bilesiklerde
Enterobactericeae liyelerine kars: inhibitér etki gésterememislerdir.

Bitkinin tohumlarindan elde edilen ekstraktlar bakteri suslarina kars: daha etkili
bulunurken, yapraklanndan elde edilen 1F/k no’lu ekstraktin 7. rubrum’u giiclii bir
sekilde inhibe ettigi (MiK, 39 Lg/ml) saptandi.

Alchemilla rizeensis’in otsu boliimiinden elde edilen su ekstraktimin (5H/s)
B.catarrhalis, S.aureus, B.subtilis ve H.pylori’ye kars1 antibakteriyel etkili oldugu
tespit edildi. Bu ekstrakuin agar kuyucuk yayilma deneylerinde S.aureus ve
B.subtilis’a karsi daha biiyiik bir inhibisyon zonu olusturdugu saptanmasina karsin
MIK degerleri dikkate ahindiginda, B.catarrhalis ve H.pylori daha hassas (sirasiyla
312 ve 78 ug/ml) bulundu. Aym bitkinin gigek ve tohumlanndan elde edilen
ckstraktlarda da antibakteriyel etki gozlenmistir.

A. rizeensis ekstraktlanmn ozellikle polar kisminda antibakteriyel aktivite tespit
edildi. Djipa ve ark. (67) yapuklan bir calismada kontrol olarak kullandiklari A.
vitlgaris’in Gnemsiz antibakteriyel etkiye sahip oldugunu gistermis ve bu bitkilerin
antibakteriyel etkisinden tanenlerin sorumlu oldugunu belirtmislerdir.

Rosa pisiformis’e ait 6F/s kodlu ekstraktin B.catarrhalis ve H.pylori’ye karsi
MIK leri sirasiyla 78 ve 39 pg/ml olarak tespit edilirken, gram pozitif suslara karsi
aktivite gostermedigi izlendi. Aym bitkiye ait 6F/k ekstrakunda, 6F/s’e oranla daha

az olmakla beraber liim bakteri suslarina karsi aktivite gozlendi. Yesilada ve ark.
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(32), Tuzlact ve ark. (30). Tiirkiye'de, Miraldi ve ark. (27) Bati Azerbaycan'da
(iran) cesitli yorelerde Rosa canina bilkisinin halk tarafindan benzer hastaliklara
kargi kullamldigini belirtmektedirler. Bu yore ve kiiltiirdeki kullamm yayginhigina
karsin biyolojik aktivitesi ile ilgili bilgiler olduk¢a azdir. Shiota ve ark. (68)
yaptklar bir ¢alismada, Rosa canina ekstraktlanindan elde edilen bir bilesik ve B-
laktam ila¢ kombinasyonunun metisiline direncli S. aureus suslarina karsi sinerjik
etki gésterip B-laktam antibiyotigin MIK degerlerini diisiirdiigiinii gostermislerdir.

Newton ve ark. (69) yapuklar bir arastirmada Rosa canina ekstraktlaninda
antimikobakteriyel aktivite saptayamanmuslardir.

Primula longipes’ien eclde edilen ekstraktlardan 8H/k'min, tiim bakteri
suslaninda giiglii antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenirken, 8H/s’de aktivite
gozlenmedi. 8H/k kodlu ekstraktin H.pylori igin MIK’i 39 pg/ml, MBK 's1 78 pg/ml
olarak tespit edildi. S.aureus i¢in MiK'inin 78 pg/ml, MBK 'stnin 2.5 mg/ml olmas:,
ekstraktin bu bakieri i¢in bakteriostatik etkili oldugunu gostermektedir.

Antifungal aktivitesi en yiiksek ekstraktin; MIK degerleri C.albicans igin 312
pg/ml, T.rubrum igin 19 jg/ml olan Primula longipes'ten elde edilen 8H/k oldugu
belirlendi.

Betula medwediewii’den elde edilen kaba ekstraktlann tiimiinde antibakteriyel
etki tespit edildi. Calismada kullanilan kaba ekstraktlar icinde en diisiik MIK ve
MBK degerleri, 12Fr/k ckstraktindan elde edildi. Bu ckstraktin MIK degerleri,
B.catarrhalis, S. aureus, B. subtilis ve H. pylori igin sirasiyla 312, 78, 78 ve 19
pg/ml olarak tespit edildi. Rauha ve ark. (61) yaptklar bir cahismada B. pubescens
yaprak ekstraktlaninda S.aureus’a kars: belirgin aktivite bulmuslardir. Jones ve ark.
(70) B. alleghaniensis ekstraktlarinda antifungal aktivite tespit etmislerdir. Matsuda
ve ark. (71) bir baska Betula tiiriiniin (B .platyphylla var. japonica) ekstraktlarindan
saflastirilan  bilegiklerin, karacigeri koruyucu ve antioksidan aktiviteye sahip
olduklarim gostermislerdir.

Heracleum platytaenium’dan elde edilen, daha ¢ok apolar bilesikleri igeren
I4F/k ve 14F1+S/k ekstrakilarimin giiclii antibakteriyel etkiye sahip olduklan
belirlendi. Polar ekstrakilarinda ise herhangi bir aktivite goriilmedi. 14F/k

ekstrakunin H.pylori i¢in MIK’i 19 pg/ml olarak tespit edildi. Chacko ve ark. (72),
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Heracleum candolleanum’dan hazirlanan droglarin Hindistan'da bazi kabilelerce
artrit ve felg tedavisinde kullanildifim rapor etmekle birlikte, yapilan literatiir
calismalarinda antimikrobiyal aktiviteleri ile ilgili veriye ulasilamad.

Quercus pontica’dan elde edilen 13F/s ve Q. macranthera ssp. sypirensis’ten
elde edilen 17Fr/s no'lu ekstraktlarda B.catarrhalis ve H.pylori’ye kars: belirgin bir
aktivite tespit edilirken B.subtilis’e karst minimal bir etki gézlendi. Bu ekstraktlarda
S.aureus’a karsi aktivite bulunamadi. Bu bulgular, belirtilen ekstraktlann gram
negatif bakterilere kars: daha etkili olduklanm gistermektedir. Miraldi ve ark (27),
Sezik ve ark. (31) ve Vazquez ve ark. (73) gesitli Quercus tiirlerinin halk tarafindan
tedavi amaciyla kullamldigim belirtmektedirler.

Cowan (1), Quercus rubra’dan elde edilen tannin ve quercetinin (ticari preparat
olarak mevcut) antimikrobiyal etkili oldugunu rapor etmistir., Bu c¢alismada
kullandigimiz  Quercus tiirlerine ait ekstraktlarin  6zellikle polar kisimlarinda
aktivite tespit edilmesi, tannin igeriginden kaynaklanmis olabilir.

Alkofahi ve ark. (74), ratlarda etanol tarafindan indiiklenerek olusturulan iilser
modelinde bazi Quercus tiirlerine ait meyve ekstraktlarinin gliclii anti-tilser etkileri
oldugunu bulmuslardir.

Centaurea helenioides’ten clde edilen ekstraktlardan 15F/k'mn, agar kuyucuk
yayllma yontemiyle giiclii antibakteriyel etkisinin oldugu belirlendi. Ancak,
antibakteriyel MIK degerlerinin zon caplarina paralel olarak diisiik olmamasi
ekstraktin, agar icinde kolay yayilabilen bilesikler igerdigini gostermektedir. Aym
genus iginde bulunan ve ¢alismaya dahil edilen diger endemik bitkiden (Centaurea
appendicigera) elde edilen ekstraktlarin zayil etkili olduklan tespit edildi. Sezik ve
ark. (31) Orta Anadolu’da “boga dikeni” olarak bilinen Centaurea pulchella’nin
halk arasinda apse tedavisinde kullanildifini rapor etmislerdir. Tuzlaci ve ark. (30)
Centaurea iberica’min Sile (Istanbul) yoresinde, Vazquez ve ark (73) Centaurea
ornata’mn Ispanya’da kullamilan tibbi bitki oldugunu belirtmektedir. Yesilada ve
ark. (12) yaptiklan bir gahismada geleneksel tipta kullamlan Centaurea solstitalis L
ssp. solstitalis’in ¢icek ve otsu béliimiinden elde edilen [raksiyonlann H. pylori’ye

kars: giiclii antibakteriyel aktiviteleri oldugunu belirlemislerdir.
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Centaurea helenioides’in yapraklarindan elde edilen 15F/k no’lu ekstrakttan 16
fraksiyon elde edildi. Kaba ekstrakin MIK degeri kullanilan bakteri suslan arasinda
0.156 ile 1.25 mg/ml arasinda degismekteyken, fraksiyonlarin MIK lerinin oldukga
diisiik oldugu belirlendi. En etkili fraksiyonlarin Fx6 ve Fx7 oldugu tesbit edildi
(MIK’ler 19-78 pg/ml arasinda).

Baz fraksiyonlarin antifungal etkilerinin kaba ekstraktlarinkine oranla ¢ok daha
fazla oldugu belirlendi. Fraksiyon Fx7’nin 7. rubrum’u inhibe eden MIiK'i 4 pg/ml
olarak saptandi. Skaltsa ve ark. (57) Centaurea thessala ve C. attica’dan elde
ettikleri sesquiterpene laktonlarin ¢ok giiclii antifungal etkileri oldugunu tespit
etmislerdir. Vajs ve ark. (75) Centaurea nicolai’dan elde ettikleri guaianolidlerin
giiclii antifungal aktiviteye sahip olduklarim belirlemislerdir.

Anthemis cretica ssp. argaea’nin yaprak ve gicek/tohum kisimlarinin apolar
ekstraktlaninda antibakteriyel etki saptandi. Cahsmada, agar kuyucuk yayilma
yontemiyle saptanan en biiyiik ¢apli inhibisyon zonunu, Anthemis cretica ssp.
argaea’mn yapraklarnindan elde edilen 20F/k no’lu ekstrakt H.pylori'ye karsi (35
mm) gosterdi. Ekstrakun bu bakteriye karst MiK ve MBK degeri ise 156 pg/ml
olarak belirlendi. Bu ekstraktin fraksiyonlanmasi ile 10 fraksiyon elde edildi. En
aktif fraksiyon olan Fx4'iin, B.catarrhalis, S.aureus, B.subtilis ve H.pylori icin MiK
degerleri sirasiyla 0.009, 0.078, 0.156 ve 0.039 olarak tespit edildi. Sokmen ve ark.
(15) ve Vardar-Unli ve ark. (76), Anthemis sp. toprak iisti kisimlarindan
¢ahsmamiza benzer sekilde elde ettikleri ekstraktlarin antifungal ve antibakteriyel
etki belirleyememiglerdir. Buna karsin Quarenghi ve ark. (77), Anthemis cotula
¢igek ekstraktlarimin antibakteriyel etkili oldugunu rapor etmislerdir.

Verbascum varians var. frapezunticum’dan elde edilen tohum ekstraktlarinda
aktivite tespit edilemedi. Yaprak ckstraktinda (2F/k) zayif bir aktivite gozlendi.
Sezik ve ark. (31) Verbascum pumilum’un Orta Anadolu’da tibbi bitki olarak
kullamldigim belirtmektedirler. Baytop (21), V. phlomoides ve V. thapsus’u Dogu
Karadeniz Bolgesi'nden dissatimn yapilan bitkisel droglar icinde belirtmektedir.
Yapilan literatiir calismalarinda Verbascum genusuna ait bitkilerin antimikrobiyal

aktiviteleri ile ilgili bilgiye rastlanmamistir.
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Salix rizeensis’e ait yaprak ve meyve ekstraktlarindan, suda coziinebilen
bilesikleri igeren yaprak ekstrakuinda (3F/s) kullanilan bakteri suslarina kars: etki
belirlendi. Ayni genus icinde bulunan Salix caprea’mn kok ekstraktlarinda Rauha
ve ark. (63) giiclii olmayan antibakteriyel etki saptamuslardir. Salisilik asitin elde
edildifi Salix alba (beyaz sogiit) ekstraktlaninin antimikrobiyal etkilerinin de
oldugu, Cowan (1) tarafindan rapor edilmistir. Sezik ve ark. (31), sigiit
yapraklarinin analjezik ve antipiretik olarak Dogu Karadeniz Bolgesi'nde halk
tarafindan yogurda kanistinlarak yenmek suretiyle kullanildigini tespit etmislerdir,
Salix alba yapraklanmn Kuzeybati Anadolu’da kil kurduna karsi kullamildig
Yesilada ve ark. (32) tarafindan belirtilmektedir. Tuzlaci ve ark. (30) Salix
babylonica (salkim s6giit) yapraklarinin Sile civarinda halk arasinda oksiiriige karsi
ve bronsitte kullanildigim belirtmektedirler.

Rhododendron  ponticum ssp. ponticum var. heterophyllum’un  genc
yapraklar. olgun yapraklari ve cicek/tohum ekstraktlart hazirlandi. Kloroformda
¢oziinen higbir ekstraktta antibakteriyel aktivite gozlenmedi. Suda coziinen
bilesikleri igeren ekstraktlanin tiimiinde aktivite gozlendi. Geng yapraklarina ait
ekstrakun (11F°/s) B. catarrhalis ve H. pylori'ye karst MIK'i 312 pug/ml olarak
belirlenirken, bu deger S. aureus ve B. subtilis icin daha yiiksek olarak tespit edildi.
Cicek/tohum ekstraktinin (11F1+8/s) ise gram pozitif bakterilere karsi daha etkili
oldugu belirlendi. Baytop (21), Rhododendron lutei yapraklanimn Dogu Karadeniz
Bolgesi'nden yurtdisina satildigini rapor etmektedir. Yesilada ve ark. (32)
tarafindan yapilan bir arastirmaya gire Rhododendron ponticum ssp. ponticum
yapraklart  Kuzeybati Anadolu’da halk arasinda dis agnsim dindirmek igin
kullamlmaktadir. Demirbag ve ark. (14), Rhododendron ponticum yaprak
ekstraktlarimin antibakteriyel etkili oldufunu ve cahsmamizla benzer sekilde E.
coli’nin bu ekstrakita direncli oldugunu tespit etmislerdir.

Delphinium formosum’dan elde edilen kloroform ekstraktlaninda (16F/k,
16FI/k) antibakteriyel aktivite gozlendi. Yaprak ve gigek ekstraktlar arasinda,
aktivite agisindan 6nemli bir fark saptanmad.

Papaver lateritium’a ail yaprak, tohum ve cicek ekstraktlaninin kloroform

fazlarinda (18F/k, 18S/k ve 18FI/k) giiclii olmayan antibakteriyel aktivite gdzlendi.
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Cowan (1), Papaver somniferum ekstraktlarinin (igerdigi alkaloidler ile) genel
olarak antimikrobiyal etkili oldugunu rapor etmistir. Yesilada ve ark. (32), Papaver
somniferum tohumlarinin  Kuzeybati Anadolu’da halk arasinda peptik iilser
tedavisinde kullamldigim  belirtmektedirler. Ancak calismamizda kullanilan
Papaver lateritium ekstraktlaninda H. pylori’ye karst giiglii bir antibakteriyel etki
bulunmadi.

Onobrychis armena’'nin  polar yaprak ekstraktlaninda (21F/s) dnemsiz
antibakteriyel aktivite tespit edildi. Cowan (1) Onabrychis viciifoli bitkisinden elde
edilen tanninlerin rumen (iskembe) bakterilerini inhibe ettigini rapor etmistir.
Onobrycis tourrefortii yaprak ekstraklan ile yaptiklari ¢alismalarda Vardar-Unlii ve
ark. (76) antifungal etki tespit edemezken; Sékmen ve ark. (15) Branhamella
catarrhalis ve Corynebacterium glutamicum’a karsi calismamizla benzer sekilde
diisiik diizeyde antibakteriyel aktivite saptamuslardir.

Calismamizda kullamlan Campanula betulifolia, Jasione supina ssp. pontica,
Lamium sulfureum. Phlomis russeliana ve Sempervivum armenum’a ait hicbir
ckstrakita antibakteriyel aktivite tespit edilemedi.

Jasione ve Lamium tiirleri ile ilgili literatiir aragtrmalarinda antimikrobiyal
aktiviteleri ile ilgili herhangi bir veriye rastlanmadi.

Vardar-Unlii ve ark. (77) ve Sékmen ve ark. (15) yaptklan cahismalarda
Campanula glomerata ekstraktlarinda calismamizla benzer sekilde antibakteriyel ve
antikandidal aktivite tespit edememislerdir.

Phlomis tiirlerinin yaralann ve solunum sistemi hastaliklarinin tedavisinde tibbi
bitki olarak kullamldig bilinmektedir (78). Couladis ve ark. (79) bir baska Phlomis
tiirinden (P. lantana) elde ettikleri esansiyel yaglann, bazi gram pozitif ve negatif
bakterilere karsi orta diizeyde ve bir fungal susa karsi giiclii aktiviteye sahip
olduklanim  gostermislerdir. Phlomis tiirlerinin antibakteriyel etkileri, daha cok
icerdikleri flavonoidlerden kaynaklanmaktadir. Flavonoidler, bitkinin metanolde
ekstraksiyonu ile izole edilmektedir (78). Calismamizda da metanol ekstraksiyonu
kullamlmasina ragmen aktivite tespit edilemeyisi, P. russeliana’min antibakteriyel
etkili flavonoidleri igermedigini diisiindiirmektedir. Vardar-Unlii ve ark. (76)

P.pungens ve P.sicheana ekstraktlarinda antikandidal aktivite belirleyememislerdir.
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Stkmen ve ark. (15) ise Sivas yoresinde yetisen bu iki Phlomis tiriinden P.
sieheana’ min Streptococeus pnewmonia susunu zayif olarak inhibe ettifini, ancak P.
pungens ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisinin olmadigini rapor etmislerdir. Ayni
sekilde Sokmen ve ark. (11) Phlomis kurdica’mn toprak iistii kisimlarina ait
ekstraktlarda antibakteriyel aktivite lespit edememislerdir. Bu veriler Phlomis
tiirlerinin genel olarak giiclii antimikrobiyal bilesik icermediklerini  ortaya
koymaktadir,

Abram ve ark. (80) yapuklan bir ¢alismada Sempervivum tectorum yaprak
ekstraktlarinin, ozellikle gram pozitif bakterilere karst antimikrobiyal etkili
olduklarim  belirtmelerine karsin, calismamizda buna paralel bulgu elde

edilmemistir.

5.3. Ekstraktlarin Antiviral Aktiviteleri

Plak azalma deneyleri (PRA) ile 7 bitkiye ait 9 ekstraktta (% 11.8) anti-HSV
etki belirlendi. Etkili ekstraktlarin tiimii suda ¢oziinen bilesikleri i¢eren fazlara aitti.
Cowan (1), suda ¢oziinen bilesiklerin (polisakkaritlar, polipeptidlar ve cesitli
lektinler) daha c¢ok viruslann adsorbsiyonunu engelleyerek antiviral etki
gosterdiklerini rapor etmektedir. Higbir ekstraktin kloroform fazinda aktivite tespit
edilememesinin sebebi olarak: ekstraktlarin antiviral etkili bilesik icermemesi veya
sahip olduklan oldukga yiiksek hiicresel toksisite ile antiviral etkiyi maskeledikleri
diistiniilmektedir. Bu ekstraktlann fraksiyonlanarak miimkiin ise toksik ve antiviral
etkili bilesiklerin birbirinden ayrilmalar saglanabilir.

Antiviral etkili 9 ekstraktin hem HSV-1 hem de HSV-2 suslanna etkili oldugu
saptandi. Plak olusumunu %50 azaltan ekstrakt konsantrasyonlarina (ICsy) gore
HSV-2'nin HSV-1'e oranla daha hassas oldugu goriildii.

Antiviral etkili ekstraktlarin yiiksek konsantrasyonlarda hiicrelere toksik oldugu
goriildii. Sitotoksisite deneyleri yapilarak hiicrelerin %50’sine toksik olan ekstrakt
konsantrasyonlar1 (TCs;) hesaplanmadif icin bu subjektif gézlem sonuglan tabloda

belirtildi (Tablo 18).
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Angelica sylvestris var. stenoptera tohumlarindan clde edilen su ekstraktinin
(1S/s) antibakteriyel etkisinin yaninda antiviral etkisinin de olduZu tespit edildi

(Sekil 33).
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Sekil 33. Angelica sylvestris var, stenoptera (15/s).

ICsy degerleri, HSV-1 icin 190.6 pg/ml, HSV-2 ic¢in 164.4 pg/ml olarak
hesaplandi.

Inamori ve ark. (66) aym genus iginde bulunan A. keiskei’nin halk arasinda
eskiden cigek hastaliginin tedavisinde kullamldigim belirtmektedirler.
Ye ve ark. (81) A. sinensis ekstraktlarimin geleneksel Cin ubbinda (Traditional
Chinese Medicine) jinekolojik hastaliklann tedavisinde kullanildigimi  ifade
etmektedirler.

Her iki ¢ahsma Angelica tiirlerinde antiviral etkili bilesikler bulunabilecegini
gostermektedir. Yapilan literatiir calismalarinda Angelica tiirlerine ait ekstraktlarin

antiviral aktiviteleri ile ilgili calismaya rastlanmadi.

Alchemilla rizeensis'ten clde edilen 5F1+S/s numarali ckstraktin yiiksek
konsantrasyonlarinda, az da olsa antiviral etkili oldugu belirlendi (Sekil 34). 1Csy
degerleri HSV-1 i¢in 450 pg/ml, HSV-2 igin 420.1 pg/ml olarak hesaplandi.

Yapilan literatiir ¢calismalarinda Alchemilla tiirlerine ait ekstraktlarin antiviral

aktiviteleri ile ilgili cahsmaya rastlanmadi.
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Sekil 34. Alchemilla rizeensis (5SF1+5/s).

Rosa pisiformis’in yaprak ekstrakunin (6F/s) gii¢lii antiviral aktiviteye sahip
oldugu tespit edildi (Sekil 35). Ekstraktin HSV-1'e karsi daha etkili oldugu
giizlendi. 1Csy degerleri HSV-1 icin 103.7 pg/ml, HSV-2 igin 116.4 pg/ml olarak

hesaplandi.
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Sekil 35. Rosa pisiformis (6F/s).

McCutcheon ve ark. (8) bir baska
Rosa tiriine (Rosa  nutkana) — ait
ekstraktlarda  Corona  virusa  karsi
antiviral aktivile tespit ederken HSV tip
1 lizerinde inhibitér etki
belirleyememislerdir. Minshi (82), anti-
HSV-2 aktivite arastirdigi 500 bitkisel
drug arasinda Rosa laevigata ve Rosa
multiflora ekstraktlarinda orta diizeyde

aktivite belirlemistir.
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Rhododendron ponticum ssp. ponticum var. heterophyllum’a ait geng yaprak
(11F"/s) ve olgun yaprak (11F/s) ekstraktlarinin antiviral etkili oldugu bulundu (Sekil
36). 1Cs degerlerine gore, geng yapraklardan elde edilen 11F'/s numarali ekstraktin
olgun yapraga ait ekstrakta oranla daha etkili oldugu gériildii. Bu ekstraktin 1Csy
degerleri HSV-1 icin 367.3 pg/ml, HSV-2 i¢in 187.5 pg/ml olarak hesaplandi. Olgun

yapraklara ait olan ekstraktin 1Cs, degerleri ise sirasiyla 375 ve 212.1pg/ml olarak

bulundu.
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Sekil 36. Rhododendron ponticum ssp. ponticum var. heterophyllum
(11F*/s, 11F/s)

Yesilada ve ark. (32) tarafindan yapilan bir arasurmaya gore Rhododendron
ponticum  ssp. ponticum yapraklan Kuzeybati Anadolu’da soguk alginhig
tedavisinde bir tane taze yaprak ¢ignenmek suretiyle halk tarafindan
kullantlmakiadir. Bununla birlikte Rajbhandari ve ark. (83), Rhododendron
anthopogon yaprak ekstraktlarinda influenza A virusu iizerine herhangi bir antiviral
aktivite tespit edemezken, ekstraktlann HSV-1'i inhibe ettigini belirlemislerdir
(ICs4, 38-70 pg/ml). Minshi (82), yaptig1 bir calismada Rhododendron simsii sulu
ckstraktlarimin giiclii anti-HSV-2 aktiviteye sahip olduklarim tespit etti. Kashiwada
ve ark. (84) da Rhododendron dauricum yaprak ekstraktlanmin ve bunlardan elde

edilen baz: bilesiklerin anti-HIV etkili olduklarini rapor etmislerdir.
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Betula medwediewii bitkisinin yaprak ve meyvelerine ait polar ekstraktlarda
antiviral etki saptandi (Sekil 37). Bu bitkinin meyvelerinden elde edilen 12Fr/s,
¢alismadaki en etkili antiviral ekstrakt olarak belirlendi (ICsy degerleri HSV-1 igin
76.5 pg/ml, HSV-2 icin 50.2 pg/ml). Yapraklarindan ekstrakte edilen 12F/s’in ICsq
degrerlerinin HSV-1 ve 2 igin sirastyla 385.7 ve 378.1 pg/ml oldugu belirlendi.

Calismada asiklovirin ICsy degeri HSV-1 igin 0.84 pg/ml olarak tespit edildi.
Kaba ekstrakun icerdigi bilesiklerin sayica fazla olusu, muhtemelen antiviral etkisi
olmayan bilesiklerin agulik olarak ekstrakt kompozisyonuna hakimiyetleri goz
tniine alindiginda, 12Fr/s kodlu ekstrakitan elde edilen ICs, degerler iimit verici
olarak yorumlandi. McCutcheon ve ark. (8), yaptiklari bir calismada Berula

papyrifera ekstraktlarinda antiviral aktivite belirleyememislerdir.
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Sekil 37. Berula medwediewii.(12F/s, 12Fr/s)

Quereus pontica’nn yapraklarindan elde edilen ekstraktm (13F/s), HSV-1 igin
299 pg/ml, HSV-2 igin 210.1 pg/ml ICs; degerleri ile antiviral etkili oldugu tespit
edildi (Sekil 38). Cowan (1), Quercus rubra’dan elde edilen baz:1 [lavonoidlerin
integraz ve reverz transkriptaz enzimlerini inhibe ederek anti-HIV etki gisterdigini

rapor etmistir.



g

8

@
=

% inhibisyon
o5B88833

1 05 025 0125 0062
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 38. Quercus pontica (13F/s).

Quercus macranthera ssp. syspirensis’in meyvelerinden elde edilen 17Fr/s
numaralt  ekstraktin - antiviral

Quercus macranthera (Fr) etkili oldugu belirlendi (Sekil

39). ICsq degerleri HSV-1 igin

100 188.1 pg/ml, HSV-2 icin 135.1

g/ml olarak hesaplandi.

Quercus  pontica’min  aksine

yaprak ckstraktlaninda aktivite

bulunamadi.
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Sekil 39. Quercus macranthera ssp. syspirensis (17Fr/s).

Rusak ve ark. (85), Centaurea rupestris’ten elde edilen quercetagetin
flavonoidlerinin  bir bitki virusunu inhibe ettigini giistermelerine ragmen,

tarafimizdan endemik Centaurea tiirlerinde anti-HSV ectki belirlenememistir.
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McCutcheon ve ark. (8), Verbascum thapsus yaprak ekstraktlanmn HSV
tarafindan indiiklenen sitopatik etkiyi kismen de olsa inhibe ettigini rapor
etmislerdir. Aym c¢ahsmada, Delphinium muttallianum, Salix bebbiana ve
Heracleum maximum’un cesitli kisimlarina  ait  ekstraktlarda antiviral etki
saptanamarmstir.  Sokmen (16), Phlomis kurdica hiicre kiiltiir ekstraktlarinda

calismamizla benzer sekilde antiviral etki tespit edememistir.



6. SONUC VE ONERILER

Dogu Karadeniz Bolgesi'nde dogal olarak yetisen 22 endemik bitkiye ait 76

ekstrakt ve bunlardan ikisine ait 26 fraksiyon antimikrobiyal aktiviteleri yoniinden

aragtirildi. Bu amagcla yapilan deneylerin sonuglarina gire;

Test edilen 76 ekstrakttan, 17 bitkiye ait 42 ekstrakt (% 55.3) en az bir
bakteriye kars: etkili bulundu.

2. Su ve kloroform [azinda elde edilen ekstraktlarin antibakteriyel aktiviteleri

goz oniinde bulunduruldugunda, suda ¢dziinmeyen (kloroformda ¢éziinen)

ekstraktlarin sayica daha fazla oldugu (%59.5) belirlendi.

Baz bitkilerin (Verbascum varians var. trapezunticum, Primula longipes,
Heracleum platytaenicum, Delphinium formosum, Papaver lateritium,
Anthemis cretica ssp. argaea) sadece apolar ekstraktlaninda antibakteriyel
aktivite saptandi. Buna karsin, dier bazi bilkilerin (Salix rizeensis,
Rhododendron ponticum ssp. ponticum var. heterophyllum ve Sempervivum
armenum) sadece suda ¢oziinen ekstraktlarinda antibakteriyel aktivite

gozlendi.

Tanen icerigi nedeniyle antimikrobiyal etkili oldugu bildirilen bitkilerin
bulundugu genusa ait endemik bitkilerin, genel olarak polar ekstraktlarinda

aktivite tespit edildi.
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5. Ekstraktlarin inhibitér etkilerine en hassas bakteri susu Branhamella
catarrhalis olarak belirlenirken, Escherichia coli’ye karst inhibitér etki
gozlenmedi.

6. Alchemilla rizeensis, Angelica sylvestris var. stenoptera, Betula
medwediewii, Quercus pontica ve Quercus macranthera ssp. syspirensis
bitkilerine ait tiim ekstraktlarda antimikrobiyal etki saptamrken; Campanula
betulifolia, Jasione supina ssp. pontica, Lamium sulfureum, Phlomis
russeliana ve Sempervivum armenum’a ait hicbir ckstraktta antimikrobiyal

aktivite gézlenmedi.

7. MIK degerleri dikkate alindiginda, Betula medwediewii meyvelerinden elde
edilen ve kloroformda c¢oziinen bilesikleri iceren ekstraktin, calismada
kullanilanlar iginde en diisiik MIK degerine sahip ekstrakt oldugu belirlendi
(MIK degerleri 19-312 pg/ml arasi).

8. Ekstraktlardan 8’inin (% 10.5) Candida albicans’y, 36’smn (% 47.4)
Trichophyton rubrum’u inhibe ettigi tespit edildi. Primula longipes’in
toprak iistii kistmlarma ait, apolar bilesikleri igeren ekstrakun antifungal
etkisi en fazla (MIK degerleri C. albicans igin 312, T. rubrum icin 19
ng/ml) olan ekstrakt oldugu belirlendi.

9. Centaurea helenioides’ten elde edilen Fx7°nin en etkili antibakteriyel ve
antifungal fraksiyon oldugu tespit edildi. Bu fraksiyonun MIK degerlerinin
4 - 312 pg/ml arasinda oldugu (T. rubrum icin 4 pg/ml, B. subtilis igin 312
tg/ml) bulundu. Fx7'nin C. albicans’a karsi inhibitér etkisinin olmadig

saptandi.

10. Anthemis cretica L. ssp. argaea yaprak ekstraktlannin fraksiyonlanmasi ile
elde edilen Fx3'iin antifungal, Fx4'lin antibakteriyel etkinin yogunlastig
fraksiyonlar oldugu belirlendi. En etkili fraksiyonlann MiK’leri 9 ve 156
Wg/ml arasinda degistigi goriildii.
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Fraksiyonlanan Centaurea helenioides’ten elde edilen Fx7 ve Anthemis
cretica L. ssp. argaea’dan elde edilen Fx3 ve Fx4'iin ileri ¢alismalarinin

yapilmasinin yararh olacag: kanaatine varild

Suda ¢tziinen 9 ckstraktin (% 11.8) antiviral etkili oldugu belirlendi. Tlging
olarak antiviral etki genel olarak gii¢li antibakteriyel etkili ckstraktlarda

saptandi.

. Betula medwediewii meyvelerinin ekstraku, en etkili antiviral ekstrakt olarak

(ICsy degerleri HSV-1 igin 76.5 pg/ml, HSV-2 icin 50.2 pg/ml) saptandi.
Ayrica Rosa pisiformis’in yaprak ekstraktinda belirgin antiviral aktivite
gozlendi. Angelica sylvestris var. stenoptera, Alchemilla rizeensis,
Rhododendron ponticum ssp. ponticum var. heterophyllum, Quercus pontica
ve Quercus macranthera ssp. syspirensis’e ait bazi ekstraktlarda antiviral
etki belirlendi. Bu ¢alisma ile Angelica, Alchemilla ve Betula genusuna ait

bitkilerde antiviral etkili bilesikler oldugu ilk kez tespit edildi.

Antiviral etkileri bulunan ekstraktlarin etki spektrumlanimin belirlenmesi i¢in
RNA viruslarinin da dahil edildigi daha fazla sayida virus susuna kars1 etki
arasurilmah ve in vivo olarak (hayvan modellerinde) ekstraktlann etkinligi

gosterilmelidir.

. Agar kuyucuk yontemi ile antimikrobiyal aktivite belirlenmesi &n bir islem

olarak uygundur. Ancak MIK degerlerinin belirlenmesi antimikrobiyal
etkinin giiciiniin saptanmasinda daha dogru bilgi vermektedir. Sivi
mikrodiliisyon yontemi is giicii azhgi, kolay uygulanabilir ve ekonomik
olusu sebebiyle MIK lerin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Ancak bulamk
ekstrakt siispansiyonlarinda MIK tespiti zor oldugu i¢in ya MBK bakilmah

ya da agar diliisyon yontemi kullanilmalidir.
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16. Calismada kullanilan 22 endemik bitkinin antimikrobiyal etkili bilesiklerinin

18.

varhg ile ilgili bilgiler ilk defa ortaya kondu. Bazi ekstraktlarin giiclii
antimikrobiyal etkilerinin varlifinin gosterilmesi yeni antimikrobiyal ajan
arayislarinda  endemik  bitkilere de Gnem  verilmesi  gerektigini
gostermektedir. Aynica, giiglii antimikrobiyal etki tespit edilen ekstraktlarin
bu agamadan sonraki faz cahsmalari ile antimikrobiyal ajan olarak

kullamlabilirliklerinin aragtinlmasinin yararh olacag kanaatindeyiz.

- Antimikrobiyal aktiviteleri tespit edilen ekstraktlarin hiicrelere toksisitesi subjektif

olarak  degerlendirilmigtir. Sitotoksisite deneyleri ile bu ekstraktlarin  toksik

konsantrasyonlarinin belirlenmesi verilerin yorumlanmasina katki saglayacakur.

Bitki floras agisindan oldukga zengin olan Dogu Karadeniz Bilgesi yabanci
bilim adamlan tarafindan yogun ilgi gérmekte, bilgeden toplanan érnekler
aragrilmak iizere yurt disina gotiiriilmektedir (Dr. S. Terzioglu, kisisel
tletisim). Bu agidan bilgede yetisen endemik ve ubbi bitkiler iizerinde
yaptlacak galigmalarin Tiirk bilim adamlan tarafindan 6ncelikli olarak ele
alinmasinin iilkemize hem bilimsel hem ckonomik katki saglayacag: gercegi

oz Oniine alinmalidir.



7.0ZET

Bu galismada Dogu Karadeniz Bolgesi'nde yetisen 22 endemik bitkiden elde
edilen 76 kaba ekstraktin antibakteriyel, antifungal ve antiviral etkileri patojen 5
bakteri, 2 mantar ve 2 virus susu kullamlarak arastinldi. Ayrica giiclii antibakteriyel
etkili olarak belirlenen 2 ckstrakttan elde edilen fraksiyonlarin antibakieriyel ve
antifungal aktiviteleri incelendi.

Yetmisalti ekstraktin 427sinin (% 55.3) en az bir mikroorganizmaya karsi etkili
oldugu tespit edildi.

Ekstraktlarin en etkili oldugu bakteri susunun Branhamella catarrhalis oldugu
belirlenirken, Escherichia coli’yi inhibe eden ekstrakta rastlanmadi. Betula
medwediewii meyvelerinden clde edilen ve kloroformda ciziinen bilesikleri igeren
ekstraktin 19-312 pg/ml arasi degisen MIK degerleri ile en etkili antibakteriyel ekstrakt
oldugu saptandi. Ayrica Alchemilla rizeensis. Rosa pisiformis, Primula longipes ve
Heracleum platytaeniun’um toprak iistii kisimlarina ait baz ekstraktlann MIK
degerleri itibariyle giiclii antibakteriyel aktiviteli olduklari tespit edildi.

Antifungal aktivitesi en yiiksek ekstrakt Primula longipes’in toprak iistii
kisimlarindan (MIK degerleri Candida albicans icin 312 pg/ml, Trichophyton rubrum
icin 19 pg/ml) elde edildi.

Centaurea helenioides ve Anthemis cretica L. ssp. argaea’dan elde edilen bazn
fraksiyonlarm giiclii antibakteriyel ve antifungal aktivitelerinin oldugu (MIK degerleri
4-78 pg/ml) belirlendi.

Betula medwediewii meyvelerinden elde edilen bir ekstraktn sirasiyla 76.5 pg/ml
ve 50.2 pg/ml 1C5, degerlerinde HSV-1 ve HSV-2'yi inhibe ettigi saptandi. Ayrica
Rosa pisiformis (yaprak), Angelica sylvestris var. stenoptera (tohum), Alchemilla
rizeensis (toprak iisti kisimlan), Rhododendron ponticum ssp. ponticum var.

heterophyllum (genc ve olgun yaprak), Quercus pontica (yaprak) ve Quercus
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macranthera ssp. syspirensis'e (meyve) ait bazi ekstraktlarda antiviral aktivite
belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Dogu Karadeniz Bélgesi, endemik bitki, antibakteriyel aktivite,
antifungal aktivite, antiviral aktivite.



8. SUMMARY

In this study, 76 extracts from 22 endemic plant species growing in Eastern
Black Sea Region were investigated for their antibacterial, antifungal and antiviral
activity against 5 pathogenic bacteria, 2 fungi and 2 viral strains. Also, fractions
obtained from two extracts having strong antibacterial activity were studied [or their
antibacterial and antifungal features.

Forty two crude exiracts from 17 plants were found to posses antibacterial
activity against at least one (or more) test microorganisms.

While the most susceptible bacterial strain was Branhamella catarrhalis, none
of the extracts showed inhibitory effect against Escherichia coli.

The chloroform soluble extract from fruits of Betula medwediewii was
determined as the most prominent one for its antibacterial activity with MICs
between 19-312 pg/ml. In addition, some extracts from aerial parts of Alchemilla
rizeensis, Rosa pisiformis, Primula longipes and Heracleum platytaenium had
strong antibacterial activity regarding MIC values.

The most prominent extract for its antifungal activity was obtained from aerial
parts of Primula longipes (MIC values of 312 pe/ml for Candida albicans, 19
wg/ml for Trichophyton rubrum).

It was determined that some fractions from extracts belonging to leaves of
Centaurea helenivides and Anthemis cretica L. ssp. argaea showed strong
antibacierial and antifungal activity with MIC values between 4 and 78 pg/ml.

A water soluble extract from the fruit of Betula medwediewii inhibited HSV-1
and HSV-2 with ICs, values 76.5 pg/ml and 50.2 pg/ml, respectively. Antiviral
activity was also determined in some extracts from Rosa pisiformis (aerial),

Angelica sylvestris var. stenoptera (seed), Alchemilla rizeensis (flower and seed),
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Rhododendron ponticum ssp. ponticum var. heterophyllum (aerial), Quercus pontica
(aerial) and Quercus macranthera ssp. syspirensis (fruit).

Key words: Eastern Black Sea Region, endemic plants, antibacterial activity,
antifungal activity, antiviral activity.
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