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OZET

HELIOTROPIUM HIRSUTISSIMUM’DAN ELDE EDIiLEN FARKLI
EKSTRELERIN FITOKIMYASAL ANALIZI VE BiYOLOJIiK
AKTIiVITELERININ DEGERLENDIRILMESI

Semih UZUNHAN

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Damismant: Yrd. Dog. Dr. Tiilay ASKIN CELIK
2013, 104 sayfa

Bu calismada, Helitropium hirsutissimum dan toprak istii kisimlar kullanilarak
elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerin (petrol eteri, dietil
eter, etil asetat, metanol, su (infiizyon ve dekoksiyon)) fitokimyasal madde
analizleri yapilmig ve ekstrelerin antioksidan aktivitesi, toplam fenolik madde
miktar1, hidrojen peroksidi (H,O,) siiplirme ve metal selatlama aktiviteleri
belirlenmistir. H. hirsutissimum bitkisinin sitotoksik etkisinin olup olmadigi da
Artemia salina Brine Shrimp Lethality Assay (BSLA) yontemiyle arastirtlmustir.

Bitkiden elde edilen farkli ekstrelerin DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitesi,
H,0, siipiirme ve metal selatlama aktiviteleri kontrol ile karsilastirildiginda gerek
ekstre tipine ve gerekse uygulama konsantrasyonu artisina bagli olarak farkliliklar
gostermistir. Denenen ekstreler igerisinde en yiiksek radikal siipiiriicii aktiviteye
sahip ekstre, infiizyon ekstresi olurken, diger ekstrelerin gerek serbest radikal
stiptiriici aktiviteleri gerekse H,O, siiplirme ve metal selatlama aktivitelerinin
diisiik oldugu bulunmustur.

H. hirsutissimum’dan elde edilen ekstreler i¢in yapilan fitokimyasal analizlerde
ekstre tipine gore farkliliklar gozlenmis, metanol ekstresi disindaki diger
ekstrelerde en fazla alkaloidlerin  bulundugu saptanmistir. Ekstrelerde
alkaloidlerden sonra en fazla fenollerin (petrol eteri, inflizyon ve dekoksiyon
ekstrelerinde) ve saponinlerin (metanol, infiizyon ve dekoksiyon ekstrelerinde)
bulundugu saptanmistir. Tanen ve antrakinonlarin az miktarda oldugu ve

flavonoidlerin ise hicbir ekstrede bulunmadigi tespit edilmistir.

H. hirsutissimum'dan elde edilen petrol eteri, dietil eter, etil asetat, metanol, su
(infiizyon ve dekoksiyon) ekstrelerinin, uygulanan konsantrasyon araliklar iginde
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(100pg/ml-1000png/ml) pozitif kontrol olan umbelliferon ile karsilastirildiginda,
Artemia salina larvalar iizerinde sitotoksik etkisinin olmadig1 gorillmistiir.

Anahtar sozciikler: Antioksidan aktivite, Brine Shrimp Lethality Assay, DPPH
stiptirticti aktivite, Heliotropium hirsutissimum, fitokimyasal analiz, sitotoksik
etki



ABSTRACT

PHYTOCHEMICAL SCREENING AND ASSESSMENT OF
BIOLOGIC ACTIVITY OF DIFFERENT EXTRACTS OBTAINED
FROM HELIOTROPIUM HIRSUTISSIMUM

Semih UZUNHAN

M. Sc. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Tiilay ASKIN CELIK
2013, 104 pages

In this study, Phytochemical content screening of extracts (petroleum ether,
diethyl ether, ethyl acetate, methanol and water (infusion and decoction) which
were obtained by using aerial parts from Heliotropium hirsutissimum and prepared
on different concentration was performed, and antioxidant activity, total phenolic
content, hydrogen peroxide (H,O,) scavenging and iron chelating activities of
extracts were determined. Whether the cytotoxic effect of H. hirsutissimum plant
exists or not was investigated by Artemia salina Brine Shrimp Lethality Assay
(BSLA) method.

When DPPH free radical scavenging activity of different extracts obtained from
plants was compared with H,O, scavenging and iron chelating activities control, it
showed differences depending on either the extract type or the application
concentration increase. It was also found that while the extract with the highest
radical scavenging activity became the infusion extract, free radical scavenging
activities and H,0, scavenging and iron chelating activities of the other extracts
were weak.

In the phytochemical analyses performed for extracts obtained from Heliotropium
hirsutissimu, differences according to the extract type were observed ,and it was
determined that mostly alkaloids existed in other extracts except methanol extract.
Following alkaloids, phenols (in petroleum ether, infusion and decoction extracts)
and saponins (in methanol, infusion and decoction extracts) were the most
encountering phytochemicals in the extracts. It was determined that the
antraquinon existence was weak ,and flavonoids did not exist in any extracts as
well.



Brine Shrimp toxicity test showed that petroleum ether, diethyl ether, ethyl
acetate, methanol and water (infusion and decoction) extracts obtained from
H.hirsutissimum did not have a cytotoxic effect on Artemia salina by comparison
with umbelliferone which is the positive control in applied concentration ranges
(100png/ml-1000png/ml).

Key Words: Antioxidant activity, Brine Shrimp Lethality Assay, DPPH
scavenging activity, Heliotropium hirsutissimum, Phytochemical analysis,
cytotoxic effect.
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Bu calismada emegi gecen ve destegini esirgemeyen herkese tesekkiirlerimi
sunmadan Once belirtmek isterim ki, yasayip 6grendigimiz her sey diinyanin
tizerine kuruldugu kiiltiir ve medeniyet mirasinin eseridir ve bu eser, insanlar var

olup diinya dondiikce ¢1g gibi biiylimeye devam edecektir.

[k olarak bu tez calismasi boyunca bilgi, sabir ve destegini benden esirgemeyen
ve bana bilim yolculugunda g¢okga tecriibe katan ¢ok degerli Sayin Hocam Yrd.
Dog. Dr. Tiilay ASKIN CELIK e en icten tesekkiirlerimi sunarim.

Tez galismas: siiresince gerek bilgisiyle gerek yardimseverligiyle benden destegini
esirgemeyen Degerli Hocam Ars. Gor. Dr. Ozlem Sultan ASLANTURK’e
tesekkiirii borg bilirim.

Tez calismas: siiresince Adnan Menderes Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
Biyokimya, Mikrobiyoloji ve Doku Kiiltiirii laboratuarini bana agan ve makine-
techizat kullanimi konusunda destegini esirgemeyen, bitki ekstrelerinin
liyofilizasyon islemlerinde yardimci olan Sayin Hocalarim Dog. Dr. Kubilay
METIN’e, Dog. Dr. Halil BIYIK a, Ars. Gor. Dr. Yelda CALMAZ EMEK ’e, Ars.
Gor. Dr. M. Evrim DEMIR’e, Ars. Gér. Rukiye YAVASERe ve ayrica Yiiksek
Lisans 6grencisi Kazim Sahin KARASULEYMANOGLU’na, icten tesekkiirlerimi

sunarim.

Calismada kullandigim bitkinin sistematik tayinini yapan ve bilgi ve destegini
esirgemeyen sayin hocam Yrd. Dog. Dr. Ozkan EREN’e ve bitkinin herbaryum
orneklerinin yapiminda g¢okca katkisi olan Yiiksek Lisans Ogrencisi Birsen
KARAKUS ve Yiiksek Lisans dgrencisi Muhiyettin SENTURK ’e tesekkiirii borg
bilirim.

Yine tez calismasi esnasinda benden maddi ve manevi anlamda desteklerini
esirgemeyen cok degerli arkadaslarim Yiiksek Lisans ogrencisi M. Nihan
BAGDATLI ve Yiiksek Lisans dgrencisi ilknur KUZU’ya igtenlikle tesekkiir
ederim.

Tez projemizi (FEF-13017 No’lu Proje) destekleyen Adnan Menderes Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne tesekkiir ederim ve geldigim noktada her
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anlamda yanimda olan maddi ve manevi destegini benden esirgemeyen aileme

yetmeyecek sonsuz tesekkiirlerimle
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1. GIRIS

[k ¢aglardan kalan arkeolojik bulgulara gore insanlar besin elde etmek ve saglik
sorunlarmi gidermek i¢in 6ncelikle bitkilerden faydalanmislardir (Kogyigit, 2005).
Kuzey Irak’ta Sanidar Magarasi’nda 1957-1961 yillari arasinda yapilan kazilarda
bulunan Neandertal insan kalintilar1 yaninda mezarda bulunanlar, bitki-insan
iliskisinin baglangicina ait ilk veriler olarak kabul edilmektedir. 60 bin yil
Oncesinden giiniimiize gelen ve bir samana ait oldugu disiiniilen bu mezarda
civanpergemi, kanarya otu, mor siimbiil, giil hatmi, peygamber ¢icegi ve efedra
gibi bitki tiirlerinin bulundugu tespit edilmistir (Faydaoglu ve Siirtictioglu, 2011).
Tarih boyunca Yontmatas (Paleolitik) ¢cagindan beri baslayarak, Mezopotamya,
Eski Misir, Hitit, Yunan, Roma, Sel¢uklu ve Osmanli donemlerinde bitkiler pek
cok amagla kullanilmistir (Ozbek, 2005; Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2011).

Bitki kaynakli maddeler ¢ok amagli kullanima sahip olmalarindan dolay1 her
zaman biiyiik ilgi uyandirmaktadir. Insanlik tarihi boyunca birgok hastalik (seker
hastaligi, sarilik, nefes darligi vb) bitkiler kullanilarak tedavi edilmeye ¢alisilmig
ve calisilmaktadir. Bugiinkii modern tibbin kullandig1 6nemli birgok etken madde,
ilk defa bitkilerden elde edilmis bilesiklerdir. Biitiin bu bilgiler 1s181inda
diistiniildiigiinde, tibbi amagla kullandigimiz bitkiler birinci planda ayr bir yere
sahipken, beslenme amaciyla kullandigimiz bitkilerin de tibbi 6nem ve/veya
faydalar1 olabilecegi fikri ortaya ¢ikmistir. Bu agidan tibbi bitkiler modern tibbin,
uygulamali tibbin, besin uygulamalarinin, halk tibbinin ve sentetik ilaglarin
yapimina Ornek olusturmasiyla ilag arastirmalarinin en zengin kaynaklaridir
(Ncube vd., 2008). Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization; WHO),
diinyada yaklasik 4 milyar insanin (diinya niifusunun yaklasik % 80’1) saglik
sorunlarini ilk etapta bitkisel droglarla gidermeye calistiklarini bildirmektedir.
Gelismis iilkelerde receteli ilaglarin yaklasik % 25’ini bitkisel kokenli etken
maddeler (vimblastin, rezerpin, Kinin, aspirin vb) olusturmaktadir (Farnsworth vd.,
1985). Ozellikle 1990’11 yillardan sonra tibbi ve aromatik bitkilerin yeni kullanim
alanlarinin bulunmasi, dogal {irlinlere olan talebin artmasi bu bitkilerin kullanim
hacmini her gegen giin arttirmaktadir. Gliniimiizde tibbi bitkiler piyasasinin yillik
yaklasik 60 milyar dolarlik bir rakama sahip oldugu tahmin edilmektedir (Kumar,
2009).

Bitkisel kokenli ilag, islenmemis ya da islenerek bir veya daha fazla bitkiden
olusturulan bilesim maddesi iceren tedavi edici 6zelligi olan veya insanlarin



sagligina yarar olan bitkilerden tiiretilen maddeler veya iiriinler olup (Faydaoglu
ve Siiriiciioglu, 2011); bitkisel materyal, islenmis bitkisel materyal ve tibbi sifali ot
(herbal) tiriinleri olmak ftizere farkli gesitleri bulunmaktadir (Van Overwalle,
2006).

Insanlar tarihin ¢ok eski donemlerinden beri bitkilerden sadece gida temininde
degil, ayrica koku ve tat verici, yakacak, silah, ilag, barinak yapimi gibi alanlarda
da yararlanmislardir. Ozellikle tibbi bitkilerden elde edilen o6ziitler ile bircok
hastalik tedavi edilmeye calisilmistir. 1800’1l yillardan itibaren bitkilerden ilk
etken maddelerin daha sonra sentetik olarak {iretilmeye baslanmasiyla ilag
endistrisi dogmus ve eski geleneksel metotlar biiyilk Ol¢lide bir kenara
birakilmistir. Halk hekimligi uygulamalari, tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de
dogal florada bulunan bitkilerin halk arasinda tedavi amagli, gida, cay, baharat,
boya, insektisit, hayvan hastaliklarinin tedavisi, regine, zamk, ugucu sabit
yaglarindan faydalanma, mesrubat ve kozmetik sanayinde kullanimi uzun
yillardan beri siiregelen geleneksel kiiltiirel zenginligimizin bir par¢asi olmustur.
Ancak, oOzellikle son 25-30 yilda, modern tipta kullanilan sentetik ilaglarin
tedavide istenen basariyr saglayamamalari, bir ¢ok olumsuz yan etkiye sahip
olmalarina karsin, genelde tek olumlu etkiye sahip olmalar1 ve benzeri nedenlerle,
“alternatif tip” adiyla bilinen geleneksel metotlara, yani bitkilerden elde edilen
oOziitlerle tedaviye karsi gittikce artan bir ilgi ortaya ¢ikmustir.

“T1bbi bitkilerle tedavi “ anlamina gelen “Fitoterapi” terimi ilk kez Fransiz hekim
Henri Leclerc (1870-1955) tarafindan kullamlmustir. Bitkilerin trettigi dogal
iirinler olan primer ve sekonder metabolitler dogrudan ve dolayli olarak
endiistrinin en temel Uriinleridir. Tibbi amagla kullandigimiz birgok bitki, aym
veya benzer familyalarda bulunmaktadir. Aym veya benzer familyalarda
bulunmalari, bitkilerin kemotaksonomik olarak benzer ve/veya ayni grup
bilesikleri de tasiyabileceklerini diisiindiirmektedir. Bitkiler, topraktan aldiklar1 su,
mineral ve bazt Ogeleri kendi metabolizmalarinda insan viicudunun
Oziimleyebilecegi bilesimlere donistiirmektedirler. Temel besin Ogelerinden,
karbohidratlar, proteinler, yaglar, vitaminler ve mineraller bunlara Ornektir.
Bitkilerin iirettigi dogal tirtinler olan primer ve sekonder metabolitler, dogrudan ve
dolayli olarak endiistrinin en temel iirlinleridir. Bu maddeler (alkoloid, glikozid,
tanin ve fenolik bilesikler vb) genellikle bitkinin kok, govde, yaprak ya da kabuk
gibi kisimlarinda bulunmaktadir. Bu yiizden ¢ogu bitki, sentetik ila¢ yapiminda
kullanilan biyoaktif ajan kaynag1 olarak, farmasétik endiistride ilaglarin 6nemli bir



kaynagini olusturmaktadir (Aboaba vd., 2006). Bu etken maddeler viicudun
savunma giiciinii arttirarak, organlarin islevlerini destekleyerek ve/veya iyilesmeyi
hizlandirmakta, boylece organizmadaki belirli dokularin ve organlarin islevlerine
olumlu etki yapmaktadirlar (Faydaoglu ve Siiriicioglu, 2011). Bitkilerin
icerdikleri fitokimyasal maddeler sadece insanlarin degil ve ayni zamanda hayvan
sagligi yoniinden de 6nemli maddelerdir.

Son yillarda biitiin diinyada, antibiyotiklerin gelisi giizel kullanimi nedeniyle,
insan patojeni bakterilerin, ilaglara karsi diren¢ kazandigi tespit edilmistir. Yine
ilaglara direngli patojen fungus ve bakteriler nedeniyle 6zellikle immun sistemin
zayiflamasi1 sonucunda AIDS ve kanser gibi hastaliklar1 tedavisini zorlastirdig
bilinmektedir (Facey vd. 1999; Ahmad and Beg 2001). Biitiin bu nedenlerin yani
sira hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan sentetik ilaglarin yan etkilerinin fazla
olusu, bitkisel droglardan elde edilen bazi ilag ham maddelerinin sentetik
olanlardan daha ucuza ve daha kolaylikla elde edilebilir olmas1 ve droglarin birkag
etkiye birden sahip olmasi nedeniyle son yillarda diinya iilkelerinde oldugu gibi
tilkemizde de tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif maddeler tizerindeki
caligmalar artmigtir (Baytop,1999; Kara, 2002).

Diinya iilkelerinde oldugu gibi Tiirkiye’de de tibbi agidan Gnemli olan bitkiler
yiizyillardan beri halk arasinda gesitli hastaliklarin tedavisinde her bélgede farkli
amaglar ve yontemlerle kullanilmaktadir. Tiirkiye 174 familyaya ait 1251 cins ve
12.000’den fazla tiir ve tiir alt1 taksonu (alt tiir ve varyete) ile oldukca zengin bir
floraya sahiptir (Davis, 1985., Giiner vd., 2000). Bu taksonlarin 234’{i yabanci
kaynakli ve kiltiir bitkisidir. Geriye kalan diger tiirler ise, yurdumuzda dogal
yayilig gosteren bitkilerdir (Ekim vd., 1989, Erik ve Tarikahya, 2004). Tim
Avrupa kitasimin yaklagik 12.000 kadar bitki taksonuna sahip oldugu
diisiiniildiigiinde yurdumuzun bitki ortiisii bakimindan ne kadar zengin oldugu
goriilmektedir (Ekim vd., 2000). Endemizm bakimindan da yurdumuz oldukca
zengindir. Tiim Avrupa iilkelerindeki toplam endemik takson sayisi yaklagik 2750
iken ililkemizdeki endemik tiir sayis1 2891°dir. Bu sayiya endemik olan 497 alt tiirii
ve 390 varyeteyi dahil ettigimizde toplam endemik takson sayisi 3750°den fazladir
(Giiner vd., 2000).



2. KONU VE AMAC

T1bbi bitkiler ve tibbi bitkilerden elde edilen ekstre, drog vb. iiriinler tiim diinyada
oldugu gibi iilkemizde de g¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, tibbi bitkilerden elde edilen ekstrelerin
cogunun biyolojik etkileri ve etki mekanizmalar1 hakkindaki bilimsel veriler hala
yetersizdir. Bu nedenle, tibbi bitkiler ve tibbi bitkilerden elde edilen iirlinlerin
biyolojik etkilerinin bilimsel olarak arastirilmasina olan ilgi her gegen giin
artmaktadir.

Bitki ekstrelerinden elde edilen dogal ilaglar, cogunlukla ¢ok énemli bir yan etkiye
sahip olmamakla birlikte, olumlu birden fazla etkiyi biinyelerinde tagimaktadirlar
ve bu durum onlar sentetik olan ilaglara gére daha cazip hale getirmektedir.
Bundan dolay: yillardir tibbi etkiye sahip bitkisel ilag aragtirmalart oldukca ilgi
duyulan bir arastirma alani haline gelmistir (Diken, 2009). Tibbi bitkiler, 6zellikle
antioksidan molekiiller icerigi agisindan zenginligi nedeniyle, bir¢cok calismanin
odak noktasi olmus ve dogal antioksidanlarin arastirilmasina karsi gosterilen ilgi
artmigtir. Ancak tedavi amaci ile kullanilan bitkiler her zaman saglik verici
etkilerde bulunmazlar, kullanilan bitkilerin bazilar1 saglik agisindan potansiyel risk
tasiyan ve ciddi yan etkilere sahip olabilen bazi kimyasal igeriklere de sahip
olabilirler. Bitkilerin uzun siireli kullanimlarinda toksik etki gosterebilme olasiligt
artmaktadir. Genellikle yesil bitkilerin dogal toksik ajanlar olarak baslica
antimutajen kaynagi oldugu bilinmektedir, ancak son zamanlarda yapilan
calismalarda, tibbi amagli ya da gida olarak kullanilan ¢ogu bitkinin, mutajenik,
sitotoksik ve genotoksik etkilerinin oldugu cesitli arastiricilar tarafindan ortaya
konmustur (Higashimito vd.,1993; Schimmer vd., 1994; Kassie vd., 1996; Basaran
vd.,1996; Zink ve Chaffin, 1998; Celik ve Aslantiirk, 2007; Celik ve Aslantiirk,
2010; Celik, 2012). Uzun siireli kullanimlarinda bu tip bitkilerin icerdigi
mutajenik ve karsinojenik maddeler, insanlardaki timor olusumu ile de
iliskilendirilmektedir (Wynder vd., 1983; Ames, 1986; Nagao vd., 1986; Nguyen
vd., 1989; Brito vd.1990; Ferreira ve Vargas, 1999; Celik ve Aslantiirk, 2010).

Bu tezde; iilser, yara iyilesmesi, lokal inflamasyon, trtiker, sackiran, romatizma,
ateslenme, sedef hastaligi ve ar1 sokmasi gibi hastaliklarinin tedavisi amaciyla halk
tibbinda ¢ok ¢esitli amaglarla kullanilan Heliotropium hirsutissimum GRAUER
(Bambil, Devebambili, Delibambil, Sigil otu) bitkisinin toprak istii kisimlarindan
farkli polaritelere sahip olan ¢oziiciilerle elde edilen ekstrelerde (petrol eteri, dietil



eter, etil asetat, metanol, su (inflizyon ve dekoksiyon) ekstreleri) fitokimyasal
madde analizleri ve ekstrelerin antioksidan aktivitesi, toplam fenolik madde
miktar1, hidroksil radikalini ve hidrojen peroksidi (H,0,) siipirme ve metal
selatlama aktiviteleri belirlenmistir. ~ H. hirsutissimum bitkisinin sitotoksik
etkisinin olup olmadig1 da Artemia salina Brine Shrimp Lethality Assay (BSLA)

yontemiyle aragtirilmisgtir.

Gilinliimiizde antioksidan maddelerin gida ve ilag sanayiinde kullanimi oldukga
yaygin olup hemen hemen tiikettigimiz iriinlerin ¢oguna sentetik antioksidan
maddeler katilmaktadir. Bunlar gidalar1 bozulmaya karsi korumakta ve onlarin
daha uzun siireli saklanmasini saglamaktadir ancak bunlarin toksik etkilerinden
stiphelenilmektedir. Antioksidanlar sadece gida degil ayrica saglik alaninda da
onemli maddelerdir. Bu nedenle yeni, daha giivenli ve ucuz antioksidan
maddelerin  bulunmasi i¢in dogal {riinler {izerinde yaygin c¢aligmalar
yapilmaktadir. Son yillarda dogal yeni antioksidan maddelerin dogal kaynaklardan
elde edilmesi ve bu maddelerin sitotoksik karaktere sahip olmamasi olduk¢a 6nem
kazanmis olup, bu konuyla ilgili ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir. Tim bu
konular goz 6niine alindiginda arastirmanini 6nemi agikga goriilmektedir.



3. GENEL BILGIi
3.1. Fitokimya ve Fitokimyasallar

Fitokimya (Yunancada: phyton: bitki; chemeia: doniisme) ya da baska bir deyisle
bitki kimyasi, dogal organik {irlin kimyas1 ve bitki biyokimyas1 arasinda bir yerde,
belirli disiplinlerle birlikte son yillarda gelismistir. Bitkiler tarafindan iiretilen
organik  maddelerin  biyosentezinin, = metabolizmasinin  ve  biyolojik
fonksiyonlarinin, kimyasal yapilariyla ele alinmasi fitokimyanin konusu igindedir
(Harborne, 1998). Bitkilerin ikincil metabolik faaliyetleri sirasinda ortaya
cikarak depolanan, sadece besin olarak tiiketildikleri zaman insan sagligir igin
yararl etkilerde bulunan biyoaktif  bilesiklere bitki kimyasallar
(fitokimyasallar) denir (Visioli vd., 2000). Bitkilerin kendilerine 6zgii renk, koku
ve tatlarinin olugmasinda biyolojik aktif maddeler olan fitokimyasallar etkili bir
role sahiptir (Balch ve Balch, 1997). . Fitokimyasallar sahip olduklari antioksidan
aktiviteleri sayesinde bir¢ok olumsuz duruma karsi koruyucu ve iyilestirici bir
etkiye sahiptirler. Bitkilerde bulunan fitokimyasallar saglik tizerindeki olumlu
etkilerini; biyokimyasal reaksiyonlarda substrat, enzimatik reaksiyonlarda ko-
faktor, bazi enzimatik reaksiyonlarin inhibitorii, bagirsaklarda zararli ve
istenmeyen maddeleri baglayip uzaklastiran absorban/sekestran, hiicre membrani
ve hiicre i¢inde bulunan reseptorleri agonize veya antagonize eden ligandlar
olarak, reaktif toksik ajanlar1 yakalayarak, esansiyel besin 0gelerinin absorbsiyon
ve stabilitesini artirarak, yararli gastro-intestinal bakterilerin ¢ogalmasini artirarak,
yararlt oral, gastrik ve intestinal bakteriler i¢in substratlar1 fermente ederek ve
zararli  mikroorganizmalar1  6zgiil olarak inhibe ederek  gosterirler
(http://www.kimyaevi.org/TR/Genel/BelgeGoster.aspx?F6E10F8892433CFF7EE1
F1486EE5030EB856E08843ECBADB Erisim tarihi: 15.11.2013).

Fitokimyasallar barsak florasini, safra asitlerini ve pH’y1 diizenledikleri gibi,
intraselliiler matrikslerin biitinliigiiniin korunmasini iistlenerek hiicrenin dig
etkenlere karsi korunmasimi da saglarlar. Ayrica karsinojen ozelligi gideren
enzimlerin aktivitesini arttirarak tiimor olusumu ve kanserlesmede Onemli rol

oynayan nitrozamin olusumunu engelleyici etkide bulunurlar (Giiney vd., 2003).

Fitokimyasal kavrami ve diyetteki yerinin son yillarda olduk¢a 6nem kazanmasi,
bilim ve teknolojideki hizli gelismeler; Diinya Saglik Orgiitii (WHO)'iin 6nerdigi
saglikli diyetin sebze ve meyvelerden olusmasi, saglik giderlerinin oldukea yiiksek
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olmasi, toplumun diyet segenegi ve saglik alaninda daha bilingli hale gelmesi,
kanser ve kardiyovaskiiler sorunlar gibi yaygin risklerin cogunda hayvansal
gidalarin yogun olarak tiiketilmesinin rol aldiginin anlagilmasi, hayvansal iiriinlere
kars1 hissedilen doygunluk, tiiketicilerin bu yeni beslenme tarzina gosterdikleri
talep gibi faktorlere baglanmaktadir (Sarah, 2001; Kirisoglu ve Velioglu, 2001).
Yillardir siirdiiriilmekte olan caligmalar sonunda bitkilerdeki bu maddelerden
kimileri saflagtirilabilmis, bdylece fitokimyasallarin saf halde elde edilerek
kullanilmalar1 tartismaya agilmigtir. Sayilar1 binleri bulan bitkisel besinler bugiin
yagsamimizda yer almaktadir. Sadece domateste 10 bini askin fitokimyasal
maddenin bulundugu g6z Oniine alindiginda gesitliligin rakamlarla ifadesi
giiclesmektedir (Diindar, 2001).

Fonksiyonel gida ozelligi gosteren fitokimyasallar; alkoloidler, karotenoidler,
flavonoidler, polifenoller, fitosteroller, fitoestrojenler, indoller ve siilfitler gibi pek
cok sekilde gruplandirilabilmektedir.

3.1.1. Alkoloidler

Sekonder kimyasal bitki igerikleri arasinda en genis grubu olusturan alkoloidler,
cogu oksijen iceren, peptid halkasinda radikallerle yer degistirebilen bir ya da daha
fazla hidrojen atomu bulunduran nitrojen bazli bilesiklerdir. Bu bilesiklerin en
temel oOzellikleri alkali olmalart ve mavi turnusol kagidim kirmiziya
cevirmeleridir. Giinlimiizde fitokimyasal aragtirmalarla tanimlanan, farmakolojik
acidan 6nemli 10000’in iizerinde alkoloid bulunmaktadir ve bunlara her giin bir
yenisi eklenmektedir. Olas1 biyolojik etkilerinden dolay1 alkoloidler, bitkileri
herbivor ve patojenlere karsi korumaktadir ve farmasotik, stimulant, anestezik,
narkotik ve zehirli etkileri bulunmaktadir (Doughari, 2012). Alkoloidler klinikte,
analjezik (morfin ve kodein), kas gevsetici (tubokurarin), antibiyotik (sanguinafin
ve berberin), antikanser ajani (vinblastin), antiaritmik (ajmalin) ve sedatif
(skopolamine) etkileri nedeniyle kullanilmaktadirlar. Bitki kokenli diger 6nemli
alkoloidlere ornek olarak kafein, nikotin, kodein, atropin, morfin, ergotamin,
kokain ve efedrin verilebilir.



3.1.2. Glikozidler

Glikozidler genellikle organik hidroksi bilesiklerinin farkl: tiirlerine sunucu olan
sekerlerin yogun {iirlinleri olarak tanimlanmaktadirlar. Glikozidler bitki 6z suyunda
bulunan renksiz, kristal karbon, hidrojen ve oksijen igeren (bazen nitorjen ve
stilfiir de icerebilmektedirler) ve suda coziinebilen bitkisel iceriklerdir. Kimyasal
olarak glikozidler bir karbohidrat (glukoz) ve bir de karbohidrat olmayan (aglikon
ya da genin) kisimlardan olusmaktadirlar Glikozidler reaksiyonlarda noétral
davranmaktadir ve ferment ya da mineral asitlerle bilesik olusturarak hidroliz
olabilmektedirler. Kimyasal olarak diterpen lakton ve triterpen lakton gruplarini
icerebilmektedirler. Aci esaslilar olarak da adlandirilan glikozidlerin tiroksin ve
metabolizmay1 azaltici (tannik asit), kalp tizerinde etki edici (kardiyak glikozidler),
cilt rahatsizliklarinda etkin (antrasen glikozidler), antikaser (salkon glikozidler)
gibi 6zellikleri mevcuttur. Ayni zamanda siyanojenik bir glikozid olan amigdalinin
antikanser etkisi oldugu ve kullaniminin uygun miktarlarda olmadigi durumlarda
oldiriicii etkisinin oldugu bilinmektedir (Kar, 2007; Firn, 2010, Doughari, 2012).

3.1.3. Flavonoidler

Flavonoidler bitki floralari arasinda genisce yayilmis olan polifenollerin 6nemli bir
grubudur. Yapisinda birden fazla benzen halkasi bulunduran ve bir¢cok kaynakta
antioksidan ya da serbest radikal siipiiriicii olarak kullanildigi rapor edilen
bilesiklerdir Bu bilesikler flavan olarak bilinen ana bilesenlerden meydana
gelmektedirler. 4000'in iizerinde flavonoidin oldugu ve bunlardan bazilarinin
yiiksek bitkilerde pigment olarak bulundugu bilinmektedir. Kuersetin, kaemferol
ve kuersitrin bitkilerin %70'inde bulunan yaygin flavonoidlerdir. Flavonoidlerin
diger bilinen gruplari, flavonlar, dihidroflavonlar, flavanlar, flavonoller,
antosiyanidinler, proantosiyandinler, kalsonlar, katesinler ve
l16koantosiyanidinlerdir (Kar, 2007; Doughari, 2012).

3.1.4. Fenolikler

Fenolikler, fenoller ya da polifenoller (ya da polifenol ekstraktlari) bitkilerin
meyve kisimlarimin renklenmesinden sorumlu renk pigmentlerini hali hazirda
dogal olarak meydana getiren kimyasal bilesiklerdir. Bitkilerdeki fenolikler
cogunlukla fenilalanin amonyak liyazin (PAL) hareketi araciligiyla fenilalaninden



sentezlenmektedir. Bu bilesikler bitkiler icin ¢ok Onemlidir ve birden fazla
gorevleri vardir. En 6nemli rolii bitkiyi patojen, herbivor ve predatdrlere kars
korumaktadir ve ayrica insan patojenik enfeksiyonlarinin  kontroliinde
kullanilmaktadir (Puupponen-Pimia vd., 2008; Doughari, 2012). Fenolikler,
fenolik asitler, flavonoid polifenolikleri (flavononlar, flavonlar, ksantonlar ve
katesinler) ve flavonoid olmayan polifenolikler seklinde siniflandirilmaktadir.
Kafeik asit bilinen en yaygmn fenolik bilesiklerden bir tanesidir. Dogal
antioksidanlarin kaynaklar1 olan fenolikler nutrasétik (temel besleyici 6zelligine
ilave olarak saglik yararlari saglayan gida maddeleri) olarak kullanilmaktadirlar.
Elma, yesil ¢cay ve kirmiz1 sarapta bulunabilen bu bilesikler, kalp rahatsizliklar1 ve
antienflamatuar ajani olarak ve hatta kanserle savagmada etkilidirler.

3.1.5. Saponinler

Saponin terimi, i¢inde bol miktarda saponin bulunduran ve eskiden sabun olarak
kullanilan Quillaja saponaria bitkisinden tiiremistir. Bu bilesikler suda sabun
ozelligi gostermektedirler. Hidroliziyle bir aglikon olan sapogenin meydana
gelmektedir. Bu sapogeninlerin steroidal ve terpenoidal olmak tiizere iki tipi
bulunmaktadir. Genelde saponinlerin C-3 atomununa bir seker baglidir. Bunun
nedeni olarak sapogeninlerdeki C-3 atomunda hidroksil grubunun bulunmasi
gosterilmektedir. Saponinler, triterpenler ve steroid aglikonlar ile birlikte seker
yapistyla birlesmis biiylik yapili bilesiklerdir. Steroid saponinler ve triterpen
saponinler olmak fizere iki biiyiikk gruba ayrilmaktadirlar. Bu bilesikler suda
coziinebilirken eterde c¢oziinememektedirler ve glikozidlerde oldugu gibi
hidrolizleri sonucunda ortama aglikonlar1 vermektedirler. Yiiksek seviyede zehirli
olduklari, kan1 hemoliz ettikleri ve biiyiikbas hayvanlarda zehirlenmelere sebep
olduklar1 bilinmektedir. Aci-eksi tadlarmin yaninda mukoz membranda irritasyona
neden olmaktadirlar. Saponinlerin hipolipidemik ve antikanser aktivite gibi dnemli
terapotik etkileri bulunmaktadir. Steroidal saponinlerin iki bilylik grubunu
diosgennin ve hekogenin olusturmaktadir. Steroidal saponinler klinik uygulama
amaciyla, progesteronun diosgeninden elde edilmesi gibi, cinsiyet hormonlarinin
ticari tiretiminde kullanilmaktadir (Kar, 2007; Doughari, 2012).
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3.1.6. Tanenler

Tanenler, polifenolik bilesikler olup, kolza, bakla, cay ve sorgum gibi bitkilerden
elde edilen, acgik sari-kahverengi toz, pul ya da siingersi bir kiitle halindeki
bigimsiz (amorf) maddelerdir. Tanenler genellikle bitkilerin kok, odun, kabuk,
yaprak ve meyvelerinde bulunur. Tanenler kimyasal acidan, hidroliz olabilen
tanenler ve kondanse tanenler olmak {izere iki ana grupta incelenir. Birinci grupta
yer alan tanenler bir asit ya da enzim esliginde hidroliz olarak gallik asit,
pirokatesik asit ve seker gibi, suda ¢oziinebilen bilesikler verirler. Reaksiyona
girdiklerinde asidik 6zellik gostermelerinin nedeni fenoliklerin ve karboksilik
gruplarin varligindan kaynaklanmaktadir (Doughari, 2012). Suda az, alkolle
asetonda iyi c¢Oziinmekte ve tanen Ozelliklerinden dolayr bilesikleri
baglayabilmektedirler. Protein, karbohidrat, jelatin ve alkoloidlerle kompleks
formlar olusturmaktadirlar (http://tr.wikipedia.org/wiki/Tanen Erisim tarihi,
15.09.2013).

Tanenler hidroliz edilebilir ve yogun tanenler olarak ayrilirlar. Hidroliz edilebilir
tanenler, gallik asit ya da ellagik asit olusturma durumuna gore; gallotaninler ya da
ellagitaninler olarak isimlendirilmektedirler. Isiya maruz birakildiginda ise,
pirogallik aside doniismektedirler. Hidroliz edilebilir tanenlere en yaygin 6rnekler;
teaflavinler (¢ayda), daidezein, genistein ve glisiteindir. Cok daha genis bir grup
olan kondanse tanenler ise, hidroliz olamazlar. Bunlar 1s1 karsisinda kuvvetli
asitlerle ya da bazi yiikseltgeyici maddelerle flobafen denen koyu kirmizi renkli
¢oziinmez bilesikler olusturur (Doughari, 2012).

Baslica kullanim alani1 olan dericilik ve boyacilik diginda tanenler sarap ve biranin
berraklastirilmasinda, petrol kuyularindaki sondaj ¢amurunun akigkanligimin
artirlmasinda ve buhar kazanlarinin g¢eperlerinde birikinti  olusumunun
engellenmesinde kullanilir. Tipta damarlar1 ve mukozay: biiziicii etkilerinden otiirti
bademcik, farenjit, basur ve bazi deri hastaliklarmin tedavisinde kullanilan
ilaglarinin bilesimine girer. Taninler antiseptik olarak da kullanilmaktadirlar ve bu
aktiviteleri icerdikleri fenolik gruplardan kaynaklanmaktadir. Sentetik tannik
asitler egzama tedavisi kapsaminda c¢esitli preparatlar i¢inde bulunurlar. Tanenler,
ayrica tripsin ile a-amilazlarin sindirimdeki aktivitesini substratlarla kompleks
yaparak Onlerler veya onlara baglanarak protein ve nisasta sindiriminin
aksamasina yol agarlar. Tanenler vitamin B ile de kompleks olusturarak, emilimini
onlerler (http://tr.wikipedia.org/wiki/Tanen erisim tarihi, 15.09.2013).



http://tr.wikipedia.org/wiki/Tanen
http://tr.wikipedia.org/wiki/Tanen
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3.2. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikallerin biyolojik sistemlerdeki varlig1 ve 6nemi 1950’lerin ortalarina
kadar kabul gormese de, reaktif oksijen biyokimyasimi kuran bir grup bilim
adaminin katkilar1 ile varliklar1 ve onemleri aydmlatilmistir. Yirminci ylizyilin
ikinci yarisinin biiylik bir kisminda, reaktif oksijen tiirevlerine, doku hasar1 ve
hastaligina yol acan bir tiir biyokimyasal “oksitleyici ajan” goziiyle bakilmustir.
Yirmi birinci yiizyila girerken reaktif oksijen biyokimyasi bir disiplin olarak
olgunlasmis ve biyomedikal bilimler arasindaki 6nemi yerlesmistir. Giiniimiizde
hemen her hastaligin bir dereceye kadar oksidatif strese bagli oldugu kabul
edilmektedir. Ayrica giiniimiizde, reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS)
homeostazisini devam ettirmeye yardimci olmak iizere, normal ve saglikli
dokularin hiicrelerinde siki-kontrollii bir sekilde olustugu kabul gormeye
baglamisgtir. Ortaya ¢ikan yeni teknolojilerin, 6zellikle proteomik teknolojilerin,
reaktif oksijen biyokimyasi alaninda ilerideki gelismeleri kolaylastiracagi konusu
bilimsel ¢evrelerce tartisilmaktadir (Cakatay ve Kayali, 2006).

ROS’lar aerobik organizmalarin elektron tagima zinciri ve aktif fagositoz gibi
metabolik yollarinda devamli olarak olugsmaktadir (Lichtenthaler vd., 2003;
Albayrak vd., 2010). Bu siireclerde olusan baslica ROS’lar siiperoksit anyon (Oy),
hidrojen peroksit (H,0O,), hidroksil radikal (HO'), peroksil radikal (ROO'), alkoksil
radikal (RO-) ve peroksinitrit (ONOO")’tir (Aruoma, 1998; Schoneich, 1999;
Albayrak vd., 2010). ROS’lar DNA, protein ve lipit gibi makromolekiilleri
etkileyerek oksidatif hasara neden olurlar. Normal olarak ROS’lar spesifik enzim
sistemleri (siiperoksit dismutaz ve katalaz), suda ve lipitte ¢oziinebilen bazi protein
yapisinda olmayan bilesikler (lirik asit ve tokoferol) tarafindan engellenmektedir
(Lichtenthaler vd., 2003; Albayrak vd., 2010). Bu ROS’larin antagonistleri
viicudun ROS temizleyicisi olan, antioksidanlar *dir.

Antioksidanlar, kii¢iik miktarlarda, kolayca okside olabilen materyallerin
oksidasyonunu biiyiikk olgiide geciktiren ya da engelleyen maddeler olarak
tamimlanmaktadir  (MacDonald-Wicks vd., 2006; Albayrak vd., 2010).
Antioksidanlar tarafindan sunulan koruma simirlidir. Eger ROS olusumu biyolojik
sistemlerin antioksidan kapasitesini asarsa, oksidatif stres olusur. Bu nedenle
gidalarla antioksidanlarin viicuda alinimu kanser, kardiovaskiiler hastaliklar gibi
gesitli hastaliklar1 6nlemede ve yaslanma siirecini geciktirmede Onemli rol
oynamaktadir (Lichtenthaler vd., 2003, Price vd., 2006; Albayrak vd., 2010).
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DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak elde edilebilen stabil organik
nitrojen radikalidir. 515 nm’de maksimum absorbansa sahiptir (Huang vd., 2005;
Albayrak vd., 2010). Molekiilde bir serbest elektronun yer degistirmesi menekse
renginin olusmasina neden olur. DPPH soliisyonu hidrojen atomu verebilen madde
(antioksidan) ile karistirildigi zaman koyu menekse rengin kaybi ile indirgenmis
form olusur. Antioksidan (A-H) tarafindan DPPH serbest radikaline proton
transferi reaksiyonu 517 nm’de absorbansin azalmasia neden olur. Bu siire¢
goriinlir alanda spektrofotometre ile absorbans sabitlenene kadar takip edilir
(MacDonald-Wicks vd., 2006, Scalzo, 2008; Albayrak vd., 2010). DPPH-H
indirgenmis formdur. A’ ise ilk adimda olusturulan serbest radikaldir. Daha sonra
bu radikal daha baska reaksiyonlara girecektir (Frankel ve Meyer, 2000,
Molyneux, 2004; Albayrak vd., 2010). DPPH, bitkiler ve gidalardan elde edilen
ekstreler ya da bilesiklerdeki serbest radikal sondiiriicii aktiviteyi belirlemek igin
arastirmacilar tarafindan yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Scalzo, 2008;
Albayrak vd., 2010). Teknik olarak basit ve hizli bir yontemdir. Fakat
uygulamasimi sinirlandiran bazi dezavantajlara sahiptir. Uzun Omiirlii nitrojen
radikali olan DPPH, lipit peroksidasyonu ile iliskili olan hayli reaktif ve kisa
Omiirli peroksil radikallerine benzerlik gostermez. Peroksil radikalleri ile hizla
reaksiyona giren birgok antioksidan DPPH ile yavas reaksiyona girebilir, hatta hig
reaksiyona girmeyebilir (Prior vd., 2005, Huang vd., 2005, Magalhaes vd., 2008;
Albayrak vd., 2010).

Demir ve bakir gibi gecis metal iyonlar1 da canli sistemde serbest radikal olusturan
giiclii birer oksidatif katalist olarak gorev yapmaktadirlar. Biyolojik sistemlerde
oksijen tasinmasi, ATP iiretimi, DNA ve klorofil sentezinde énemli role sahip olan
demirin serbest formlari canli hiicrelerde toksik etki yapabilmektedir (Miller,
1996). Bu toksisite sonucunda olusan aktif oksijen tiirleri lipid oksidasyonunu
tesvik edebilmekte veya DNA molekiillerine saldirabilmektedir. Selat olusumu
antioksidan savunma sistemine Onemli katkida bulunmakla birlikte, viicutta
travma, toksinler, hastalik gibi cesitli nedenlerle oksidatif reaksiyonlar
katalizleyebilen serbest metal iyon formlarina doniisiimler gerceklesebilmektedir
(Lindsay, 1996). Katarakt, aterosklerosiz, diyabet gibi patolojik kosullar altinda
metal iyonlarmin serbest ve zararli formlarda bulunduguna dair giiglii kanitlar
bulunmaktadir (Lavelli vd., 2000).
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Biyolojik sistemlerin tanidig1 en reaktif tiir olan OH', su dahil ortamda rastladig1
her biyomolekiille difiizyon limiti hizi ile tepkimeye girer. Bu nedenle 107
saniyeden daha kisa bir 6mre sahiptir. Hidroksil radikalinin tepkimeleri baslica:

Elektron transfer tepkimeleri
Hidrojen ¢ikarma tepkimeleri ve
Katilma tepkimeleri seklinde gerceklesir.

Biitiin bu tepkimeler, OH’in paylasilmamis elektron i¢eren dis orbitaline elektron
alma ilgisinden kaynaklanir. Katilma tepkimeleri 6zellikle elektronca zengin
molekiillerle (piirin ve pirimidin bazlari, aromatik amino asitler gibi) gerceklesir.
Hidroksillenmis bilesiklerin, 6rnegin 8 oksoguanin ve hidroksillenmis aromatik
amino asitlerin biyolojik drneklerde tayini, in vivo kosullarda OH’in ne kadar
iretildigi veya radyasyona ne kadar maruz kalindigi hakkinda bilgi vermektedir
(Kiling ve Kiling, 2002).

3.3. Bitkilerden Fitokimyasallarin izolasyonu

Bitkilerden alkoloid, amino asit, kinon ve terpenoid gibi maddelerin izolasyonu
oldukga kolay yapilabilirken, bazi durumlarda istenilen maddenin bitkinin hiicre
duvarinda olmasindan ve izole edilmesi i¢in mekanik uygulamalara gereksinim
duyulmasindan dolayi, bitkilerde bulunan fitokimyasallarin izolasyonu oldukga
zor olabilmektedir.

Bitki bilesiklerinin ayristirilmasi ve saflastirilmasi igin tek basina ya da birlikte
kullanilan genellikle dort farkli kromatografi teknigi bulunmaktadir. Segilecek
teknikler, ¢ogunlukla ¢oziinme oOzellikleri ve ayrisan bilesenlerin uguculuguna
bagli olarak degigsmektedir. Bu teknikler:

- Kagit kromatografisi (PC); karbohidrat, amino asit, niikleik asit, organik asit ve
fenolik bilesikler gibi suda ¢oziinebilen bitki bilesenlerinin belirlenmesinde
kullanilir.

- ince kolon kromatografisi (TLC); yagda c¢oziinebilir lipitler, steroidler,
karotenoidler ve basit kinon ve klorofil gibi bitki bilesenlerinin ayrigmasinda
kullanilir.
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- Gaz-siv1i kromatografisi (GLC); yag asitleri, mono ve seskuterpenler,
hidrokarbon ve siilfiir bilesikleri gibi ucuculugu yiiksek bitki iceriklerinin
ayrigmasi ve izolasyonunda kullanilmaktadir.

- Yiiksek basin¢h s1ivi kromatografisi (HPLC); ucuculugu az olan bilesikler i¢in
kullanilmaktadir.

Kromatografi yontemlerinin yanminda bitki bilesenlerinin ayristirilmast  ve
saflagtirilmasinda “kapiler elektroforezis” de kullanmilan ydntemlerden bir
tanesidir (Harborne, 1998).

Ekstraksiyon, standart prosediirler ile segici ¢ozgen kullanilarak bitki bilesenlerini
tibbi olarak aktif kisimlarindan ayirmak anlamina gelmektedir. Bitkiden elde
edilen iriinler; sivida, yart kati olarak ya da ¢6zgeni ugurularak toz haldeki
metabolitlerin ilgili kompleks karigimlaridir ve dahili (oral) ya da distan (harici)
kullanim amaciyla kullanilmaktadirlar. Bu kompleks karigimlar; dekoksiyon,
infiizyon, sivi ekstrakt, tentiir, hap (yar1 kat1) ekstrakt ya da toz ekstrakt olarak
bilinmektedir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar ¢ogunlukla ikinci yiizyilda
yagsamis olan Yunan fizik¢i Galen'in adindan gelen “galenikal” olarak
adlandirilmaktadirlar (Handa vd., 2008).

Ekstraksiyon metodlari, segici ¢oziiciiler kullanilarak, bitki dokularinin tibbi
acgidan aktif kisimlarini inaktif/duragan bilesenlerden ayrilmasini kapsamaktadir.
Ekstraksiyon sirasinda ¢oziicii, benzer polariteye sahip ¢oziinebilir bilesiklere ve
sert bitki materyaline diflize olmaktadir (Ncube vd., 2008). Toz ilaglar igin
standardize edilmis ekstraksiyon prosediirlerinin amaci, menstrum olarak bilinen
secici ¢ozgenlerin kullanimiyla, istenmeyen maddelerin uzaklastirilmas: ve
terapotik olarak arzu edilen kisimlarin elde edilmesidir. Bu iiriinler alkoloidler,
glikozidler, terpenoidler, flavonoidler ve ligandlar gibi bir ¢ok tibbi bitki
metabolitinin kompleks karigimlarini igermektedir (Handa vd., 2008).

Coziiciilerle ekstraksiyon, bitki antioksidan igeriklerinin izolasyonunda siklikla
kullanilan bir tekniktir. Polar ¢oziiciiler, polifenollerin bitki matriksinden
kazamiminda kullanilmaktadir. Sulu olarak kullanilan etanol, metanol, aseton ve
etil asetat en ¢ok kullanilan ¢oziiciilerdendir (Peschel vd., 2006). Metanol ve
etanol daha cok besin olarak kullanilan bitkilerdeki antioksidan bilesiklerinin
bitkiden kazaniminda kullanilmaktadir. Etil asetat ise, fenolik bilesiklerin
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eldesinde kullanilmaktadir (Abdille vd., 2005, Rehman vd., 2006, Peschel vd.,
2006, Li vd., 2006).

Bir ekstraktin sekonder metabolit kompozisyonu ve miktarimi etkileyecek olan
farkli ekstraksiyon metodlarindaki farkliliklar; ekstraksiyon tipine, ekstraksiyon
stiresine, sicakligina, ¢oziicliniin niteligine, ¢06ziicli konsantrasyonuna ve
polaritesine baglidir (Ncube vd., 2008).

Genel tibbi bitki ekstraksiyon teknikleri, maserasyon, infiizyon, perkolasyon,
dijesyon, dekoksiyon, daimi sicak ekstraksiyon (Soxhlet), fermentasyonla sulu
alkolik ekstraksiyon, ters akinti ekstraksiyonu, mikrodalga aracili ekstraksiyon,
ultrason ekstraksiyonu, siiperkritik sivi ekstraksiyon ve fitonik ekstraksiyonunu
(hidroflorokarbon  ¢oziiciilerle)  igermektedir.  Aromatik  bitkiler igin,
hidrodistilasyon teknikleri (su distilasyonu, buhar distilasyonu, su ve buhar
distilasyonu), distilasyonu takiben hidrolitik maserasyon, ekspresyon ve yagda
bekletme metodlar1 kullanilabilmektedir (Handa vd., 2008).

Bir ekstraktin kalitesini etkileyen temel parametreler:
Bitki kisimlari

Ekstraksiyon i¢in kullanilan ¢6ziicii

Ekstraksiyon prosediirii’diir.

Ekstrakte bitki fitokimyasallarinin etkisi:

Bitki materyalinin dogasina

Orjinine

Isleme derecesine

Su igerigine ve

Parga biytkligine baglidir.

Bitki bazli dogal igerikler bitkinin aktif bilesenlerini igeren gévde, yaprak, ¢igek,
kok, meyve, tohum gibi kisimlarindan elde edilebilmektedir. Bitkiler dogadan
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rastgele ya da bulundugu cografik bolgede halk hekimliginde kullanimina bagl
olarak toplanmaktadir (Parekh vd., 2006). Sekonder bitki bilesenlerinin
ekstraksiyonu i¢in taze ya da kuru bitki materyali kaynak olarak kullanilmaktadir.
Cogu arastirict ekstraktin taze bitki materyalinden hazirlanmast gerektigini
belirtmektedir. Ancak ¢ogu bitki kuru halde (ya da sulu ekstrakt olarak) geleneksel
hekimlerce kullanilmaktadir ve farkli su igeriklerine bagl olarak ekstraksiyon
oncesi 40 °C'de 72 saat kurutulmaktadur.

Bitki ekstraksiyonunda iyi bir coziiciiniin 6zellikleri; diisiik toksisite, diisiik
sicaklikta evaporasyon kolayligi, ekstraktin hizli fizyolojik absorbsiyonunu
artirma, koruyucu etki ve ekstraktla kompleks olusturmama ya da
¢Oziinmemesi’dir. Coziicii se¢iminde etkilenen faktorler, ekstrakte edilen
fitokimyasallarin miktar1, ekstraksiyon orani, farkli ekstrakte bilesenlerin
ayrigmasi, eckstrakte inhibitor bilesenlerin ayrismasi, ekstraktin daha sonraki
kullaniminin kolaylig1, biyolojik test siirecinde ¢dziiciiniin toksisitesi ve ekstrakte
edilen bitkinin sagliga olan olasi tehlikesidir (Eloff, 1998). Coziicti, kullanim
amacina uygun olarak se¢ilmelidir. Coziicli kalinti igerecegi igin zehirsiz olmali ve
biyolojik testlerde sorun ¢ikarmamalidir (Ncube vd., 2008; Das vd., 2010).

3.4. Boraginaceae (Hodangiller) Familyasimin Ozellikleri

Boraginaceae — Hodangiller familyasina ait bitkiler, genellikle otsu, bazen ¢alimsi
veya tirmanici Dbitkilerdir. Yapraklar basit, stipulsuz ve alternat’tir. Bitkinin
govdesi ve yapraklar genellikle sert, kaba tiiylerle kaplidir. Yapraklar alternat ya
da nadiren karsilikli, basit, syipulasizdir. Cigekler skorpioid ya da helezoni
kimozlarda ya da tirsus durumlarinda, genellikle erdisi, 1sinsal ya da nadiren
zigomorf simetrilidir. Sepaller genellikle 5, serbest ya da kaidede birlesiktir.
Petaller 5, birlesiktir. Stamenler 5, korollaya baghdir. Pistik 1, ovaryum st
durumlu, 4 (nadiren 2) lokuluslu, 2 karpelli, oviiller 4, anatrop, plasentasyon
eksenseldir. Stilus genellikle ginobaziktir. Meyve niiks ya da nadiren drupa veya
sizokarptir (http://www.ehow.com/about 4623603 _heliotrope.html).

Diinyada 100 cins ve 2000 kadar tiirle tropikal, subtropikal ve iliman bdlgelerde
yayilmig bir familyadir. Tiirkiye'de 34 cins ve 300’den fazla tiirii bulunmaktadir.
Genellikle siis bitkisi olarak yetistirilirler, sebze olarak kullanilirlar ve bu
bitkilerden kirmiz1 boya elde edilir.


http://tr.wiktionary.org/wiki/stipul
http://www.ehow.com/about_4623603_heliotrope.html
http://tr.wikipedia.org/wiki/Cins
http://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCr
http://tr.wikipedia.org/wiki/Tropikal
http://tr.wikipedia.org/wiki/Subtropikal
http://tr.wikipedia.org/wiki/Familya
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3.4.1. Heliotropium sp.

Heliotropium sp. Boraginaceae (Hodangiller) familyasina ait bir cins olup, Yyaz
mevsiminin en kurak doneminde vejetasyon gosteren, bir veya iki yillik cali
benzeri bitkiler olup, sigil otu olarak da isimlendirilmektedir. Heliotropium tiirleri,
diinyada sicak ve iliman bolgelerde yayilis gostermektedir ve 220 civarinda
bilinen tirli bulunmaktadir. Tirkiye’de H. circinatum, H. dolosum, H.
hirsutissimum  gibi 14 farkli  Heliotropium  tirii  bulunmaktdir
(http://www.ehow.com/about_4623603_heliotrope.html).

Kingdom: Plantae

Subkingdom: Tracheobionta

Division: Magnoliophyta

Class: Magnoliopsida

Subclass: Asteridae

Order: Lamiales

Family: Boraginaceae

Genus: Heliotropium

Species: Heliotropium hirsutissimum GRAUER
Omiir: Tek yillik

Ciceklenme: 5-10

Habitat: Tarlalar ve tarla kenarlari, gorak yerler, ¢akilli kenarlar

Yiikseklik: 0-2200 m


http://www.ehow.com/about_4623603_heliotrope.html
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Element: Dogu Akdeniz
Tiirkiye dagihim: Tiirkiye

Genel Dagihmi: Bulgaristan, Yunanistan, Ege, Kuzey Afrika, Suriye, Filistin

Heliotropium tiirleri igerdikleri pirolizidin alkoloidleri sayesinde antitiimér,
antibakteriyel, antifungal, insektisit, antispazmodik, mutajenik, teratojenik ve
hepatotoksik aktivite gostermektedirler (Tosun ve Tamer, 2004). Heliotropium
tirlerinin pirolizidin alkoloidlerinden olan heliotrine, europine (Jain ve Prohit,
1986, Jain ve Singh, 1998; Singh vd., 2002), heliotridine, lasiocarpine (Reina vd.,
1995; Singh vd., 2002), subulacine, subulacine-N-oxide (Malik ve Rehman, 1988;
Singh vd., 2002) (Pandey vd., 1983; Singh vd., 2002), monocrotaline, spectabiline
ve senecionine bilesiklerini (Marquina vd., 1989; Singh vd., 2002) icermektedir.
Hindistan’da yayilis gosteren H. indicum un yaprak ekstrelerinin ilser, yara
iyilesmesi, lokal inflamasyon, iirtiker, sackiran, romatizma, ateslenme, sedef
hastaligi ve ar1 sokmasi gibi rahatsizliklarda kullanildigi bildirilmektedir (Das,
2011).

3.5. Artemia salina (Brine shrimp)
3.5.1. Organizmanin Ozellikleri

Artemia salina Crustacea alt subesi, Branchiopoda sinifi, Anostraca takimina bagl
primitif kabuklular arasinda yer alan, dogada tropik ve iliman boélgelerde 500’{in

tizerinde dogal ve yapay tuz goliinde yasayan bir kabuklu tirtdiir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Artemia salina genel goriiniimii

(http://www.hlasek.com/artemia_salina_bh0184.html, Erisim tarihi:
04.07.2013)

Ergin bireyleri %1 ile %235 tuzluluk ve 10-35 °C sicaklik araliklarinda
yasayabilir. Boylesine genis bir yasam araligma sahip olan bu zooplankton, su
canlilarmin iretilmesinde larva besleme asamasinda ¢ok Onemli bir yer
almaktadir. Artemia salina su canlilarimin, 6zellikle de baliklarin kiiltiir
caligmalarinda 1920’den bu yana canli yem olarak kullanilmaktadir. Artemia’nin
yasam devri boyunca dayanikli yumurtalar (kistler) olusturmasi, balik kiltiiriinde
kullanilmasindaki en énemli 6zelliktir (Anonim, 2008). Diinya genelinde 4000 ton
civarinda kuru Artemia yumurtas: (kisti), 0.4 mm A. salina larvasi (nauplii)
iretiminde kullanilir. Disi  bireylerin  biraktigi ki yumurtalar1  suyunu
kaybetmedigi icin, kiireseldir. Olaganiistii kosullarda (¢ok yiiksek tuzluluk ve ¢ok
diisiik oksijen seviyesi vb) embriyo sadece gastrula evresine kadar gelisir ve etrafi
yumurta kesesi etrafinda bulunan bir bez tarafindan salgilanan kalin bir kabukla
gevrilir (Sekil 3.2).


http://www.hlasek.com/artemia_salina_bh0184.html
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Sekil 3.2. Heniiz olgunlagsmamig Artemia yumurtalar: (Anonim, 2008)

Artemia kistleri yilin belli zamanlarinda dogal ortaminda su yiizeyinde yiizerken
riizgar ve dalgalar tarafindan kiyiya atilir. Bu kistler metabolik olarak aktif
degildirler ve gelisimlerine izin vermeden toplanip kurutulurlar. Deniz suyuna
karistirildiktan sonra, bikonkav seklindeki kistler su alarak kiiresellesir ve kabuk
icindeki embriyo metabolizmasi kesintiye ugramadan devam eder ve 24 saat
icinde Artemia salina larvalar1 (nauplii) ¢ikar ve kullanilabilir hale gelir. Bu
yumurtalar yiiksek tuzluluktaki sulara birakildiginda su kaybeder ve biiziisiirler.
Su {izerinde yilizen bu kistler, kahverengi kitleler halinde suyun durgun
bolgelerinde birikirler (Anonim, 2008) (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Artemia salina gelisim evreleri
(http://www.eeob.iastate.edu/faculty/DrewesC/htdocs/Artemph.jpg, Erisim tarihi:

04.07.2013)


http://www.eeob.iastate.edu/faculty/DrewesC/htdocs/Artemph.jpg
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Uygun sartlarda yikanan ve kurutulan yumurtalarin 6mrii, havasi alinmig
ambalajlarda 15 yila kadar ulasabilmektedir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Ticari olarak satilan Artemia salina yumurtalari

A.salina vitamin, yag asitleri ve renk maddeleri (pigmentler) bakimindan oldukga
zengindir (Uren, 2011). Artemia’lar besin degeri ve kalitesi nedeniyle akvaryum
baliklari, tatlisu baliklar1 ve deniz baliklari iiretiminin larva besleme ve biiylitme
asamasinda en yogun olarak kullanilan canli yemdir (Anonim, 2008). Daha 6nceki
yillarda sazan ve akvaryum baliklarmin beslenmesinde kullanilan Artemia, son
yillarda deniz baliklar1 ve karides yetistiriciliginde ikinci canli yem olarak
kullanilmaktadir. Deniz suyunda 24 saatlik inkiibasyondan sonra, yumurtalardan
¢ikan larvalar (nauplii), ¢esitli deniz ve tatli su organizmalar1 i¢in dogrudan
besleyici bir canli yem olarak verilebilir. Bunun nedeni ¢esitli biiyiikliiklerdeki ¢ok
sayida balik tiriiniin agiz agikliklarina uygun olmalart (350-400 mikron),
viicutlarimt ¢evreleyen dis kabugun sindirim salgilarinca kolayca sindirilebilir

olmasi ve besin iceriginin 6zellikle protein yoniinden ¢ok zengin olmasidir.

2008’de diinya genelinde Artemia salina nauplii’nin en fazla iretildigi yerler,
ABD'deki “Biiyiik Tuz Goli” (Great Salt Lake) ve San Franscisco Korfezi’dir.
Bunu disinda Cin, fran gibi iilkelerde belli oranlarda iiretim yapabilmektedir.
Ulkemizde ise izmir Camalti Tuzlasi’nda az da olsa A. salina yumurtas: elde
edilmektedir (Uren, 2011).
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3.5.2. Brine-shrimp (Artemia salina) Lethality (BSL) Assay

Her yil endiistriyel, ilag, kozmetik ve gida katki maddesi olarak firetilen pek cok
kimyasal madde bir yandan yasamimiz i¢in avantaj saglarken, bir yandan da daha
¢ok kimyasal maddeye maruz kalmamiza neden olmaktadir. Bu maddeler az veya
cok oranda toksik etki meydana getirebilmekte ve sagligimiz igin tehlikeli
sonuglar olusturabilmektedirler. Bu kimyasal maddelerin etkilerini bilmek ve
onlarla toksik diizeyde temasi 6nlemek, toksik etki olusum riskini azaltmaktadir.
Bu anlamda zararli etkenlerden korunmak, olasi riskleri belirlemek ve
bilgilendirmek ve zehirlenmelerde yeni tedavi yaklagimlari gelistirmek
toksikolojinin ilgi alanina girmektedir (ue.anadolu.edu.tr/eKitap/ECH207U.pdf,
erigim tarihi: 05.09.2013).

Toksik etkiler, toksik madde ve/veya onlarin metabolitleri ile organizmanin belli
yapilar1 arasindaki biyokimyasal etkilesim sonucunda meydana gelir. Bu toksik
cevaplarin ¢ogu hiicre 6liimii ve kritik bir organin hasari seklinde oldugu gibi,
hiicre 6liimiine neden olmayan, fakat normal fizyolojik siire¢lerdeki biyokimyasal
ve fizyolojik dengenin bozulmasi seklinde de ortaya ¢ikabilir. Toksik maddeler ile
meydana gelen etkiler eger organizma bu maddeye diisiik konsantransyonda
ve/veya kisa siire maruz kalmus ise, etki genelde geri doniisiimliidiir. Irreversibl
(geri doniisiimsiiz) toksik etkiler ise, maddeye daha uzun siire ve/veya daha
yiiksek konsantrasyonlarda maruziyet sonucu meydana gelir. Toksik maddelerin
reversibl etkileri, maddeye maruziyet kesildikten sonra kaybolurken, irreversibl
etkiler maruziyet dursa bile devam eder ve hatta ilerler. Karsinomalar,
mutasyonlar, noéron hasar1 ve karaciger sirozu gibi etkiler, irreversibldir. Bazi
etkiler ise, maddeyle maruziyet bittikten bir siire sonra yok olsa da, irreversibl
olarak degerlendirilir. Reversibl etkiler; oksidatif fosforilasyonda azalma, ATP
sentezinde azalma, protein sentezinde azalma, iyon konsantrasyon degisiklikleri ve
su alimi sonucu hiicresel sisme, steatozisdir. irreversibl etkiler; nekroz ve apoptoz
gibi etkiler olabilir. Ksenobiyotikler, hem nekrotik hem de apoptotik hiicre
6liimiinii, konsantrasyon, maruz kalma siiresi, spesifik doku ve hiicre tipine baglh
olarak tetikleyebilirler (ue.anadolu.edu.tr/eKitap/ECH207U.pdf, erisim tarihi:
05.09.2013).

Genel olarak toksisitesi arastirilacak bir kimyasal maddenin etkileri, hayvanlarda
ve birden fazla tiirde in vivo olarak incelenir. Akut toksisitede mortalite testi,
kronik toksisitede ise, dokulardaki patolojik incelemeler yapilir. Toksikolojide
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akut toksisite deneyleri; ilag, kozmetik, bitkisel ekstreler, hijyenik maddeler ve
cesitli amagla kullamilan diger kimyasal maddelerin toksik etkilerini belirlemek
icin  yapilmaktadir (ue.anadolu.edu.tr/eKitap/ECH207U.pdf, erisim tarihi:
05.09.2013).

Akut toksisite arastirilmasinda, deney hayvanlarinda tek dozla alinan cevap (etki)
iliskisi degerlendirilir. Doz, toksisiteyi belirleyen temel faktordiir. En sik
kullanilan akut toksisite testleri;

* Minimal Mortal Doz (MMD)
* Letal Doz 50 (LDsp)’ dir.

1926 yilinda Knafs-Lenz tarafindan ortaya konan Minimal Mortal Doz (MMD),
damar i¢i yolla siirekli ve yavas akimla bir ilacin, hayvanin 6lmesine kadar
verilmesiyle elde edilir. Tavsan, kedi, kdpek gibi hayvanlarda kolay uygulanabilir
ve fizyolojik parametrelerdeki degisiklikler izlenebilir. Ancak ¢ok sayida hayvana
uygulanmasinin biyoistatistik zorunlulugu yaninda, damar i¢i verilmesi nedeniyle
kimyasal maddenin inert bir solvent i¢inde erimesi ve etkisini ¢abuk gdstermesi
gerekir. Hayvana enjekte edilen total sivi hacmi dolagim kapasitesini
gecmemelidir. Bu nedenlerden otiirii fazla kullanilan bir akut toksisite yontemi
degildir (Dokmeci, 1994).

Bir maddenin ne kadar toksik oldugunu yani toksisite derecesini ifade etmek igin,
akut toksisite letalite birimi olan LDsg ifadesi kullanilir. LDsy kavrami ilk kez 1927
de Trevan tarafindan baz ilag ve toksinlerin standardizasyonu ile ilgili olarak
ortaya atilmistir. LDsq degerini etkileyen bir¢ok bireysel (deney hayvani ile ilgili)
ve dig faktorler vardir. Ayrica kesin sonug¢ almak ic¢in de ¢ok sayida deney
hayvanlarina ihtiya¢ vardir. Birgok nedenlerle, bugiin akut toksisite testlerinde
degisiklik yapma geregini ileri siiren birgok arastirict olmasma karsin, bir¢cok
durumlarda LDs, tayinine ihtiyag vardir. Bu nedenle doz-cevap iligkisi ve
semptomolojinin arastirilmas: bugiin de toksikoloji ve farmakolojinin temelini
olusturmaktadir.

LDsp; solunum yolu disinda diger tiim yollarla viicuda girerek etki gosteren kati
veya sivi haldeki kimyasal maddelerin belirli kosullarda bir kez verildiginde bir
gruptaki deney hayvanlarinin % 50’ sini 6ldiiren dozunu ifade eder ve bu deger
mg/kg olarak belirtilir. Ksenobiyotik viicuda hangi yol ile giriyorsa o yoldan
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deney hayvanlarina uygulanmasi daha stabil LDsy degeri elde edilmesine olanak
saglar. LDsy degeri maddelerin toksik etki olusturma potansiyellerini
karsilastirmayi saglar ve bu ifade ile bir maddenin hangi dozlarda zararli oldugunu
anlamak miimkiindiir. Ancak LDsy, her zaman i¢in bir kimyasal maddenin tim
toksisite veya zararlilik spektrumunu yansitmayabilir. Toksisitesi diisiik olan bazi
kimyasal maddeler, akut toksisite gostermedikleri dozda karsinojenik veya
teratojenik  olabilir  (ue.anadolu.edu.tr/eKitap/ECH207U.pdf, erisim tarihi:
05.09.2013) .

LCs (Letal Konsantrasyon 50): LCsy solunum yolu ile viicuda girerek etkisini
gosteren maddelerin akut toksisite Olciisiinii tanimlar. Belli kosullarda solunum
yolu ile viicuda verildiginde bir gruptaki deney hayvanlarmin % 50’sini 6ldiiren
konsantrasyondur ve birim olarak ppm veya mg/mm?® olarak ifade edilir.

Kimyasal bir maddenin toksik dozu, ila¢ ile zehir kavramini ayirmada da
onemlidir. Fizyolojik bozukluklar1 diizeltmek, yani hastaliklar1 tedavi igin
kullanilan ilag ancak belirli bir dozda (tedavi dozu: dosis therapeutica) verildigi
zaman, beklenen biyolojik etkiyi gosterir. Ancak bu dozun iistiine ¢ikildiginda,
ilacin toksik etkisi (toksik dozda) ve 6ldiiriicii etkisi (letal dozda) goriiliir. Her ilag,
belirli kosullarda -toksik etki- gosterdigi halde, her kimyasal (toksik) maddenin
ilag olamayacag1 durumu da ilag ile zehir arasindaki nitel farki gosterir.

Kimyasal maddenin toksik etki gostermesinde doz Onemlidir. Ancak yeterli bir
faktor degildir, toksik etkinin goriilmesinde, kimyasal maddenin organizmaya giris
yolu (oral, inhalasyon, deri yolu gibi) da ayn1 derecede dnemlidir. Ayrica toksik
maddenin temasta oldugu biyolojik sistem (hiicre, doku, organ ve tiir diizeyinde)
de oOnemlidir. Lewin (1854-1927) zehirleri "disardan alindigi zaman, belirli
kosullarda insanlarda zararl etkileri ile hastaliga veya 6liime neden olan kimyasal
maddelerdir" seklinde tanimlayarak, kimyasal maddelerin ancak belirli kosullarda
toksik etki goOsterecegini belirtmistir (ue.anadolu.edu.tr/eKitap/ECH207U.pdf,
erisim tarihi: 05.09.2013) .

Bitkilerde bulunan fitokimyasallarin biyolojik aktiviteleri ile bitki bilesiklerini
taramak icin gelistirilmis basit biyo-testler, bitki ekstraktlari i¢in bir klavuz olarak
kullanilabilmektedir. Biyo-testlerin pratik kullaniminda segilecek olan canl
modelin yasam dongiisiiniin herhangi bir asamasinin olasi kontaminantlara karsi
dayanikli olmasi, kolay elde edilebilir olmasi ve kolay kiiltiire edilebilmesi
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gerekmektedir (Wells, 1999). Bitkisel ilaglarin olasi advers (yan) etkilerinin hizli
sonug veren bir belirteci olarak (Artemia salina) Brine Shrimp Lethality (BSLA)
Assay, uygun bir test yontemidir. Brine shrimp (Artemia salina), kiiltiiriiniin
kolay yapilabilmesi, kisa jenerasyon zamani, kozmopolit yayilim ve ticari olarak
dormant yumurtalarinin elde edilebilmesi nedeniyle kisa siireli toksisite testi icin
bir test organizmasi olarak popularitesini arttirmistir (Persoone vd., 1989).

A. salina larvalari, memelilerle ayni piirin metabolizmasina sahip oldugundan
antitimor aktiviteyle iyi bir korelasyon gosterse de ilaglarin karacigerdeki
metabolik aktivasyon gereksinimi, A. salina'da karsilanamamaktadir (Sharififar
vd,. 2009). Bunun yaninda A. salina'daki DNA-bagimli RNA polimerazlar,
memelilerdekine oldukca benzerdir (Solis vd., 1993,Mc Laughlin vd., 1998). A.
salina larvalari, farkli mikotoksinlere karsi da genis bir yelpazede duyarlilik
gosterirler (Harwig ve Scott, 1971a).

BSLA, LDs, diizeyinin tespitinde de kullanilan toksisite testlerindendir. Bu
larvalar, giinimiizde biyolojik aktiviteleri arastirllan o6rneklerin ve bitkisel
iceriklerin  sitotoksisitesinin  belirlenmesinde  etkili bir yontem olarak
kullanilmaktadir (Sharififar vd,. 2009). Ayrica fungal toksinlerin, agir metallerin,
cyanobacteria toksinlerinin, pestisitlerin ve dis hekimliginde kullanilan bazi
maddelerin, sitotoksik etkilerinin arastirilmasinda kullanilmaktadir (Harwing ve
Scott, 1971b; Solis vd, 1993; Martinez vd 1998; Jaki vd, 1999; Barahona ve
Sachez-fortun, 1999; Pelka vd, 2000; Giirkan vd, 2000; Ugur vd, 2000, Ulusoylu
vd 2001). Bunlara ek olarak, embriyonel gelisim siirecini etkileyen teratojen
maddelerin (Sleet ve Brendel, 1983) organofosfor insektisitlerin (Sanchez-fortun
vd, 1996) ve zirai amaca yoOnelik olarak olduk¢a sik kullanilan birgok
antibiyotigin, toksisite diizeylerinin tespitinde de kullanilmaktadir (Solis vd. 1993;
Migliore vd, 1997).
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4. KAYNAK OZETLERI

Eloff (1998), Anthocleista grandiflora ve Combretum erythophyllum’un yaprak
kisimlarindan aseton, etanol, metilendiklorid (MDK), metanol/kloroform/su
(MKS) ve 1-10 V/V oranlarinda sulu ekstrelerini elde etmistir. Ekstrelerin
icerigindeki bilesikleri ayirmada ve miktarin1 belirlemede ince kolon
kromatografisini kullanmugtir. Biyo-otografi yontemiyle ekstrelerin
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa bakterileri iizerinde
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu goézlemlemistir. Ekstrakt veriminin
sirastyla MKS, etanol, metanol, MDK, su ve aseton seklinde oldugunu;
ekstraksiyon oraninin ise MDK ve asetonda digerlerine gore yiiksek oldugunu
belirlemistir. Bakteriler {izerinde yapilan biyo-testte en aktif ekstrenin MKS
oldugunu gdérmiis ve bunu solventin farkli hidrofilik, lipofilik, u¢uculuk vb.
ozelliklere sahip c¢oziiclilerden olusmasina baglamistir. Asetonun ise, yiiksek
hidrofilik ¢ozgen olma 6zelligi nedeniyle, metanol, etanol ve suya tercih

edilebilecegini ileri siirmiistiir.

Goffin vd. (2003), Tithonia diversifoliain toprak iistii, yaprak, ¢igek ve govde
kisimlarinin her bir igin dietil eter, diklorometan, metanol ve sulu ekstraklari
(dekoksiyon) elde etmislerdir. Tagitinin C saflagtirmasi i¢in seskuiterpen lakton
mobil fazimi kullanarak HPLC analizini gerceklestirmislerdir. Tagitinin C'nin
eldesinde en yiiksek ekstre veriminin dietil eter yaprak ekstresinde (% 30.85)
bulundugunu saptamiglardir. Tagitinin C miktarinin bitkinin toprak tistii kisimlari
icin, dietil eter ektresinde (Kasim % 30.53; Temmuz, % 31.30); diklorometan
ektresinde % 0.492, metanol ekstresinde % 1.987, sulu (dekoksiyon) ekstrede %
0.492; ¢igek kisimlari i¢in; dietil eter ekstresinde % 5.080 ve govde kisminda ise;
dietil eter ekstresinde % 0.060 oldugunu gézlemlemislerdir.

Dorman vd. (2003), Lamiaceae familyasindan Origanum vulgare, Rosmarinus
officinalis, Salvia officinalis ve Thymus vulgaris’in sulu ekstrelerinde, ekstre
veriminin O. vulgare’de % 36, R. officinalis’te % 24, S. officinalis’te % 25 ve T.
vulgaris’te % 29 oldugunu belirlemislerdir. Ekstrelerin toplam fenolik igeriginin
ise yukaridaki siralamaya gore 149, 185, 166 ve 95,6 mg oldugunu saptamiglar ve
bu iceriklerin tiimiine baktiklarinda en fazla bulunan bilesigin Rosmarinic asit
oldugunu tespit etmislerdir. Ekstrelerin indirgeme kapasitesini belirleme amaciyla
Fe(Ill)’ten Fe(Il)’ye indirgeme testini uygulamiglar ve en yiiksek indirgeme
aktivitesini S. officinalis ve R. officinalis’in gosterdigini ve onlari takiben O.
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vulgare ‘nin, en diisiik aktiviteyi ise, T. vulgaris’in gosterdigini rapor etmislerdir.
Uygulanan serbest radikali stipiirme aktivite testlerinden DPPH ve ABTS’nin ve
LDL oksidasyonun ex vivo ortamda inhibisyon testlerinde, Fe indirgeme testi
sonuclarina paralel sonuglarin ortaya ¢iktigini belirtmislerdir.

Ljubuncic vd. (2005), Asphodelus microcarpus (sogan ve kok), Ecbalium
elaterium (meyve), Eryngium creticum (yaprak ve gbvde), Mercurialis annua
(vaprak), Pistacia lentiscus (yaprak ve tomurcuk), Rhamnus alaternus (yaprak),
Teucrium polium (yaprak ve govde) ve Urtica pilulifera (yaprak ve govde)
bitkilerinin su ekstrelerini elde etmislerdir. Bu sekiz bitkiden elde edilen
ekstrelerin  antioksidan kapasitesini  belirlemek amaciyla, sigan karaciger
homojenatinda Fe'? tetikli lipit peroksidasyonunu belirleyen tiyobarbitiirik asit
reaktif madde testini (TBARS) uygulamiglardir ve istatistiksel acidan lipit
peroksidasyonunu engelleyici aktivitenin kayda deger olmadigini gormiislerdir
(Mercurialis annua ‘da maksimum %79). Denemelerde bu yedi bitkiden elde
edilen ekstrelerin  PCI12 (sigan feokromositomasi) ve HepG2 (insan
hepatoblastomasi) hiicre hatlari {izerinde hiicre biitlinl{igli arastirmak ve sitotoksik
etkinliginin belirlenmesi amaciyla MTT ve LDH (laktat dehidrogenaz) test
yontemlerini kullanmiglardir.  Sonug olarak E. elaterium (1 mg/mL) ve P.
lentiscus (0,5 ve 1 mg/mL) haricinde higbir ekstrenin mitokondriyal respirasyonu
inhibe etmedigini ve LDH eksikligine neden olmadigini dolayist ile, tibbi olarak
kullanilan bu bitkilerin halk arasindaki kullanim sekli ve konsantrasyona bagh
olarak, bir tehlike olusturmadigini ileri siirmislerdir.

Rehman (2006), meyve isleme endiistrisinden alinan turunggil kabuklarindan
etanol (% 11.00), metanol (% 19,87), aseton (% 15,00), hekzan (% 9,12), petrol
eteri (% 7,88) ve dietil eter (% 12,75) ekstraksiyonlarini elde etmistir. Arastiric
rafine edilmis misir yagimi 6 aylik bir otooksidasyon periyoduna birakmis ve
serbest yag asitleri (FFA), peroksit degeri (POV) ile iyodin degerlerini
hesaplamustir. Kontrol grubu olarak da sentetik olarak kullanilan biitillenmis
hidroksitoluen ve biitillenmis hidroksianizolu kullanmstir. Elde ettigi ekstrelerin,
kontrole gore 8-10 kat daha etkili oldugunu bulmustur ve yapay antioksidanlarin
yerine kullanilabileceklerini ileri siirmiistiir.

Peschel vd. (2006), endiistriyel olarak kullanilan Malus sp. (elma), Fragaria sp.
(¢ilek), Pyrus sp. (armut) ve Beta vulgaris’in (pancar) meyve suyu iretiminden
arta kalan kisimlarini, Asparagus officinalis (kuskonmaz), Cynara scolymus’un
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(enginar) konserve iiretiminden arta kalan kisimlarini, Brassica oleracea ssp.
(brokoli), Cucumis sativus (salatalik), Cichorium endivia (hindiba) ve Cichorium
intybus’un (beyaz hindiba) hasatindan arta kalan kisimlar1 ve tibbi bitki olarak
kullanilan Solidago virgaurea (altin basak) ve Isatis tinctoria’nin (givitotu)
birincil kullanilan kisimlarini, ilk olarak 2 asamali ekstraksiyon (1.ekstraksiyon:
metanol, etanol, su, aseton ve hekzan ve CO, basingli ekstraksiyonu,
2.ekstraksiyon: %50 metanol/su ve %80 aseton/su ekstraksiyonu) ve su/butanol ve
su/butanon fraksiyonlamasina tabi tutmuslardir. Her bir ekstraksiyon asamasinda
ekstrelerin, Folin Ciocalteu metoduyla toplam fenol igerigini, neotetrazolium ajani
kullanilarak siiperoksit radikali silipiirme aktivitesini, Ferrotiyosiyonat (FTC)
kullanilarak linoleik asit sistemde antioksidan aktivitesini, DPPH metoduyla
serbest radikal siipirme aktivitesini, Tiyobarbiturik asit (TBA) kullanilarak
FeCl,/H,0; ile uyarilmis linoleik asit peroksidasyonu inhibisyonu arastirmiglardir.
Sonug olarak endiistiryel gida iiretimi atiklarinin gidalar i¢in antioksidan kaynag:
olarak olmasa da, kozmetik iiriinlerde kullanilabilecegi sonucuna ulagsmiglardir.

Celik ve Aslantiirk (2007), Lavandula stoechas’in ¢igek kisimlarindan infiizyon
ekstresi elde etmis ve bu ekstrenin Allium cepa kok meristemi hiicreleri tizerindeki
sitotoksik ve genotoksik etkilerini incelemislerdir. 40, 80 ve 120 g/L’lik
konsantrasyonlarda denenen infiizyon ekstresinin Allium cepa kok meristem

hiicrelerinde sitotoksik ve genotoksik aktivite gosterdigini belirtmislerdir.

Celik ve Aslantiirk (2009), Ecballium elaterium’un meyve kisimlarindan farklh
konsantrasyonlarda (10 mL/L, 20 mL/L ve 50 mL/L) elde ettikleri su ekstresinin
sogan kok meristemi {izerindeki genotoksik ve sitotoksik etkilerini belirlemek
amaciyla Allium Test yontemini kullanmiglardir. Sonugta, E. elaterium’un su
ekstresinin konsantrasyon artisina bagli olarak, kok biiyiimesi iizerinde &nemli
Olglide inhibisyona neden oldugunu goézlemlemislerdir. Sitotoksik seviyenin
6l¢iilmesinde mitotik indeksi kullanmislar ve ekstre konsantrasyonu artigsina bagh
olarak, mitotik indekste dnemli bir diislis gergeklestigini, 6zellikle seyreltilmemis
E. elaterium meyve suyu ekstrelerinin boliinmeyi tamamen durdurdugunu
belirlemislerdir. Genotoksik etkinin belirlenmesinde kromozom aberasyonlari
degerlendirilmis ve yine ekstre konsantrasyonuna bagli olarak, kontrol gruplarina
gore onemli Olciide kirk olusumu, yapisma, yanhs kutuplagsma ve mikroniikleus
olusumu gibi aberasyonlarin meydana geldigini gézlemlemislerdir. Sonug olarak
tibbi bitkilerin olasi toksik etkilerinin arastirilmasinin, halk sagligini korumada
onemli bir 6l¢iit oldugununun {izerine dikkat ¢ekmislerdir.
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Ravishankara vd. (2002), Hemidesmus indicus’un kok kabugu kisimlarindan elde
ettikleri metanol ekstrelerinde bulunmasi muhtemel olan fenollerin, taninlerin,
steroid ve terpenoidlerin, alkoloidlerin, antrakinonlarin ve flavonoidlerin varligin
tayin etmede fitokimyasal tarama yontemini kullanmuglardir. Bitkinin metanol
ekstresinde en yiiksek miktarda bulunan fitokimyasal iceriklerin, fenolikler ve
taninlerin oldugunu tespit etmislerdir. Toplam fenol igeriginin tayininde Folin
Ciocalteu metodunu ve toplam fenol igeriginin bant profillerini olusturmada da
TLC finger print profile ydntemini kullanmislardir. Metanol ekstresinin
etkinliginin DPPH i¢in 18.87 pug/mL, siiperoksit radikali siipiirme aktivitesi igin
19,9 pg/mL, nitrik oksit siipiirme aktivitesi i¢in 188 ug/mL, ferrik ADP ve
askorbatla lipit peroksidasyonu tetiklenmis fare karaciger preparatinda 43.8 pg/mL
oldugunu gozlemlemislerdir. Hemidesmus indicus’un antioksidan aktivitesinin
ozellikle tanin ve hemidesmin 1 ve 2 ve de 2-hidroksi-4-metoksi benzoik asit gibi
fenolik bilesiklerin varligindan kaynaklandigini ileri siirmiislerdir.

Li vd. (2006), nar kabugu ve oOziinden etanol/metanol/aseton ekstraksiyonu
yapmiglardir. Antioksidanlarin ekstraksiyonunu daha etkili kildigini diisiinerek,
farkli tipte c¢oziiciileri kullanmuglardir. Toplam fenol igeriginin tayininde Folin
Ciocalteu yontemini, flavonoid, proantosiyanidin ve askorbik asidin tayininde
kolorimetrik fitokimyasal tarama yontemlerini, antioksidan aktivite ve radikal
siipiirme aktivitesini belirlemede FRAP (demir indirgeyici antioksidan giicii),
stiperoksit radikali siiplirme, hidroksil radikali engelleme, peroksil radikali
siiptirme (ORAC testi) yontemlerini kullanmislar ve ayrica diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL) oksidasyonunun, inhibisyon aktivitelerini 6lgmiislerdir. Sonug
olarak, bitkinin kabuk ve 0z kisimlar1 igeriklerinin hem nicelik hem de nitelik
bakimindan ayrimsal farklara sahip oldugunu tespit etmislerdir. Segcilen farkli
tipteki antioksidan aktivite, kapasite ve radikal siipiirme aktivitelerinde yontemleri
sonucunda elde ettikleri veriler, kabuk ekstresinin diger ekstreye gore 10 kat daha
etkili oldugunu, bunun nedeninin de kabuk ekstresinin 6z ekstresine gore
flavonoid ve proantosiyanidin igerigi bakimindan daha zengin olmasindan

kaynaklandigini rapor etmislerdir.

Pooja vd. (2010), Dalbergia sissoo koklerinden sirastyla metanol ve petrol eteri
ekstrelerini elde etmislerdir. Ekstrelerin flavonoid ve tanin igerigini saptamak
amaciyla standart olarak rutinin kullamldigi, kalitatif fitokimyasal analiz
yontemlerini kullanmislardir. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi amaciyla, nitrik

oksit radikali inhibisyonu ve hidrojen peroksit siipiirme aktivitesini belirleme
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yontemlerini kullanmiglardir. Kalitatif fitokimyasal tarama sonuglarina gore D.
sissoo’da flavonoid, tanin ve fenollerin oldugunu saptamiglardir. 16-250 uL/mL
arasindaki farkli konsantrasyonlarda denenen ekstrelerin hidrojen peroksit
siiplirme aktivitesinin ortalama degerlerde oldugunu ancak, nitrik oksit radikali
inhibisyonunun yiiksek oranda gerceklestigini rapor etmislerdir.

Rahman vd. (2011), Heliotropium indicum’un toprak fistii kisimlarindan elde
ettikleri metanol ekstresinde fitokimyasal tarama yontemiyle ekstrede alkaloit,
steroid, flavonoid, saponin ve tanenlerin varligini tespit etmislerdir. Antinosiseptif
aktiviteyi belirlemek amaciyla, farelerde asetik asit tetikli yangi inhibisyonunu
incelemislerdir. Pozitif kontrol olarak diklofenak bilesiginin kullanildig: testte,
ekstrenin 500 mg/kg dozda %64,67°lik yangi inhibisyonu gosterdigini ve bu
etkinin diklofenak ile karsilagtirildiginda 6nemli oldugunu ileri siirmiislerdir
(p<0,05). Bitkinin sitotoksik aktivitesini belirlemek amaciyla da Brine Shrimp
Lethality Assay yontemini kullanmislardir. Sonugta, metanol ekstresinin LCsg
degerinin 47,86 ug/mL ve LCqy degerinin 75,85 pg/mL oldugunu saptamislardir.

Bolivar vd. (2011), Gallium mexicanum’dan fraksiyonlu olarak sirasiyla n-hekzan,
kloroform ve metanol ekstrelerini elde etmistir. Kloroform ekstresinin
fitokimyasal igerik taramasinda, triterpen, saponin, flavonoid, seskuterpen lakton
ve glukozidlerin varligim gozlemlenmisken, taninlerin bulunmadigi goriilmiistiir.
Ekstrelerin (metanol, kloroform ve alti diger fraksiyonda) ozellikle kullanilan
Gram (+) bakteri suslarinda etkili oldugunu, HE 5, ME 13-15 ve ME 40-41
fraksiyonlarmin Trichophyton rubrum ve HE 14b ve ME 13-15 fraksiyonlarmnin
Candida albicans’1 inhibe ederek antifungal aktivite gosterdigini ancak ekstrelerin
hi¢ birinin Aspergillus fumigatus’a karsi aktivite gostermedigini belirlemiglerdir.
HE 5 ve HE 14b fraksiyonlarinin ise, Leishmania donovani’ye karsi antiparazitik
etki gosterdigini belirlemistir. Ekstrelerin sitotoksik aktivitesi, THP-1 monosit
hiicre hatlarinda incelenmis ve HE 5, ME 13-15 ve ME 40-41 haricindeki
fraksiyonlarin % 75’ten daha fazla sitotoksik etki gosterdigi; HE 5 ve ME 13-15
fraksiyonlarinin ~ IL-6  sekresyonun  9%50-%90  seviyelerinde  azaltarak
antienflamatuar etki gosterdigi belirtilmistir. Arastiticilar, aragtirmadan elde edilen
veriler sonucunda halk hekimliginde sik¢a kullanilan G. mexicanum’un 6zellikle,

antiparazitik ve antienflamatuar etkisinin ytiksek oldugunu rapor etmislerdir.

Lavelli vd. (2000), taze ve 1stya maruz birakmig Lycopersicon esculantum Rita ve
Lycopersican esculantum Cencara varyetelerinin (ticari dometes) hidrofilik ve
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lipofilik antioksidan igerigini belirleyebilmek i¢in, fosfat tamponu ekstraksiyonu
(pH: 3.0 ve 7.4) ve petrol eteri fraksiyonunu takiben tetrahidrofuran ekstraksiyonu
yapmusglardir. Ekstrelerin karotenoid ve askorbik asit analizini spektrofotometrik
ve elektrokimyasal dedektorlerle HPLC’de yapmuslardir. Ekstrelerin toplam fenol
iceriginin tayininde Folin Ciocalteu yontemini, antioksidan aktiviteyi belirlemede
ise, ksantin oksidaz/ksantin, myeloperoksidaz/NaCl/H,O, ve linoleik asit/CuSO,
model sistemlerini kullanmiglardir. Sonug olarak iki varyete arasinda toplam fenol
icerigi ve antioksidan aktivite bakimindan istatistiksel olarak kayda deger farklarin
bulunmadigini, ekstrelerin hidrofilik antioksidanlarinin ve 1si1l iglem gormiis
formunun, taze formuna goére daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigini
belirtmislerdir.

Miliauskas vd. (2004), tibbi ve aromatik bitkiler grubu icerisinde yer alan, Salvia
officinalis, Salvia sclarea, Salvia glutinosa, Salvia pratensis, Lavandula
angustifolia, Calendula officinalis, Matricaria recutita, Echinacea purpurea,
Rhaponticum carthamoides, Juglans regia, Melilotus officinalis, Geranium
macrorrhizum ve Potentilla fruticosa bitkilerinin aseton, etil asetat ve metanol
ekstrelerini elde etmislerdir. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi amaciyla DPPH
radikali siipiirme aktivitesi ve ABTS radikal katyonu dekolorizasyonu
yontemlerini  kullanmiglardir. DPPH ve ABTS testleri sonuglarinin yiiksek
kolerasyon gosterdigini ancak ekstrelerin 6zellikle ABTS katyonunu siipiirmede
daha etkin olduklarin1 gbzlemlemislerdir. Ayrica antioksidan aktivitenin en yiiksek
goriildiigli ekstrenin, Echinacea purpurea hari¢ metanol ekstresi oldugunu
gozlemlemislerdir. Ekstrelerin toplam fenolik, flavonoid ve flavonol igeriginin
belirlenmesinde  sirasiyla  Folin-Ciocalteu, Pharmacopeia ve Yermakov
yontemlerini  kullanmiglardir. Denemeler sonucunda, en yiiksek fenolik ve
flavonoid igerige Geranicum macrorhizum’un (% 25.9 ve % 13.8), en yiiksek
flavonol igerigine ise G. macrorhizum ve S. Glutinosa’nin sahip oldugunu ve G.
macrorhizum ve P. fruticosa’nin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigini rapor

etmislerdir.

Abdille vd. (2005), Dillenia indica’nin meyve kisimlarindan elde ettikleri etil
asetat, metanol ve su ekstrelerinin toplam fenolik i¢erigini Folin Ciocalteu yontemi
ile, antioksidan kapasitesini fosfomolibdenum ydntemi ve [-karoten-linoleat
model sistemini kullanarak ve ekstrelerin serbest radikal siipiirme aktivitesini de
DPPH yontemi ile belirlemiglerdir. D.indica’dan elde ettikleri ekstrelerin
veriminin sirasi ile metanol (% 21,5), etil asetat (% 4.9) ve su ekstreleri (% 4.3)
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seklinde oldugunu tespit etmislerdir. Antioksidan aktivite, toplam fenol igerigi ve
radikal siipiirme aktivitesi bakimindan da sirasiyla metanol, etil asetat ve su
ekstrelerin etkili olduklarimi1 goézlemlemislerdir. Fenolik igerik ve antioksidan
aktivite arasinda pozitif korelasyon oldugunu saptamislardir. Bu nedenle de D.
indica meyvesinin, antioksidan fenolikleri bakimindan iyi bir kaynak oldugu
disiiniilmiistiir ve in vivo c¢aligmalar i¢in bu bilesiklerin izolasyonu ve
tanilamasinin, mekanizmalarinin anlagilmasi bakimindan 6nemli oldugunu ileri
siirmiislerdir.

Asjad vd. (2012), Unani sistem olarak bilinen alternatif tip yonteminde, karaciger
hastalig1 ve epilepsi gibi rahatsizliklarda kullanilan Habbe Sara ilacinin serbest
radikal siiplirme aktivitesi ve metal selatlama aktivitesi iizerinden antioksidan
aktivite tayinini gerceklestirmislerdir. Sonug olarak; Habbe Sara’nin gergekten de
antiepileptik ve antioksidan aktivite gosterdigini, serbest radikal olusumunu
azalttigin1 ve dolayisiyla sinirsel hasar1 engelleyebilecegini rapor etmislerdir.

Brand-Williams vd. (1995), antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in 2, 2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl’i (DPPH’) kullanmiglardir. Antiradikal aktiviteyi belirlemede
antioksidan 6zelligi oldugu bilinen fenol, BHT, BHA, p-kumarik asit, vanilin,
vanilik asit, izogenol, feriilik asit, eugenol, zingeron, guaiacol, protocatehuic asit,
kafeik asit, gallik asit ve gentisik asit bilegiklerini kullanmiglardir. Kullanilan
bilesiklerin antiradikal giliciinii belirlerken, bilesiklerin 3 farkli Kinetik aktivite
gosterdiklerini ve bunun zamana bagli olarak ¢ok hizli (1 dakika), orta hizda (5-30
dakika) ve yavas hizda (1-6 saat) Kkararli duruma gegis gosterdigini
gozlemlemiglerdir. Bunun yaninda aktivite hizi ile antiradikal giic arasinda
dogrudan bir korelasyon olmadigini, dolayisiyla zamana bagli olarak etki gosteren
(yavas hizda) bazi bilesiklerin, hizli aktivite gdosteren bilesiklere gore daha etkin

oldugunu rapor etmislerdir.

Das (2011), Heliotropium indicum’un yaprak kisimlarindan petrol eteri,
kloroform, metanol ve su ekstrelerini elde etmistir. Ug farkli konsantrasyonda
hazirlanan (100 pg/mL, 200 pg/mL, 300 pg/mL) bitki ekstrelerinin her birinin
antibakteriyel aktivitelerinin belirlenebilmesi igin; iki Gram (-) bakteri
(Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa) ve iki Gram (+) bakteri
(Stapylococcus aureus ve Bacillus subtilis) kullanarak disk difiizyon testi
yapmislar ve denemeler, 3 tekrarli olacak sekilde yapilmistir. Sonugta, doza bagl
olarak ekstrelerin antibakteriyel etkisinin arttigin1 gozlemlemistir. Olusturdugu
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inhibisyon zonun g¢apina gore antibakteriyel etkinlik sirasinin; metanol, petrol
eteri, sulu ve kloroform ekstresi oldugunu belirlemis ve H. indicum ekstrelerinin
gosterdigi antibakteriyel etkiye bagh olarak, icerdigi dogal ajanlarin izolasyonu ve
tanilanmas igin ileride yapilacak ¢alismalarin 6nemli oldugunu belirtmistir.

Lee vd. (2004), Platycodon grandiflorum’un kok kisimlarindan petrol eteri
ekstresini ve 5 fraksiyonlu ekstrelerini elde etmislerdir. Ekstre verimi bakimindan
fraksiyonlardan F1’in (% 33), F2’in (% 11), F3’in (% 26), F4’in (% 5) ve F5’in (%
2) oldugunu tespit etmislerdir. Lipit peroksidasyonunun belirlenmesi amaciyla,
Ferrik tiyosiyonat yontemini (FTC) ve Tiyobarbitiirik asit yontemini (TBA),
serbest radikal siipiirme aktivitesini belirlemek amaciyla da DPPH yontemini
kullanmigslardir. FTC ve TBA test sistemlerine gore lipit peroksidasyonu aktivitesi
icin fraksiyon sirasinin 2>5>4>3>1 oldugunu, DPPH siipiirme aktivitesi igin ise
fraksiyon sirasinin 2>3>5>1>4 oldugunu, toplam fenolik icerik bakimindan
fraksiyonlarin siralamasinin ise 2>5>4>3>1 oldugunu belirlemislerdir. Ekstrelerin
Sitotoksisik etkinliginin belirlenmesi amaciyla HT-29, Hep-G2 ve HRT-18 hiicre
hatlariyla yapilan MTT yo6ntemi sonucunda, en fazla sitotoksik etkinin 2 ve 3.
fraksiyonlarda oldugunu ve F1’in Ozellikle negatif etki yaparak proliferasyonu
arttirdigini saptamuslardir.

Tosun ve Tamer (2004), Heliotropium europaeum’un tohumlarindan alkoloid
eldesi icin ilki % 25’lik amonyak (pH 10.5) ve ikincisi ¢inko tozuyla indirgenmis
% 25’lik amonyakla (pH 10.5) diklorometanda ekstrakte edilmis iki fraksiyon elde
etmislerdir. GC-MS analiziyle tohumlardan toplam % 0.28 ve % 0.02’lik
prolizidin alkoloidlerinin eldesini gergeklestirmislerdir ve H.europaeum’dan elde
edilen alkoloidlerin % 92.86’simin N-oksitler oldugunu rapor etmislerdir.

Artemia salina’'nin kullanildig1 bazi akuatik toksisite testleri ile, rodentlerin (fare
veya rat) kullanildig1 toksisite testleri arasinda bir korelasyon olup olmadigim
anlamak lizere bazi ¢alismalar yapilmis ve iimit verici sonuglar elde edilmistir. Her
iki testten elde edilen LDs, degerleri, ayn1 kimyasallarin insanlar i¢in gecerli olan
akut oral letalite verileriyle kiyaslandiginda, sonuglar arasinda genellikle iyi bir
korelasyon oldugu goézlenmistir. Benzer olarak, bu kimyasallarin, oral akut
toksisite potansiyellerinin test edilip, insanlar i¢in gegerli olan akut dozlarla
kiyaslandiginda; akuatik testlerin, rodent testlerine nispeten biraz daha iyi sonuglar
verdigi gozlemlenmistir. Ancak akuatik toksisite testlerinin, suda ¢oziinebilen
maddelerin toksisite degerlerinin saptanmasinda daha uygun olduguna da
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deginilmistir (Calleja ve Persoone, 1992; Lagarto vd, 2001). Yine baska bir
caligmada ise, Artemia salina ile yapilan bu testin modifiye edilmis sekli ile alinan
sonuglar, memeli hiicre kiiltiirleri ile yapilan toksisite testlerinde alinan sonuglarla
karsilastirilmig ve birbiriyle uyumlu sonuglar elde edilmistir (Lewan vd., 1992).
Biitiin bu veriler goz oniine alindiginda toksik maddelerin in-vivo olarak A. salina
larvalarina olan oldiiriicli etkisi, hizli1 ve basit bir yontem olarak kullanilmasina
olanak saglamaktadir (Choundhary ve Thomsen, 2001).

Kivegak ve Akay (2002), Pistacia lentiscus, Pistacia lentiscus var chia ve Pistacia
terebinthus bitkilerinden n-hekzan, metanol, etanol, etil asetat ve su (infiizyon)
ekstrelerini elde etmislerdir. Bu ekstrelerin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi
amaciyla Brine Shrimp Lethality Assay yontemini kullanmislardir. Sonugcta
kullanilan {i¢ bitkinin n-hekzan, etanol ve metanol ekstrelerinin sitotoksik aktivite
gosterdigini saptamiglardir.

Pour ve Sasidharan (2011), Lantana camara’nin kok, govde, yaprak, ¢igek ve
meyve kisimlarindan metanol ekstrelerini elde etmislerdir. Bitkinin sitotoksik
etkisini belirleyebilmek amaciyla Brine Shrimp Lethality Assay yontemini
kullanmiglardir. Calismada negatif kontrol olarak vitamin C ve referans kontrol
olarak da kloramfenikol bilesiginin kullanildig1 yontemde, en yiiksek sitotoksik
aktiviteyi (940,7 ug/mL ) bitkinin koklerinden elde edilen ekstrelerin gosterdigini
belirlemislerdir Kok ekstresini takiben sirasiyla yaprak, ¢igek, meyve ve govde
ekstrelerinin sitotoksik aktivite gosterdigini saptamiglardir. Vitamin C’nin (221,7
pg/mL) ve kloramfenikol bilesiginin (748,1 pg/mL) kullanilan tiim ekstrelere gore
(p<0,05) daha yiiksek seviyede sitotoksik aktivite gosterdigini belirtmislerdir.
Koklerden elde edilen ekstrelerin sitotoksik aktivitesi goz 6niine alindiginda olasi
antikanser fitokimyasal iceriklerini barindirabilecegini ve bu ekstrenin iizerinde

calisilmasi gerektigi konusuna dikkat ¢ekmislerdir.

Erdogan (2009), Fumaria densiflora DC. ve Fumaria officinalis L. bitkilerinden
hekzan, etil asetat, etanol, metanol ve su (infiizyon) ekstrelerini elde etmis ve
ekstrelerin toksik etkilerini, Brine Shrimp Lethality Assay yontemiyle
degerlendirmistir. F. densiflora’min etil asetat ve F. officinalis’nin hekzan
ekstreleri Artemia larvalarina karsi sitotoksik etki gosterirken (LCso<1000), su
ekstrelerinin higbir sitotoksik etki gdstermedigi saptanmistir.
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Moshi vd. (2009), Diklorometan, etanol ve etil asetat ekstraksiyonlari yapilan
Canarium schweinfurthii, Dissotis brazzae, Iboza urticifolia, Isoglosa lacteal,
Strombosia scheffleri ve Whitfieldia elongata’z:n  antibakteriyel aktivitesini
mikrodiliisyon ve disk diflizyon yontemleri ile, bitkilerin akut toksisitesini de
Brine Shrimp Lethality Assay yontemiyle arastirmiglardir. Her iki antibakteriyel
test sisteminde de diklorometan ekstresinin antibakteriyel aktivitesi, etanol
ekstresine gore yiiksek olmustur. Brine shrimp larvalarina uygulanan ekstrelerin
LCsy degerlerine bakildiginda (Dissotis brazzae ve Strombosia scheffleri’nin
etanol ekstrelerinde LCs>1000 toksik etki gbzlenmemistir) ise, ¢ok diisiik
seviyede toksik etki gosterdikleri goriilmiistiir.

Ullah vd. (2009), Centella asiatica bitkisinden metanol ekstresinin n-hekzan,
karbon tetraklorid, kloroform ve su fraksiyonlarini elde etmislerdir. Antioksidan
aktiviteyi belirleme amaciyla DPPH yontemini, antimikrobiyal aktiviteyi
belirlemek amaciyla disk diflizyon yontemini ve sitotoksik aktiviteyi belirlemek
amaciyla da Brine Shrimp Lethality Assay yontemini kullanmiglardir. Tim
fraksiyonlarin ortalama antioksidan etki gosterdigini, kloroform ve sulu
fraksiyonlarin sirasiyla 4 ug/ml ve 7 ug/ml ICs, degeriyle en giiglii antioksidan
etkiyi gosterdigini rapor etmislerdir. Antimikrobiyal aktivite sonuglar ise,
fraksiyonlarin 16 mikroorganizmaya kars1 kayda deger sekilde antibakteriyel ve
antifungal etki gosterdigini belirlemislerdir. Yukaridaki fraksiyon sirasina goére
400 ug/disk’lik konsantrasyonda, 7-15 mm, 8-12 mm, 8-16 mm ve 8-13 mm'lik
inhibisyon zon ¢ap1 gozlemlemislerdir. Ekstrelerin Brine Shrimp Lethality Assay
sonuglarina gore, yliksek sitotoksik aktivite gosterdigini bulmuslar ve LCsg
degerlerinin yukaridaki fraksiyon sirasimi takiben 1.254, 0.826, 3.866 ve 5.366
ug/ml oldugunu rapor etmislerdir. Arastiricilar ¢alisma sonucunda geleneksel
kullanimlarimi ~ destekler sekilde Centella asiatica bitkisinin antioksidan,
antimikrobiyal ve sitotoksik etki gosterdigini ve 6nemli bir ilag kaynagi olarak
kullanilabilecegi gorisiinii ileri stirmiislerdir.

Lemos vd. (2006), Magonia glabrata’nin meyve kisimlarindan elde ettikleri etanol
ekstresinden sikimik asit, skopoletin, 2-O-Metil-L-inositol bilesiklerini belirlemis
ve 2-O-Metil-L-inositol bilesigini ekstreden izole ederek, degerlendirmislerdir.
Ektrenin antioksidan aktivitesini belirlemek amaciyla DPPH serbest radikalini
siiptirme yontemini kullanmislardir. Biitillenmis hidroksitoluenin kontrol olarak
kullanildig1 yontemde, etanol ekstresinin kontrolle karsilastirildiginda, serbest
radikal siipiirme aktivitesi oldukg¢a yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,01). 2-O-
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Metil-L-inositol bilesiginin antioksidan aktivitesi ise ortalama seviyede
bulunmustur. Yine bitkiden elde ettikleri etanol ekstresinin ihtiyotoksik etkisinin
belirlenmesi amaciyla Molinesia latipinna ve sitotoksik etkisini belirlemek
amaciyla da Artemia salina yontemlerini kullanmislardir. Ekstre i¢in her iki testte
en yiksek o6lim oraninin 100 ppm’lik konsantrasyonda gergeklestigini, buna
karsin bitkinin etanol ekstresinden izole ettikleri 2-O-Metil-L-inositol bilesiginin
her iki testte de toksik etki gostermedigini rapor etmislerdir.

Pisutthanan vd. (2004), Meliaceae ailesinden olan ve Thailand tibbi bitkileri
arasinda yer alan Azedirachta indica, Azedirachta indica var. siamensis, Melia
azedarach (yalnizca kok kismzi), Sandoricum indicum ve Swieteria macrophylla’da
tiim bitkiden metanol ekstraksiyonunu yapmislardir. Metanol ekstraksiyonundan
arta kalan bitki kisimlarindan ise sirasiyla su: diklorometan (1:1) fraksiyonu,
ardindan da hekzan ve % 90’lik metanol fraksiyonlari elde etmislerdir.
Sitotoksisite testi icin Brine Shrimp Lethality Assay yontemini kullanmislar ve
sitotoksik acidan M. azedarach kok kabugu % 90’lik metanol fraksiyonunun en
yiiksek sitotoksik aktiviteyi gosterdigini rapor etmislerdir.
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5. MATERYAL VE YONTEM
5.1. Materyal:

Bu caligmada test materyali olarak, Heliotropium hirsutissimum GRAUER
bitkisinin toprak {dstii kisimlarindan elde edilen farkli ekstreler ve H.
hirsutissimum’un sitotoksik etkisini arastirmak i¢in de, test materyali olarak
Artemia salina (Brine shrimp) larvalar1 kullanilmustir.

5.1.1. Heliotropium hirsutissimum GRAUER Bitkisinin Toplanmasi,
Kurutulmasi ve Saklanmasi

5.1.1.1. Bitkilerin toplanmasi

Tez galigmasinda kullanilmak iizere se¢ilen H. hirsutissimum bitkisinin toprak istii
kisimlar1 ¢igeklenme doneminde (Sekil 5.1 ve Sekil 5.2) Adnan Menderes
Universitesi Merkez Kampiisii civarinda bitkilerin yetisme alanlarindan ve farkli
ti¢ lokasyondan toplanmistir (Cizelge 5.1). Bitki yol kenarina uzak, trafigin ve
insan faaliyetlerinin en az oldugu alanlar tercih edilerek, kirlilikten en az diizeyde
etkilenmis ve agir metal vb. maddeleri biinyesinde biriktirmemis alanlardan
toplanmaya 0zen gosterilmistir. Arazi ¢alismasi tamamlandiktan sonra, toplanan
bitki 6rneklerinin sistematik tayini Adnan Menderes Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Ogretim Uyesi Yrd. Dog. Dr. Ozkan EREN tarafindan
yapilmistir. Toplanan bitkiler birer 6rnek numara verilerek etiketlenmis ve Adnan
Menderes Universitesi, Biyoloji Béliimii Herbaryumu’nda (AYDN-2266) kayit
altina alinarak, saklanmustir. Arazi galigmalari sonucunda toplanan bitkilerin
toplandiklar1 koordinat, yiikseklik ve toplanma tarihleri Cizelge 5.1.°de yer

almaktadir.
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Cizelge 5.1. Toplanan H. hirsutissimum 6rneklerinin koordinat ve yiikseklik bilgisi
ve toplanma tarihi

Bitkinin Adi Bolge Adx Koordinat Yiikseklik | Toplanma
Tarihi

Heliotropium 1. Lokasyon 37°5124.76 K 182 m 07.08. 2012
hirsutissimum 1705118.08" D
GRAUER
Heliotropium 2. Lokasyon 370512297 K 184 m 07.08. 2012
hirsutissimum 1705112.99" D
GRAUER
Heliotropium 3. Lokasyon 37°5117.72 K 183 m 10.08.2012
hirsutissimum 27051'13.53" D
GRAUER

Sekil 5.1. H. hirsutissimum bitkisinin dogadaki genel goriiniimii
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Foto: Semih UZUNHAN

Sekil 5.2. H. hirsutissimum bitkisinin ¢i¢ek goriiniimii

5.1.1.2. Bitkilerin kurutulmasi

Cigeklenme donemlerine gore bulunduklar1 bdlgelerden toplanan H.
hirsutissimum, laboratuvara getirildikten sonra bitkinin toprak tstii kisimlar
temizlenerek, yikanmigtir. Temizlenip, yikanan bitkilerin ekstraksiyon yapilacak
kisimlar1 ayrildiktan sonra, bitki kisimlari dogrudan giines 15181 almayan havadar
bir odada kurutma kagitlar1 iizerinde y1gin olusturmayacak sekilde kurutulmustur.
Kurutma ortami daimi olarak kuru sekilde tutulmus ve kurutma kagitlar1 diizenli
olarak degistirilmistir (Sekil 5.3.).
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Foto: Semih UZUNHAN

Sekil 5.3. Kurumaya birakilan H. hirsutissimum érnekleri

5.1.2. Kurutulan Bitkilerin Muhafaza Edilmesi

Golge ve havadar bir odada kurutulan bitki kisimlar1 denemelerde kullanilincaya
kadar, numara verilerek etiketlenen temiz kavanozlarda ve 1siktan etkilenmeyecek
sekilde kapali1 dolaplarda muhafaza edilmislerdir (Sekil 5.4.)



42

Foto: Semih UZUNHA

Sekil 5.4. Kurutulmus H. hirsutissimum toprak iistii kistmlarinin cam kavanozda

muhafazasi

5.2. Denemelerde Kullamilan Bitkilerden Farklh Yontemlerle
Ekstrelerin Elde Edilmesi

5.2.1. Kimyasallar ve Makine-Techizat

5.2.1.1. Kimyasallar

Dietil Eter (Riedel-de Haén, CAS NO: 24005), Petrol Eteri (Merck, CAS
NO:1.00909.5000), Etil Asetat (Riedel-de Haén, CAS NO: 27227), Metanol
(Merck, CAS NO: 1.06009.2500), DPPH (Fluka, CAS NO: 1898-66-4), Rutin
(Fluka, CAS NO: 250249-75-3), Hidrojen Peroksit (Sigma, CAS. No. 7722-84-1),
Askorbik asit (Sigma, A92902), Ferrozin (Fluka, 82950), FeCl, (Sigma, CAS. No.
7758-94-3), EDTA (Merck, 1.08421.1000), Bizmut nitrat (Sigma, 95379),
Potasyum iyodiir (Sigma, CAS. No. 7681-11-0), Ferrik kloriir (Sigma, CAS. No.
7705-08-0), Magnezyum serit (Sigma, CAS. No. 7539-95-4), Hidroklorik asit
(Merck, 1.00314.2500), Amonyak (Merck, 1.05422.2500), Gallik asit (Sigma,
CAS. No. 149-91-7), Na,CO3 (Sigma, CAS. No. 497-19-8), Fosfomolibdik asit
(Sigma, SLBC7915), Folin Ciocalteu reaktifi (Sigma, 078K0042), Umbelliferon
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(Sigma CAS. No. 93-35-6). Tez caligmas1 kapsaminda kullanilan kimyasallarin
tiimii analitik safliktadir.

5.2.1.2. Makine-Techizat

Isiticili manyetik karistirict (BIOSAN MSH-300), rotary evaporatdr (Ika Werke
RV 05-ST), liyofilizator (LABCONCO Freeze Dry System), ultrasonikator
(Bandelin D-12207), ultrasonik su banyosu (Elma D-78224), hassas terazi (Denver
Instruments TP 214), terazi (Scaltec SPB 54), pH metre (HANNA HI 2211),
calkalamali inkiibator (Innova 43), UV-Visible spektrofotometre (Shimadzu
PharmaSpec UV-1700), mikropipet seti (Eppendorf).

5.2.2. Heliotropium hirsutissimum Bitkisinin Ekstraksiyonu

Tez calismasi kapsaminda kullanilan H. hirsutissimum dan dietil eter, petrol eteri,
etil asetat ekstresi elde etmek icin 60 g bitki, metanol ve su (infiizyon ve
dekoksiyon ekstresi) i¢in de 30 g kuru bitki kullanilmistir. Ekstraksiyon igin
kullanilan miktarlar, kuru bitki agirhigidir. Bitkiler, ekstreler elde edilmeden 6nce
ogutiilmistir. Bitkilerden ekstrelerin eldesi igin kullanilan ¢oziiciiler polarite
ozellikleri goz 6niinde bulundurularak se¢ilmistir.

5.2.2.1. Dietil eter ekstraksiyonu

Cizelge 5.2. Dietil eter solventinin baslica fiziksel ve kimyasal 6zellikler

Molekiil formiili C4H1,0
Molekiil Agirlig 74
Kaynama noktasi 34.6°C
Polarite indeksi 2.8
4.191

Dielektrik sabiti
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H. hirsutissimum orneklerinden dietil eter (Cizelge 5. 2.) ekstraksiyonu igin;

Goffin ve arkadaglarinin (2003) yontemi modifiye edilerek kullanilmustir. Dietil

ekstraksiyonu igin izlenen islem basamaklari agsagidaki gibidir:

1-

60 g bitki 6rnegi bir erlenin igerisine alinarak, bitkinin iizerini kaplayacak
kadar absolii dietil eter ilave edilmis ve sisenin agzi sikica kapatilmustir.

Dietil eter igerisindeki bitki 6rnegi karanlik bir ortamda ekstraksiyon i¢in
24 saat bekletilmistir.

Siire sonunda elde edilen ekstrakt huni yardimiyla filtre kagidindan
gegirilerek siiziilmiis ve koyu renkli bir siseye aktarilmistir.

Filtre kagidinda kalan bitki kalintis1 tekrar erlene alinmig ve iizerine dietil
eter ilave edilerek, dietil eter renksizlesinceye kadar ekstraksiyona devam

edilmisgtir.

Toplanan ekstrakttaki dietil eterin uzaklastirilmasi igin karigim evaporator
balonuna aktarilmis ve evaporasyon islemi gerceklestirilmistir.

Dietil eterin uzaklastirilmasinin ardindan ham ekstrakt evaporator
balonundan toplanmuistir.

Dietil eterin buharlasma sicakligi diisiik oldugundan kalan ¢oziiciiniin
uzaklagmasi igin ekstrakt, karanlik ortamda ve oda sicakliginda
bekletildikten sonra tartim islemi yapilmistir.

Tartimi yapilan ekstrakt falkon tiipe alinmig ve denemeler yapilincaya
kadar -20°C’de saklanmustir.
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5.2.2.2. Petrol eteri ekstraksiyonu

Cizelge 5. 3. Petrol eteri solventinin baglica fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Molekiil Formiili C;H;
Molekiil Agirlig -
Kaynama Noktas1 40-60 °C
Polarite indeksi 0,1
Dielektrik Sabiti 2.0-2.2

H. hirsutissimum bitki drneklerinden petrol eteri (Cizelge 5. 3.) ekstraksiyonu igin;

Lee ve arkadaslarinin (2004) yontemi modifiye edilerek kullanilmistir. Petrol eteri

ekstraksiyonu i¢in izlenen islem basamaklar1 asagidaki gibidir:

1-

60 g bitki Ornegi bir erlenin igerisine alinmig ve bitkinin iizerini
kaplayacak kadar petrol eteri ilave edilerek, sisenin agzi sikica
kapatilmistir.

Petrol eteri igerisindeki bitki 6rnegi karanlik bir ortamda ekstraksiyon i¢in
24 saat bekletilmistir.

Stire sonunda elde edilen ekstrakt huni yardimiyla filtre kagidindan

gegirilerek siiziilmiis ve koyu renkli bir siseye aktarilmugtir.

Filtre kagidinda kalan bitki kalintis1 tekrar erlene alinmig ve {izerine
(bitkinin tizerine gececek kadar) petrol eteri ilave edilerek, petrol eteri
renksizlesinceye kadar, ekstraksiyona devam edilmistir.

Toplanan ekstrakttaki petrol eterini uzaklagtirmak amaciyla karigim,

evaporator balonuna aktarilmis ve evaporasyon islemi gerceklestirilmistir.

Petrol eterinin uzaklastirilmasinin ardindan karigim evaporatér balonuna

aktarilmis ve evaporasyon islemi gerceklestirilmistir.
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7- Petrol eterinin buharlagsma sicakligi diisiik oldugundan kalan ¢6ziiciiniin
uzaklagmast igin ekstrakt, karanlik ortamda ve oda sicakliginda
bekletildikten sonra tartilmigtir.

8- Tartimi yapilan ekstrakt falkon tiipe alinmig ve denemeler yapilincaya
kadar -20°C’de saklanmustir.

5.2.2.3. Etil asetat ekstraksiyonu

Cizelge 5. 4. Etil Asetat solventinin baslica fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Molekiil Formiili C4Hg0,
Molekiil Agirlig: 88
Kaynama Noktasi 77 °C
Polarite Indeksi 4.4
Dielektrik Sabiti 6.02

H. hirsutissimum bitki 6rneklerinden etil asetat (Cizelge 5. 4.) ekstraksiyonu igin;
Miliauskas ve arkadaglarinin (2004) yontemi modifiye edilerek kullanilmistir. Etil
asetat ekstraksiyonu igin izlenen islem basamaklari asagidaki gibidir:

1- 60 g bitki 6rnegi bir erlenin icerisine alinarak, bitkinin tizerini kaplayacak

kadar etil asetat ilave edilmis ve sisenin agzi sikica kapatilmstir.

2- Etil asetat icerisindeki bitki drnegi karanlik bir ortamda ekstraksiyon i¢in
24 saat bekletilmistir.

3- Siire sonunda elde edilen ekstrakt huni yardimiyla filtre kagidindan
gegirilerek sliziilmiis ve koyu renkli bir siseye aktarilmusgtir.

4- Filtre kagidinda kalan bitki kalintis1 tekrar erlene alimmis ve iizerine
(bitkinin iizerine gececek kadar) etil asetat ilave edilerek, etil asetat
renksizlesinceye kadar, ekstraksiyona devam edilmistir.
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5- Toplanan ekstrakttaki etil asetati uzaklastirmak amaciyla karigim,
evaporator balonuna aktarilmis ve evaporasyon islemi gerceklestirilmistir.

6- Etil asetatin uzaklastirilmasinmin ardindan, ham ekstrakt evaporator
balonundan toplanmustir.

7- Kalan ¢o6ziicliniin de ugmasi i¢in ekstrakt bir beherin i¢ine konmus ve
sicak su banyosunda bekletildikten sonra tartilmisgtir.

8- Tartimi yapilan ekstrakt, falkon tlipe alinmig ve denemeler yapilincaya
kadar -20°C’de saklanmustir.

5.2.2.4. Metanol ekstraksiyonu

Cizelge 5.5. Metanol solventinin baslica fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Molekiil Formiilii CH50OH
Molekiil Agirlig: 32
Kaynama Noktast 64°C
Polarite Indeksi 51
Dielektrik Sabiti 32.6

H. hirsutissimum bitkisi 6rneklerinden metanol (Cizelge 5. 5.) ekstraksiyonu, Avct
ve arkadasglarinin (2006) yontemi modifiye edilerek yapilmigtir. Metanol
ekstraksiyonu i¢in izlenen islem basamaklari asagidaki gibidir.

1- 30 g bitki Ornegi bir erlenin igerisine alinmis ve bitkinin {izerini
kaplayacak kadar absolii metanol ilave edilerek, sisenin agz1 sikica
kapatilmistir.

2- Metanol igerisindeki bitki 6rnegi karanlik bir ortamda ekstraksiyon i¢in 24
saat bekletilmistir.
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Stire sonunda elde edilen metanol ekstresi huni yardimiyla filtre
kagidindan gegirilerek stiziilmiis ve koyu renkli bir siseye aktarilmistir.

Filtre kagidinda kalan bitki kalintis1 tekrar erlene alinmig ve {izerine
(bitkinin iizerine gegecek kadar) metanol ilave edilerek, metanol
renksizlesinceye kadar, ekstraksiyona devam edilmistir.

Toplanan ekstredeki metanolii uzaklastirmak amaciyla karigim, evaporator
balonuna aktarilmig ve evaporasyon islemi gergeklestirilmistir.

Metanoliin uzaklagtirilmasimin  ardindan geriye kalan ham ekstre,

evaporator balonundan toplanmustir.

Ekstraktta kalmas1 muhtemel ¢oziicliniin de ugmasi igin ekstre, bir beherin
icine alinmigve sicak su banyosunda ¢Oziicliniin tiimiiyle ugmasi
beklendikten sonra tartim islemi yapilmustir.

Tartimu yapilan ekstre falkon tiipe alinmig ve denemeler yapilincaya kadar
-20 °C’de saklanmustir.

5.2.2.5. infiizyon ve Dekoksiyonu

Cizelge 5. 6. Su solventinin baglica fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Molekiil Formiilii H,O
Molekiil Agirlig: 18
Kaynama Noktasi 100°C
Polarite indeksi 9,0
Dielektrik Sabiti 79.7
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H. hirsutissimum  bitkisi 6rneklerinden su (inflizyon ve dekoksiyon)

ekstraksiyonlar1 Ljubuncic ve arkadaslarinin (2005) yontemi modifiye edilerek

yapilmigtir. Su (Cizelge 5.6) ekstraksiyonlart igin izlenen islem basamaklari

asagidaki gibidir:

5.2.2.5a. infiizyon (Demleme) Ekstraksiyonu

1-

30 g bitki 6rnegi elektrikli 1siticida daha Onceden kaynama noktasina
kadar 1sitilmig olan 300 mL distile suyun igerisine konulmustur.

10 dakika bekletildikten sonra ¢ozelti kabaca siizlilmiistiir, elde edilen
stiziintli filtre kagidi ve huni yardimiyla 200 mL’lik beherlere
paylastirilacak sekilde tekrar sliziilmiistiir.

Karigimin karanlik bir ortamda sogumasi beklendikten sonra, beher icine
alma karigim, -20 °C’de bir gece bekletilmistir.

Ertesi giin -20°C’den ¢ikarilan 6rnekler ham ekstrakt elde etmek amaciyla
liyofilizatore konulmustur.

Liyofilizasyon iglemi sonrasi toz haline gelen ekstraktlar tartilmig ve
tartilan ekstrakt falkon tiipe alinmig ve denemeler yapilincaya kadar -
20°C’de saklanmustir.

5.2.2.5b. Dekoksiyon (Kaynatma) ekstraksiyonu

1-

30 g bitki 6rnegi 300 mL soguk distile suyun igerisine konulduktan sonra,
on (10) dakika siireyle kaynatilmistir.

Siire sonunda bitki karigimi siiziilmiis ve elde edilen siiziinti filtre kagidi
ve huni yardimiyla 200 mL’lik beherlere paylastirilacak sekilde tekrar

siizlilmiistiir.

Karigimin karanlik bir ortamda sogumasi beklendikten sonra, beher igine
alma karigim, -20 °C’de bir gece bekletilmistir.

Ertesi giin donmus olan Ornekler ham ekstrakt elde etmek amaciyla

liyofilizatore konulmustur.
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8- Liyofilizasyon islemi sonrasi toz haline gelen ekstraktlar tartilmis ve
tartilan ekstrakt falkon tiipe alinmis ve denemeler yapilincaya kadar -
20°C’de saklanmustir.

5.3. Heliotropium hirsutissimum’dan Elde Edilen Farkh Ekstrelerin
Fitokimyasal Taramasinin Yapilmasi

H. hirsutissimum’dan elde edilen ekstrelerde alkoloidlerin, saponinlerin,
tanenlerin, fenoller ve flavonoidlerin varligim1 belirlemek i¢in gereken
fitokimyasal analizler, Bolivar vd.’nin (2011) Dominguez (1973)’den alintiladig1
yontemlere gore yapilmistir.

5.3.1. Fenol i¢ceriginin Belirlenmesi

Etanol igerisinde 10 mg/mL’lik konsantrasyonda hazirlanan farkli ekstrelerden
filtre kagidinin {izerine birer damla damlatilmistir. Damlalarin her biri {izerine
fosfomolibdik asitten birer damla damlatilmis ve filtre kagidi amonyak buharina
tabi tutulmustur. Lekenin maviye doniigmesi fenol igeriginin mevcut oldugunu
gostermektedir

5.3.2. Tanen I¢eriginin Belirlenmesi

2-3 mL metanolde igerisinde 10 mg/mL’lik konsantrasyonda hazirlanan farkli
ekstrelerin tizerine, 1 damla % 10’ luk alkolik ferric chloride ¢6zeltisi eklenmistir.
Koyu mavi veya yesilimsi gri renk olusumu tanin igeriginin mevcut oldugu

gostermektedir.

5.3.3. Alkoloid I¢eriginin Belirlenmesi

2 mL Metanol igerisinde 10 mg/mL’lik konsantrasyonda hazirlanan farkl
ekstrelerden filtre kagidina birer damla olacak sekilde damlatilmigtir. Daha sonra
Dragendorff’s reaktifi ile filtre kagidi tizerindeki ekstre damlalari, spreylenmistir.
Portakal renginin olusumu alkaloit i¢eriginin mevcut oldugunu gostermektedir.
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5.3.4. Flavonoid I¢ceriginin Belirlenmesi

2-3 mL metanol igerisinde 10 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan farkl
ekstrelerin bulundugu tiiplin igerisine, bir par¢ca magnezyum serit ve 1 mL
konsantre HCI ilave edilmistir. Pembe-kirmizi ya da kirmizi renk olusumu
flavonoid i¢eriginin mevcut oldugunu gostermektedir.

5.3.5. Antrakinon iceriginin Belirlenmesi

1:1 metanol: su ¢ozeltisinde 50 mg/mL’lik konsantrasyonda hazirlanan farkl
ekstreler, % 10’ luk ferric chloride ¢ozeltisi ile 1sitilmistir. Ekstrelerin bulundugu
her bir tiip tizerine 1 mL konsantre HCI ilave edilmistir. Karigim siiziilmiis ve
stiziinti dietil eter eklenerek calkalanmis ve de amonyakla ekstrakte edilmistir.
Sulu tabakadaki pembe veya koyu kirmizi renk olusumu antrakinon igeriginin

mevcut oldugunu gostermektedir.

5.3.6. Saponin Iceriginin Belirlenmesi

Sicak suda 10 mg/mL’lik konsantrasyonda hazirlanan farkli ekstreler tiip
igerisinde 30 saniye boyunca hizlica galkalanmistir. Kopiik olusumu saponin

igeriginin mevcut oldugunu gostermektedir.

5.4 Heliotropium hirsutissimum’dan Elde Edilen Farkhi Ekstrelerin
Toplam Fenolik iceriginin Belirlenmesi

H. hirsutissimum’dan elde edilen farkli ekstrelerin toplam fenolik igeriginin
belirlenmesi i¢in gereken analizler, Singleton vd (1999)’nin belirttigi sekilde
Dorman vd. (2003)’nin uyguladigi yontemden modifiye edilerek yapilmustir.
Standart bilesik olarak gallik asidin kullanildigi yontemin islem basamaklari
asagidaki gibidir:
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5.4.1. Standart Grafik icin Gallik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi

1-

Cozelti derisimi 0,25 mg/mL olacak sekilde gallik asit stok cozeltisi

hazirlanmgtir,

5 ayn gallik asit konsantrasyonu 46 mL’de 0,001, 0,002, 0,004 ve 0,005
mg/mL seklinde ayarlanmistir (son konsantrasyon 50 mL’ye gore).

Her bir ¢6zeltinin iizerine 1’er mL Folin Ciocalteu ¢ozeltisi eklenmis ve 3
dk beklenmistir.

Cozeltilerin her birine 3 mL % 2’lik Na,CO; eklenmis ve karisimlar 2 saat
siireyle 25 °C 120 rpm’de, ¢alkalamali inkiibatére (Innova 43, shaker

incubator) konulmustur.

Karigim ¢ozeltisinin absorbanst 760 nm’de distile suya karsilik okunmusg
ve bu islem 3 tekrarli olacak sekilde tekrarlanmigtir. 3 degerin ortalamasi
almarak gallik asit derisimine karsi standart absorbans c¢alisma grafigi
cizilmistir.

5.4.2. Toplam Fenolik I¢eriginin Belirlenmesi i¢cin Ekstrelerin Hazirlanmasi

1-

Ekstrelerin her biri 100 pg icerecek sekilde 46 mL distile suda

¢Ozdiiriilmiistiir.

Cozeltinin tizerine 1 mL Folin Ciocalteu ¢ozeltisi ilave edilip 3 dakika
bekletilmistir.

Olusan ¢ozeltinin {izerine 3 mL % 2’lik Na,COj; ilave edilmis ve 2 saat
siireyle karisim ¢alkalanmugtr.

3 tekrarli olacak sekilde karigimlarin absorbanst 760 nm’de distile suya
kars1 okunmustur.

Standart grafik denklemi baz alinarak Orneklerdeki toplam fenolik icerik
hesaplanmustir.
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5.5. Heliotropium hirsutissimum’dan Elde Edilen Farkh Ekstrelerin
DPPH (1,1-diphenyl-2 picrylhydrazyl) Siipiirme AKktivitesinin
Belirlenmesi

Bir maddenin antioksidan aktivitesi ortamdaki serbest radikalleri siiplirebilmesine
baglidir. H. hirsutissimum’dan elde edilen farkli ekstrelerin antioksidan
aktiviteleri, glinimiizde oOzellikle dogal bilesiklerin antioksidan aktivitesini
belirlemede yaygin olarak kullanilan DPPH (1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical)
serbest radikal siipiirme aktivitesi tizerinden DPPH yontemi ile spektrofotometrik
olarak tayin edilerek, Brand-Williams ve ark. (1995)’na gore belirlenmistir.
Yontemde pozitif kontrol olarak bir flavonoid olan, rutin kullanilmistir ve deney
diizeneginde DPPH, rutin ve ekstraktlar her seferinde taze hazirlanmistir. islem
basamaklar1 asagidaki gibidir.

1- 0,1 mM DPPH soliisyonu hazirlamak i¢in 0.0039 g DPPH 100 mL
metanolde ¢ozdiiriilmiistiir. ImM rutin sollisyonunu hazirlamak i¢in 0.066
g rutin yine 100 mL metanolde ¢ozdiiriilmiistiir.

2- Hazirlanan DPPH soliisyonundan her tiipe 1’er mL konulmustur ve
iizerlerine daha oOnceden konsantrasyonlar1 son konsantrasyona gore

ayarlanmis olan ekstrelerden 3’er mL eklenmistir.

3- Aym sekilde rutin soliisyonundan da 3 mL tiipe eklenmistir ve blank

olarak kullanilacak olan tiipe de 3 mL metanol ilave edilmistir.

4- Karigimlar eklendikten sonra diizenek 30 dk oda sicakliginda karanlikta
bekletilmistir.

5- 30 dakika sonunda, karigimin absorbansi spektrofotometrede 517 nm
dalga boyunda 6l¢tilmiistiir.

6- Olgiimler ii¢ tekrarli yapilmstir.

7- Pozitif kontrol olarak standart bir antioksidan olan Rutin’in 50 pg/ml ve
100 pg/ml’lik konsantrasyonlar1 kullaniimistir.

8- Ekstrelerin % DPPH serbest radikal siipiiriicti aktiviteleri asagidaki formiil

kullanilarak belirlenmistir:
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Ac-As
%IE = x 100
As

% IE: DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivite yiizdesi
Ac: Kontroliin 517 nm’deki absorbansi

As: Ornegin 517 nm’deki absorbansi

Her bir bitkiden elde edilen ekstreler i¢gin, DPPH metoduna gore yapilan
serbest radikal siipiiriicii deneylerinde Ol¢iilen absorbanslara bagl olarak,
30 dakika igerisinde DPPH’nin kalibrasyon grafi§inden faydalanilarak
ICso degerleri (ortamdaki serbest radikallerin yarisini siipiiren 6rnek
konsantrasyonu) hesaplanmustir. ICsy degeri ne kadar kiigiikse ortamdaki
bilesiklerin antioksidan aktivitesi de o kadar fazladir denilebilir. Bu, ayni
miktarda serbest radikali en diisitk konsantrasyonda siipiirebilen madde
daha kuvvetli aktivite gostermektedir anlamina gelmektedir (Pourmorad
vd., 2006).

5.6. Heliotropium hirsutissimum’dan Elde Edilen Farkh Ekstrelerin H,O,

Siipiirme Aktivitesinin Belirlenmesi

H. hirsutissimum’dan elde edilen petrol eteri, dietil eter, etil asetat, metanol, su

(inflizyon ve dekoksiyon) ekstrelerinin H,O, siiplirme aktvitesi (Ruch vd., 1989)
yontemine goére belirlenmistir. Standart antioksidan olarak askorbik asidin
kullanildig1 yontemin islem basamaklari agagidaki gibidir:

1-

2-

3-

Fosfat tamponu (pH: 7,4) ve 40 mM H.,0, taze olarak hazirlandiktan sonra
tartilan ekstraktlar fosfat tamponunda (1,5 mL) ¢ozdiiriilmiistiir.

Ekstraktlarin her birinin iizerine 0,5 mL H,0, eklenerek reaksiyon
baglatilmistir.

Vortekslenerek kuvvetlice karistirildiktan sonra karanlikta 10 dk oda
sicakliginda bekletilmistir.
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4- Ekstrelerin her bir konsantrasyonu igin dl¢limler 3 tekrarli olacak sekilde
yapilmustir.

5- H,0; siiplirme aktivitesi = [(AbSkontrol — ABSsime)/ADSkontrol] formiiliine gére
degerlendirilmistir.

5.7. Heliotropium hirsutissimum’dan Elde Edilen Farkh Ekstrelerin
Metal Selatlama Aktivitesinin Belirlenmesi

H. hirsutissimum’dan elde edilen petrol eteri, dietil eter, etil asetat, metanol, su
(inflizyon ve dekoksiyon) ekstrelerinin metal selatlama aktivitesi Dinis vd
(1994)’nin yonteminden modifiye edilerek gergeklestirilmistir. Standart selatlayici
ajan olarak EDTA’nin kullanildig1 yontemin islem basamaklar1 asagidaki gibidir:

1- 1 mL distile suda ¢ozdiiriilen ekstraklarin tizerine 2 mM 0,05 mL FeCl,
ilave edilmistir.

2- 5 mM 200 pL ferrozin tiiplerin iizerine ilave edilerek reaksiyon
baslatilmustir.

3- Ekstreler vortekslenerek kuvvetlice karistirildiktan sonra karanlikta ve
oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir.

4- Ekstraktlarin her bir konsantrasyonu i¢in Olgiimler 3 tekrarli olacak

sekilde yapilmustir.

5- Metal selatlama aktivitesi = [( AbSkontrol — ADSsrmer)/AbSkontro] formiiliine

gore degerlendirilmistir.
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5.8. Heliotropium hirsutissimum’dan Elde Edilen Farkh Ekstrelerinin
Brine Shrimp (Artemia salina) Lethality Assay ile Biyolojik
Aktivitesinin Belirlenmesi

5.8.1. Biyolojik Aktivitenin Belirlenmesi i¢in Kullanilan Kimyasal Maddeler

. Kayatuzu: Aydin’da bulunan ticari akvaryumculardan temin edilmistir.

Il.  Yapay Artemia salina yasam ortamu: Steril edilmis distile suyun her 1
litresi igin, kaya tuzunun 3,8 g’ 1 ¢oziilerek elde edilmistir (pH: 8,8).

IIl.  Artemia salina kistleri: H.hirsutissimum’un sitotoksik aktivitesinin
aragtirtlmasi i¢in kullanilan JBL Artemio Mix marka Artemia salina
kistleri Aydin’da bulunan ticari akvaryumculardan temin edilmistir (Sekil
5.5).

5.8.2. Heliotropium hirsutissimum’dan Elde Edilen Farkh Ekstrelerinin Brine
Shrimp (Artemia salina) Lethality Assay ile Biyolojik Aktivitesinin
Belirlenmesi

H. hirsutissimum’dan elde edilen petrol eteri, dietil eter, etil asetat, metanol, su
(infiizyon ve dekoksiyon) ekstrelerinin akut sitotoksik aktivitesi, Solis vd.’nin

(1993) yontemine gore belirlenmistir. Islem basamaklar1 asagidaki gibidir:

1- 28 °C’ye 1sitic1 yardimiyla ayarlanmis olan akvaryumun igerisine yagam
ortamini barindirmasi amaciyla konik, dipten havalandirmali bir sise
yerlestirilmistir (Sekil 5.6).

2- Sigenin igerisine daha Onceden pH’s1 8,8’e¢ ayarlanmig distile su

konmustur.

3- JBL marka Brine Shrimp kistleri, 3,6 g/100 mL konsantrasyonda olacak
sekilde havalandirmali konik sisenin igerisine konulmustur ve kistler 48
saat inkiibasyona birakilmistir.

4- Inkiibasyonun ardindan shrimplerin kolaylikla toplanmasi igin 1518a
yonelim hareketlerinden faydalanilmistir ve kabin yiizeyinde toplanmalar1
i¢in 151k kaynagi kullanilmistir.
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Kiigiik bir petri igerisine yasam ortamu ile birlikte bir pasteur pipeti
yardimiyla alinan shrimpler (Sekil 5.7), secilmek iizere 100 pL’lik bir
mikropipet yardimiyla petriden almip (shrimpleri yaralamamak ve
oldirmemek i¢in pipet ucu bir makasla hafifce kesilmistir) binokiiler
altindaki daha genis bir petriye kiiciik damlalar halinde birakilmislardir.

Petride gozle sayilabilecek sekilde damlaciklar icerisinde bulunan
shrimpler, 10’ar tane segilmek suretiyle 96’lik bir well-plate igerisine her
bir kuyucuga 100 pL olacak sekilde konulmustur (Sekil 5.8) ve test
gruplarmin her biri 3 tekrarli olacak sekilde ayarlanmistir.

Konsantrasyonlarin ayarlanmasi i¢in (sulu ekstreler ve metanol haric), etil
asetat, dietil eter ve petrol eteri ekstrelerinin suda ¢6ziinmesi amactyla bir
giin oncesinden ekstreler %1°lik DMSO’da ¢6zdiirtilmiistir ve DMSO
etksinin gbéz Oniinde bulundurulmasi amaciyla kontrol gruplarina da
uygulanmustir.

Konsantrasyonlar 2x olacak sekilde 1000, 500, 250, 100, 50, 25 ve 10 ppm
olarak her bir ekstre igin ayr1 ayr1 ayarlanmistir. Pozitif kontrol i¢in yine

orneklerin konsantrasyon araliginda umbelliferon kullanilmistir.

Kuyucuklardaki son konsantrasyon 200 upl. olacak sekilde ekstreler
eklenmis ve 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir.

24 saatlik uygulamanin ardindan well-platelerdeki her bir kuyucuktaki
canli ve 61l shrimpler binokiiler altinda sayilip not edilmistir.

Sonuglar SPSS 16.0 paket programinda bulunan Probit analiziyle

degerlendirilmistir.
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Sekil 5.5. Brine Shrimp Lethality Assay’de kullanilan Artemia salina tuzlu kistleri

Sekil 5. 6. Artemia salina yetistirme ortami
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Sekil 5.7. Kistlerden ¢ikan canli Artemia salina’lar

1000
ppee

B 5 w0 500
W ppm e Ll

Paritif Xontrol

Negatif Kontrol

Sekil: 5. 8. 96’lik well-plate’e inokiile edilmis Artemia salina larvalari

5.9. istatistiksel Analiz

Ekstrelerin DPPH siipiirme aktivitesi, H,0O, siipiirme aktivitesi ve metal selatlama
aktivitesi testlerinin sonuglari One Way ANOVA ile, Brine Shrimp Lethality
Assay sonuglari ise Probit Analizi kullanilarak degerlendirilmistir (SPSS 16.0).
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6. BULGULAR

6. 1. Heliotropium hirsutissimum’dan Elde Edilen Farkh Ekstrelerin Kuru
Agirhklarn

H. hirsutissimum bitkisinden elde edilen dietil eter, etil asetat, ve petrol eteri ekstre
miktarlari, gerceklestirilecek tayin ve sitotoksisite denemeleri igin yeterli
goriilmediginden, islem tekrarlanarak elde edilen ekstre miktar1 arttirilmaya
calisilmistir. Bu nedenle metanol, su (infiizyon ve dekoksiyon) ekstresi elde
etmek icin 30 g bitki kullanilirken, dietil eter, etil asetat, ve petrol eteri ekstre
eldesi i¢in, 60 g bitki kullanilmusgtir.

Gergeklestirilen ekstraksiyonlar sonucu, bitkiden ekstrakte edilebilen bilesiklerin
miktar1 4.920-0.954 mg/g kurutulmus bitki materyali araliginda degismektedir.
Elde edilen ekstre verimleri incelendiginde en fazla ham verimin, metanol
ekstresine (% 16.40) ait oldugu ortaya ¢ikmistir. Metanol ekstresini sirasiyla sulu
dekoksiyon (% 8.36), sulu infiizyon (% 6.04), etil asetat (% 2.79), dietil eter (%
1.94) ve petrol eteri (% 1.59) ekstreleri izlemektedir (Cizelge 6.1).

Cizelge 6.1. H. hirsutissimum’dan elde edilen farkli ekstrelerin ham verim (%) ve
net ekstre miktarlari (g)

Ekstraksiyon Tipi Klllli.lllllall Bitki | Ham Verim N(?t Ekstre
Miktar (g) (%) Miktari (g)
Petrol eteri 60 1.59 0.954
Dietil eter 60 1.94 1.162
Etil asetat 60 2.79 1.678
Metanol 30 16.40 4.920
Su (dekoksiyon) 30 8.36 2.507
Su (infiizyon) 30 6.04 1.811
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6.2. Heliotropium hirsutissimum’dan Elde Edilen Farkh Ekstrelerin
Fitokimyasal Analizleri

H. hirsutissimum bitkisinden elde edilen petrol eteri, dietil eter, etil asetat,
metanol, su (infiizyon ve dekoksiyon) ekstrelerinin fitokimyasal igerikleri Cizelge
6.2.’de yer almaktadir.

Metanol ekstresi harig, geriye kalan tiim ekstrelerde ve 6zellikle petrol eteri, dietil
eter, etil asetat ve dekoksiyon ekstresinde en fazla alkoloidlerin bulundugu
gdzlemlenmistir. Infiizyon ekstresinde de alkoloidler olmasina karsin, infiizyon
ekstresindeki alkoloidlerin miktarimin diger eksrelere gore, oldukca diisiik
miktarlarda oldugu tespit edilmistir. Alkoloidlerden sonra ekstrelerde en fazla
rastlanan fitokimyasallarin ise; fenol (petrol eteri, infiizyon ve dekoksiyon
ekstrelerinde) ve saponinler (metanol, infiizyon ve dekoksiyon ekstrelerinde)
oldugu saptanmustir. Tanin ve antrakinonlarin varliginin zayif oldugu ve

flavonoidlerin ise hicbir ekstrede bulunmadigi goriilmiistiir.
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Cizelge 6.2. H. hirsutissimum’dan elde edilen farkli ekstrelerin icerdigi kalitatif

fitokimyasallar

Fitokimyasal
Aranan icerigi Ekstrelerin icerdigi Fitokimyasallar
Fitokimyasal Belirlemek
icin Kullanilan
Yontem
Petrol | Dietil | Etil | Metanol Su Su
eteri eter | asetat (inflizyon) | (dekoksiyon)
Fenol Fosfomolibdik + - - - + +
asit
Tanenler Demir kloriir - * - + - -
Alkoloid Dragendorff’s + + + - * +
Flavonoid Magnezum serit - - - - - -
ve Konsantre
HCI
Antrakinon Demir kloriir ve - - + + - -
Konsantre HCI
Saponin Kopiiklesme - - - + + +

(*) : Fitokimyasal i¢erigin ekstrede az miktarda bulundugunu gostermektedir.

(+) : Fitokimyasal igerigin ekstrede bulundugunu gostermektedir.

(-) : Fitokimyasal i¢erigin ekstrede bulunmadigini géstermektedir.
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6.3. Heliotropium hirsutissimum’dan Elde Edilen Farkh Ekstrelerde
Toplam Fenolik Madde Miktar:

H. hirsutissimum’dan elde edilen farkli ekstrelerin toplam ¢oziinebilen fenolik
madde miktar1, Folin-Ciocalteu (FC) reaktifi ile tayin edildi (Singleton vd., 1999).
FC reaktifi, fosfotungustik (HsPW1,040) ve fosfomolibdik (H3PMo1,04) asitlerin
karistmi olup, fenol oksidasyonu sirasinda bu oksitler mavi renkli bilesiklere
indirgenir. Bu renk degisimi polifenolik bilesik miktar1 ile orantili olup 760 nm’de
spektofotometrede Ol¢iilmektedir. Toplam ¢oziinebilen fenolik maddelerin
tespitinde standart bilesik olarak olarak gallik asit kullanilmis ve standart grafikler
hazirlamigtir. Bu standart grafikler kullanilarak, érneklerin toplam fenolik madde
miktarlar1 mg gallik asit (gr GAE/g ekstrakt) esdegeri seklinde hesaplanmistir
(Sekil 6.1.).

Gallik Asit Standart Grafigi

y =0,0003x + 0,001

0,3 R? = 0,9975
0,25 *

2 0.2 /

3

5 0,15

an & Abs

< 01

< v Dogrusal (Abs)

— Dogrusa
0,05 &
O T T T T T 1

0 200 400 600 800 1000 1200
Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 6.1. Gallik asit standart grafigi

H. hirsutissimum petrol eteri, dietil eter, etil asetat, metanol, su (infiizyon ve
dekoksiyon) ekstrelerinin  (100-300 pg/mL) gallik asit esdegeri olan fenolik
madde miktarlarina ait olan degerler Cizelge 6.3 ve Sekil 6.2° de verilmistir. Bu
grafikten goriildiigii tlizere, ¢alisilan bitkinin farkli ekstrelerinin fenolik bilesik
icerigi karsilastirldiginda; denenen biitlin ekstrelerdeki fenolik igerigin oldukca
diisilk miktarda bulundugu tespit edilmistir. Gallik asit esdeger (GAE) alinarak
sirasiyla fenolik igerigin dietil eter ekstresinde 55.7 ug/g, etil asetat ekstresinde
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52.3 ug/g, petrol eteri ekstresinde 42.3 ng/g, metanol ve su inflizyon ekstresinde
34.3 pg/g ve su dekoksiyon ekstresinde 33.3 pg/g oldugu hesaplanmustir.

Cizelge 6.3. H. hirsutissimum’dan elde edilen farkli ekstrelerinin gallik asit
esdegeri olan fenolik madde miktarlar

Ekstre Tipi Konsantrasyon (pg/mL) Toplam Fenolik
Madde Miktarlar
(ng/g)
Petrol eteri 100 21.7
300 42.3
Dietil eter 100 27.6
300 55.7
Etil asetat 100 47.7
300 52.3
Metanol 100 31.0
300 34.3
Infiizyon 100 23.3
300 34.3
Dekoksiyon 100 30.0
300 33.3
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Sekil 6.2. H. hirsutissimum’dan elde edilen farkli ekstrelerinin gallik asit
esdegeri olan fenolik madde igerikleri

6.4. Heliotropium hirsutissimum’dan Elde Edilen Farkh Ekstrelerin
DPPH Serbest Radikalini Siipiirme Aktivitesi

Antioksidan maddelerin antioksidan 6zelliklerinden bir tanesi de, ortamda olusan
radikalleri siiptirmeleridir. Radikaller eslesmemis elektron igeren atom ya da
molekiillerdir. Ornegin, hidroksil (OH"), siiperoksit (027), peroksil (RO;),
alkoksil (RO") radikalleri gibi. Radikalle bu eslesmemis elektronlarini eslestirme
egiliminde olduklar i¢in reaktiftirler. Bu sebeple radikaller ¢evrelerindeki atom ya
da molekiillerden elektron kopararak onlarin yapilarini bozabilirler. Birgok
antioksidan, ayn1 zamanda anti-radikaldir. Bu antioksidanlar radikallerin
elektronlarini esleyerek, onlari etkisiz hale getirirler. Ekstrelerimizin anti-radikal
Ozelliklerinin olup olmadigmi belirleyebilmek icin 517 nm’de maksimum
absorbans veren DPPH radikali kullanilmistir. DPPH konsantrasyonu azaldikca,
absorbans da azalmaktadir. Bu nedenle antioksidan maddeler, 517 nm’de DPPH
absorbansinda azalmaya neden olurlar. DPPH radikalinin ortamdaki miktarinin
azalmasi ile absorbansin azalmasi belli bir antioksidan derisimine kadar dogru
orantilidir. Absorbansin diismesinin sebebi, radikal ile antioksidan molekiillerin
reaksiyonu sonucu hidrojen baglanmasi ile radikalin giderilmesidir.
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Calismada kullanilan bitkinin her bir ekstresinin serbest radikal siipiiriicii etkileri,
DPPH radikali {izerinden tayin edilmistir. Standart madde olarak rutin
kullanilmigtir. H. hirsutissimum’dan elde edilen ekstrelerin serbest radikal
stipirme aktivitesi, 1, 1- diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radikali kullanilarak
aragtirilmistir (Brand-Williams vd., 1995). Yontem, aktivitesi arastirilan 6rnegin
bir proton veya elektron verebilme yeteneginin, mor renkli DPPH ¢o6zeltisinin
rengini agmasi esasina dayanmaktadir. Reaksiyon karigiminin absorbansinin
diismesi, yiiksek serbest radikal siipiirme aktivitesinin gostergesidir. Ekstrelerinin
denenen konsantrasyonlarinin (25, 50, 100 ppm) % DPPH radikal siipiirme
aktivitesi asagida verilen formiil kullanilarak hesaplanmustir.

AbSkontrol = ABSEmek
% DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesi = x 100

AbSKontroI

Ortamdaki DPPH radikalinin % 50’sinin yok edilmesi i¢in gereken etkili
antioksidan konsantrasyonu ECs, (veya ICsp) degeri olarak tanimlanir ve diisiik
ECsy degeri yiiksek radikal giderme aktivitesinin gostergesidir. Calismada
kullanilan biitiin ekstrelerin her biri i¢in ayr1 ayri ¢izilen konsantrasyon - %
inhibisyon grafiklerinden ECsy (ng/mL) degerleri belirlenmis ve elde edilen bu
degerler Cizelge 6.4.”de verilmistir.

Standart antioksidan bilesigi olarak kullanilan rutin flavonoidinin DPPH siiplirme
aktivitesi (%89,1) baz alindiginda; DPPH radikalini siiplirme aktivitesinin en
yiiksek oldugu ekstre, 50 ppm ve 100 ppm ‘lik infiizyon ekstresinde oldugu
gdzlenmistir (siras1 ile; % 52.8 ve 74.4). Inflizyon ekstresi digindaki diger
ekstrelerde kayda deger bir DPPH radikalini siipiirme aktivitesi gozlenememistir
(Cizelge 6.4. ve Sekil 6.3.). % 50 inhibitor konsantrasyon degeri (ICsp) Sadece
%50’nin  lizerinde siipirme aktivitesi gOsteren infiizyon ekstresi igin
hesaplanabilmis, diger ekstrelerde bu degere ulasilamadigindan ICs, degeri

hesaplanamamustir.



67

Cizelge 6.4. H. hirsutissimum 6rneklerinden elde edilen ekstrelerin ve standardin
DPPH siiptirme aktivitesi ve ICso degerleri

Eksre Tipi Konsantrasyon %DPPH siipiirme 1Csp
Aktivitesi £ SD (ng/mL)
Petrol Eteri 25 ppm 0.0 £0.0025 -
50 ppm 0.0 £0.0025
100 ppm 15.8 £0.0025
Dietil Eter 25 ppm 0.0 £0.1327 -
50 ppm 0.0 £0.0005
100 ppm 11.0 £0.0030
Etil Asetat 25 ppm 0.0 £0.0076 -
50 ppm 0.0 £0.0023
100 ppm 12.1 £0.0025
25 ppm 21.2£0.0021 -
Metanol 50 ppm 30.5 £0.0005
100 ppm 43.6 +0.000
Infiizyon 25 ppm 30.5+0.0190
50 ppm 52.8 £0.0005* 49.98 ppm
100 ppm 74.4 £0.1646*
Dekoksiyon 25 ppm 10.7 £0.0076 -
50 ppm 14.6 £0.0010
100 ppm 19.6 £0.0020
Rutin Flavonoidi 100 ppm 89.1 +0.0015*
(kontrol)

*p<0.05 seviyesinde 6nemlidir.
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Sekil. 6.3. H. hirsutissimum orneklerinden elde edilen ekstrelerin ve standardin
DPPH siipiirme aktivitesi

6.5. Heliotropium hirsutissimum’dan Elde Edilen Farkh Ekstrelerin
H,0; Siipiirme Aktivitesi

H. hirsutissimum’dan elde edilen farkli ekstrelerin hidrojen peroksit siipiirme
aktivitesi Ruch ve ark. yontemine gore belirlenmistir (Ruch vd., 1989). Bu
yontemde, reaksiyon ortamima eklenen belirli miktardaki hidrojen peroksit
¢Ozeltisinin bitki ekstresi tarafindan yikilmasi, 230 nm’deki absorbans degisimiyle
izlenir. Siipiirme aktivitesinin okuma absorbansi 230 nm’de gergeklestirildiginden
ekstrelerin konsantrasyonlari, DPPH siiplirme aktivitesi yonteminde kullanilan
konsantrasyon araliginin 5 kat seyreltilmesiyle ger¢eklestirilmistir (5, 10, 20 ppm).
Bu konsantrasyonlar, 50 ppm ve 100 ppm’lik konsantrasyonlarn 230 nm’de
absorbans okuma araliginin disinda kalan degerler vermesinden dolay1 segilmistir.
Ekstrelerin H,O; siiplirme aktivitesi asagidaki denklem kullanilarak belirlenmistir.
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230 nm’de Ornek Absorbansi

% H,0, Giderme Aktivitesi = 1 - x 100
230 nm’de Kontrol Absorbansi

H. hirsutissimum’dan elde edilen petrol eteri, dietil eter, etil asetat, metanol, su
(infiizyon ve dekoksiyon) ekstrelerinin H,O; siiplirme aktiviteleri Cizelge 6.5.’de
yer almaktadir. Kontrol grubu olarak kullanilan askorbik asit ile elde edilen
sonuglar karsilastirildiginda H,O, siipiirme aktivitesi bakimindan petrol eteri (%
44.9) ve metanol (% 41.3) ekstresi diger ekstrelere gore diisik de olsa H,0O,
stipirme  aktivitesi  gostermislerdir ~ (Sekil ~ 6.4).  Ekstrelerin  artan
konsantrasyonlarda absorbanslarinin  artmasit nedeniyle, H,0, siiplirme
aktivitesinin ancak 5 ppm’de gergeklestigi gdzlenmistir. Petrol eteri ve metanol
ekstresi disinda kalan diger ekstrelerin H,O, siipiirme aktivitesi ise olduk¢a zay1f

bulunmustur.
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Cizelge 6.5. H. hirsutissimum ‘dan elde edilen farkli ekstrelerin ve standardin
H,0, siipiirme aktiviteleri

Ekstre Tipi Konsantrasyon %H,0; siipiirme I1Cs degeri
Aktivitesi +£ SD
Petrol Eteri 5 ppm 44.9 £0.0043 -
10 ppm 41.5+0.0012
20 ppm 23.7+0.0043
Dietil Eter 5 ppm 33.1+0.0016 -
10 ppm 14.9 +0.0023
20 ppm 0.0 £0.0008
Etil Asetat 5 ppm 28.3+0.0014 -
10 ppm 14.0 +0.0019
20 ppm 0.0 £0.0085
5 ppm 41.3+0.0071 -
Metanol 10 ppm 20.9£0.0081
20 ppm 14.3 £0.0009
Infiizyon 5 ppm 31.7 £0.0008 -
10 ppm 16.1 £0.0012
20 ppm 27.8 £0.0019
Dekoksiyon 5 ppm 31.2 £0.0022 -
10 ppm 22.2 £0.0014
20 ppm 15.3 £0.0015
Askorbik Asit 10 pg/mL 71.8 £0.0069*
(kontrol)

* p<0,05 seviyesinde dnemlidir (One Way ANOVA).
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Sekil 6.4. H. hirsutissimum‘dan elde edilen farkl ekstrelerin ve standardin H,0,

siipiirme aktiviteleri

6.6. Heliotropium hirsutissimum’dan Elde Edilen Farkhh Ekstrelerin
Metal Selatlama Aktivitesi

Farkli konsantrasyonlardaki (5, 10, 20 ppm) bitki ekstrelerinin Fe*? iyonlarmi
selatlama aktivitesi, Dinis ve ark. metoduna gore belirlenmistir (Dinis vd., 1994).
Metod Fe*? iyonlarim baglamak iizere, giiglii bir demir selatlayici olan ferrozin
reaktifi ile ortamda bulunan metal baglayic1 bilesiklerin yarigmasina dayanir.
Selatlama giicii yiiksekse kirmizi renkli Fe*”ferrozin kompleksinin olusumu
engellenir. Ferrozin-Fe*? kompleksinin inhibisyon yiizdesi asagidaki formiile gore
hesaplanmustir.

562 nm’deki Ornek Absorbansi

% Metal Selatlama Aktivitesi= 1 - *x-100
562 nm’deki Kontrol Absorbansi
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Ekstrelerin metal iyonu selatlama aktivitesini belirleyebilmek icin kiyaslama
maddesi olarak, iyi bir metal selatlayici olan EDTA segilmistir. Caligmada
kullanilan ekstreler igin, metal selatlama aktivitesini gosteren konsantrasyon - %

inhibisyon grafikleri olusturulmustur (Sekil 6.5.).

120
100 m——
== infiizyon
c 80
% == Dekoksiyon
2 60
£ =l-—Metanol
X 40
== Etil Aetat
20
== Dietil Eter
0 B— —i
5ppm 10ppm 20ppm 2 ug/mL
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 6.5. H. hirsutissimum‘dan elde edilen farkli ekstrelerin ve EDTA’nin

konsantrasyon % inhibisyon grafigi

H. hirsutissimum petrol eteri, dietil eter, etil asetat, metanol, su (infiizyon ve
dekoksiyon) ekstrelerinin metal selatlama kapasiteleri Cizelge 6.6.’de verilmistir.
Ekstrelerin metal gelatlama kapasiteleri degerlendirildiginde; petrol eteri, metanol
ve infiizyon ekstreleri hari¢, diger ektrelerin hi¢c biri selatlama aktivitesi
gostermemislerdir. Ekstrelerin metal selatlama aktiviteleri sirasiyla inflizyon
ekstresinde % 36.1 (20 ppm), metanol ekstresinde % 23.4 (5 ppm) ve petrol eterin
ekstresinde ise % 23.4 (20 ppm) ‘tir. Metanol ekstresi maksimum metal selatlama
aktivitesini 5 ppm’de gosterirken, petrol eteri ve infiizyon ekstreleri maksimum
metal gelatlama aktivitelerini ancak konsantrasyon 20 ppm’e ¢iktiginda
gostermislerdir.  Elde edilen bu sonuglar EDTA’nin  aktivitesiyle
karsilastirildiginda, EDTA ile ekstreler arasinda gozlenen metal selatlama
aktivitesi arasindaki fark, istatistiki olarak 6nemlidir (p<0,05) (Cizelge 6.6).
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Cizelge 6.6. H. hirsutissimum’dan elde edilen ekstrelerin ve EDTA’nin metal
selatlama aktivitesi

Ekstre Tipi | Konsantrasyon %Metal Selatlama Aktivitesi 1Cs
+SD (Absorbans) degeri
Petrol Eteri 5 ppm 0.0 +0.0120 -
10 ppm 0.0 £0.0045
20 ppm 23.4 +£0.0020
Dietil Eter 5 ppm 0.0 £0.0215 -
10 ppm 0.0 £0.0015
20 ppm 0.0 £0.0090
Etil Asetat 5 ppm 0.0 +£0.0010 -
10 ppm 0.0 £0.0000
20 ppm 0.0 £0.0010
5 ppm 23.4+0.0020 -
Metanol 10 ppm 0.0 £0.0055
20 ppm 10.1 +0.0005
Infiizyon 5 ppm 0.0 +£0.0090 -
10 ppm 0.0 £0.0000
20 ppm 36.1 £0.0010
Dekoksiyon 5 ppm 0.0 £0.0050 -
10 ppm 0.0 £0.0040
20 ppm 0.0 £0.0025
EDTA 2 pg/mL 100.0 £0.0000*
(kontrol)

*p<0,05 seviyesinde 6nemlidir (One Way ANOVA)
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Sekil 6.6. H. hirsutissimum’dan elde edilen eckstrelerin ve EDTA’nin metal
selatlama kapasitesi

6.7. Heliotropium hirsutissimum’dan Elde Edilen Farkh Ekstrelerin
Brine Shrimp (Artemia salina) Lethality Assay (BSLA) ile Akut
Toksisitesinin Belirlenmesi

H. hirsutissimum petrol eteri, dietil eter, etil asetat, metanol, su (infiizyon ve
dekoksiyon) ekstrelerinin Brine Shrimp (Artemia salina) larvalari tizerindeki akut
toksisitesini belirleyebilmek icin, toksisite verileri hesaplanmis ve LDy ve LDsgg
degerleri ile birlikte iist ve alt % 95 giivenilirlilik sinirlart ortaya konulmustur.
Sonuglarin toksisite  derecelendirilmeleri  ise Cizelge 6.7°deki referans
degerlerine gore yapilmistir (Brayn vd.,1997).
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Cizelge 6.7. Toksisite derecesi degerlendirilmesinde kullanilan referans degerleri
(Brayn vd., 1997).

Toksisite Derecesi LDs, Limitleri
Oldukca Toksik <10 pg/mL
Toksik >10 pg/mL
Zararl > 100 pg/mL

Toksik Degil > 1000 pg/mL

Petrol eteri, dietil eter, etil asetat, metanol, su (inflizyon ve dekoksiyon)
ekstrelerine ait verilerin Probit analizi ile degerlendirilmesi sonucunda; denenen
ekstrelerin belirlenen konsantrasyon araliklarinda (10, 25, 50, 100, 250, 500 ve
1000 ppm) LCsy degerlerine ulasamadigi goriilmiistiir. LC,o degeri sonuglari ise;
metanol (LCyo= 258.610 ppm) ve dietil eter (LCyo= 93.344 ppm) ekstreleri disinda
diger ekstrelerde anlamli sonuglar ortaya koymamistir (p<0.05). Denenen
ekstrelere ve pozitif kontrol olarak kullanilan umbelliferon’a ait toksisite sonuglari
Cizelge 6.8 ve 6.9°de yer almaktadir.
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Cizelge 6.8. H. hirsutissimum’dan elde edilen ekstrelerin ve umbelliferon’un Brine
Shrimp (Artemia salina) Lethality (BSLA) Assay ile Elde Edilen
LDyove LDs degerleri

Ekstre Tipi LCy degeri LCs, degeri
(ppm) (ppm)
Metanol 258.610 >1000
Dietil eter 93.344 >1000
Petrol eteri >1000 >1000
Etil asetat >1000 >1000
Su (infiizyon) >1000 >1000
Su (dekoksiyon) >1000 >1000
Umbelliferon (pozitif kontrol) 53.773 170.836

H. hirsutissimum petrol eteri, dietil eter, etil asetat, metanol, su (infiizyon ve
dekoksiyon) ekstrelerinin denemede kullanilan konsantrasyonlar1 hemen hemen
kontrol ile ayn1 degerleri vermis ve bu degerlerin de istatistiki olarak anlamli
sonuglar ortaya koymadigi gozlemlenmistir. Elde edilen veriler H. hirsutissimum
petrol eteri, dietil eter, etil asetat, metanol, su (infiizyon ve dekoksiyon)
ekstrelerinin  uygulanan konsantrasyon araliklarinda 100pg/ml-1000ug/ml
arasinda bulunan LCs, degerleri, alt ve st glivenlik sinirlart itibariyle toksisite
sinirlart igerisinde yer aldigini, bu konsantrasyon araliklar1 iginde toksik
olmadigini ortaya koymustur (Cizelge 6.9).
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Cizelge 6.9. H. hirsutissimum’dan elde edilen farkli ekstrelerin ve umbelliferon’un
Artemia salina larvalarindaki % ortalama canlilik degerleri

Ekstraksiyon Tipi Konsantrasyon (ppm) Ortalama Canlhhik £SD
Petrol Eteri 10 9.33+£0.577
25 8.67 +1.528
50 9.67 +£0.577
100 9.00 £ 1.000
250 9.00 £ 1.000
500 9.33+0.577
1000 8.67 +£1.528
Dietil Eter 10 9.67 £0.577
25 9.00 £ 1.000
50 9.33£0.577
100 9.00 £ 1.000
250 8.33+£0.577
500 9.33 +£0.577
1000 9.33 +£0.577
Etil Asetat 10 9.33 £0.577
25 9.67+0.577
50 9.67+0.577
100 8.67 £1.528
250 9.67 +£0.577
500 9.33 £1.155
1000 7.67+0.577
Metanol 10 9.67 +0.577
25 9.67 +0.577
50 9.33 +£0.577
100 9.67£0.577
250 7.67+1.528
500 8.67 +1.155
1000 8.67+0.577
Su (inflizyon) 10 1.00 + 0.000
25 9.67+0.577
50 9.33£0.577
100 9.00 £ 0.000
250 9.00 £ 1.000
500 8.67+0,577
1000 8.67+£0.577
Su (dekoksiyon) 10 9.67+0.577
25 9.67 +0.577
50 9.33 +£0.577
100 9.33 +£0.577
250 9.67 +£0.577
500 9.33+0.577
1000 9.67+0.577
Umbelliferon 10 9.33 £0.5773
25 9.33 +£1.1547
50 9.33+0.5773
100 6.33 +2.0816
250 2.33+£0.5773
500 2.00 £+ 0.0000
1000 0.00 + 0.0000
Kontrol 0 9.33+0.577
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7. TARTISMA

Bu c¢alismada iilser, yara iyilesmesi, lokal inflamasyon, {rtiker, sackiran,
romatizma, ateslenme, sedef hastalifi ve ar1 sokmasi gibi rahatsizliklarda bu
hastaliklarinin tedavisi basta olmak iizere halk tibbinda ¢ok cesitli amaglarla
kullanilan Heliotropium hirsutissimum (Bambil, Deve bambili, Deli bambil, Sigil
otu, Aygiin ¢igegi) bitkisinden farkli polaritelere sahip olan ¢oziiciilerle elde edilen
ekstrelerde (petrol eteri, dietil eter, etil asetat, metanol, su (inflizyon ve
dekoksiyon)) bulunmas1 muhtemel baslica kimyasal gruplar: belirleyebilmek i¢in,
fitokimyasal madde taramasi yapilmig ve ekstrelerin toplam fenolik madde
miktari, antioksidan aktivitesi, hidroksil radikalini ve hidrojen peroksit siipiirme ve
metal selatlama aktiviteleri belirlenmistir. Ayrica bitkiden elde edilen ekstrelerin
sitotoksik etkisinin olup olmadigi da Brine Shrimp (Artemia salina) Letality Assay
(BSLA) ile arastirilmis, calismadan elde edilen sonuglar diger arastiricilarin
sonuglartyla tartisilmstir.

Bu ¢alismada H. hirsutissimum 'dan elde edilen ham ekstreler kullanilmistir, ¢linki
tibbi bitkilerin halk arasindaki kullanimi genellikle bu sekildedir. Bununla birlikte,
ham ekstrelerle calismak, ayni zamanda biyoaktif bilesiklerin kompleks
karigimlart ile calismak demektir. Bu tiir karigimlardaki bilesiklerin bazilart
sitotoksik ve/veya genotoksik iken, digerleri hiicre koruyucu ve/veya
antigenotoksik olabilir. Bitkilerden ekstrakt elde etmenin temel amaci bitkilerin
gereksiz maddelerden arindirilmasi ve ana aktif maddelerinin (fitobiyotik) saf
olarak elde edilmesidir. Bitkiden beklenen etkinin tam olarak alinabilmesi igin
bitkiye uygulanacak ekstraksiyon yontemi ve varsa bu yontemde kullanilacak

uygun ¢dziiciiniin se¢imi ¢ok 6nemlidir.

H. hirsutissimum’dan elde edilen ekstrelerde kuru bitki iizerinden hesaplanan en
fazla ekstraksiyon verimi; metanol ekstresinden (% 16,4) elde edilmis olup,
metanolii takiben verim agisindan en iyi ekstreler; dekoksiyon (% 8,36) ve
infiizyon (% 6,04), etil asetat (% 2,79), dietil eter (% 1,94) ve petrol eteri (% 1,59)
ekstresi olmustur (Cizelge 6.1). Farkli ekstrelerden elde edilen ekstre verimindeki
farkliliklar, bitkinin sahip oldugu kimyasal kompozisyonundan, bitki
ekstraksiyonu yapilirken ekstraksiyonda kullanilan maddeden ve yodntemdeki
farkliliklardan kaynaklanmis olabilir. Hayouni vd. (2007) ile Ozcan vd. (2007)
farkli yontemler ve farkli polariteye sahip c¢oziiciiler kullanarak yaptiklar
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aragtirmalar sonucunda, % ekstrakt miktarlar1 {izerine polar ¢oziiciilerin apolar
coziiciilerden daha etkili oldugunu bildirmislerdir.

Bitkilerin ikincil metabolik faaliyetleri sirasinda ortaya ¢ikarak depolanan, sadece
besin olarak tiiketildikleri zaman insan sagligi i¢in yararli etkilerde bulunan
biyoaktif bilesiklere Dbitki kimyasallar1 (fitokimyasallar); karotenoidler,
flavonoidler, polifenoller, fitosteroller, fitoestrojenler, indoller ve siilfitler olarak
gruplandirilmaktadirlar. Fitokimyasallar sahip olduklar antioksidan aktiviteleri
sayesinde birgok olumsuz duruma karsi koruyucu ve iyilestirici bir etkiye
sahiptirler. Fitokimyasallarin 6nemli bir grubunu olusturan fenolik bilesiklerin
serbest radikal temizleme ve antioksidan aktivitesi genellikle fenolik molekiillerin
aromatik halkasinda bulunan hidrojen verici "OH gruplarinin sayisina ve
pozisyonuna baglidir ve aglikonlarin glikolizasyonu ve diger H verici gruplar (-
NH, -SH) gibi ¢esitli faktorlerden etkilenmektedir. Bu 6zellik serbest radikallerin
absorbe edilmesinde ve notralize edilmesinde, tekil ve {i¢li oksijenin
yakalanmasinda veya peroksitlerin ayrigtirilmasinda onemli rol oynamaktadir
(Panovska vd., 2005). Yine bu 6zellik sayesinde fenolik bilesikler indirgeyici ajan,
hidrojen wverici, tekil oksijen yakalayict ve metal selatdri olarak gorev
yapmaktadirlar (Ivanova vd., 2005). Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesinin
nedeni, redoks 6zelligi olup, bu 6zellik bilesiklerin kimyasal yapilariyla yakindan
iligkilidir (Rice-Evans vd.,1996; Morel vd.,1994).

Serbest radikallerin canlilarda fizyolojik seviyelerinin iizerinde bulunmasi
durumunda dogrudan ya da dolayli olarak kanser, diyabet, Alzheimer, Parkinson
kardiyovaskiiler rahatsizliklar gibi saglik sorunlarina neden olabilmektedirler
(Valko vd. 2007). Serbest radikallerin yol actigi bu tip sorunlar géz Oniine
alindiginda, standardize edilmis test yontemleriyle radikal siiplirme ve antioksidan
aktivite testlerinin ne derece 6nemli oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bitkisel
ekstrelerin  1,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipiiriicii aktivitesini
etkileyen en Onemli faktorlerden biri, ekstre icerisinde DPPH radikali ile
reaksiyona girerek bu radikale proton (hidrojen atomu) verme yetenegine sahip
olan bilesiklerin bulunmasidir. Bitkisel ekstrelerin DPPH radikal stipiiriicii
aktivitesini etkileyen en 6nemli faktorlerden ikincisi ise, kullanilan ¢oziiciiniin
polaritesidir. Dielektrik sabiti, ¢oziicii polaritesini yaklagik olarak veren bir
niceliktir ve ¢oziicliniin zit yiikleri birbirinden ayirma yeteneginin bir dl¢iisiidiir
(Jensen, 2009). Tez calismasi kapsaminda kullanilan bitkilerden ekstrelerin elde
edilmesinde kullanilan ¢oziiciilerin dielektrik sabitlerine bakildiginda etil asetat
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(6.0), metanol (32.6) ve suyun (80.0) polar ¢oziiciiler oldugu; buna karsin dietil
eter (4.191) ve petrol eterinin (2.22) ise, apolar (polar olmayan) ¢oziiciiler oldugu
goriilmektedir. Etil asetat polar bir ¢oziicli olmasina ragmen, etil asetatin polaritesi
metanole, metanoliin polaritesi de suya gore daha diisiiktiir. Bu ¢oziiciilerin normal
kosullarda (25 °C’de ve 1 atmosfer basingta) polarite indeksleri etil asetat icin 4,4;
metanol i¢in 5.1 ve su i¢in 10.2°dir. Dolayisiyla metanol orta derecedeki polar
bilesikleri ¢ozebilirken, su yiiksek seviyede polar bilesikleri ¢ozebilmektedir.
Coziicli ve ¢oziinenin birbiri iginde homojen olarak karismasi ile ¢oziinme olay1
gerceklesir. Coziinme, molekiiller arasindaki ¢ekim kuvvetine dayanir. Bir
¢Oziicliniin bir maddeyi ¢Ozebilmesi i¢in; ¢Oziicli ile ¢odziinen molekiilleri
arasindaki ¢ekim kuvvetlerinin, ¢oziicii ve ¢dziinenin kendi molekiilleri arasindaki
¢ekim kuvvetinden daha biiylik olmasi gerekir. Genellikle ¢éziinme olayi, ¢oziicii
ile ¢dziinenin benzer yapida olmalar ile gerceklesir. Bu durum benzer benzeri
cozer seklinde ifade edilebilir. Dolayisiyla polar ¢oziiciiler polar maddeleri, polar
olmayan ¢oziiciiler de polar olmayan maddeleri daha iyi ¢ozer (Jensen, 2009). Bu
bilgiden yola ¢ikarak, denenen bitkilerden elde edilen dietil eter ve petrol eteri
ekstrelerinin apolar bilesikleri; etil asetat, metanol ve sulu ekstrelerin ise polar
bilesikleri igerdigi diigiiniilmektedir. Su, yiliksek kaynama noktasina, yiiksek
dielektrik sabitine ve polariteye sahip olmasi nedeni ile 6zel bir ¢oziiciidiir. Suyun
normal kosullarda oldukca yiiksek olan dielektrik sabiti ve polaritesi, yiiksek
sicaklik ve basingta oldukg¢a diismektedir ve ekstraksiyon igleminde etanol, aseton,
metanol gibi davranabilmektedir. Bu sayede su oda sicakliginda polaritesi yiiksek
olan bilesenleri ¢ozebilirken, sicaklik ve basing arttiginda orta polar-diisiik polar
bilegenlerin ekstraksiyonu igin organik ¢oziiciiler yerine kullanilabilmektedir (Cam
ve Hisil, 2006).

Denemede kullanilan bitkilerden sulu ekstrelerin iki farkli sekilde elde edildigi goz
Oniine alinirsa, infiizyon (demleme) yontemi ile elde edilen ekstrelerin orta polar-
diisiik polar bilesikleri icerdigi; buna karsin dekoksiyon (kaynatma) yontemi ile
elde edilen ekstrelerin hem yiiksek, hem de orta ve diisiik polar bilesikleri icerdigi
sOylenebilir. Bitkilerden farkli yontemlerle elde edilen ekstrelerin ¢oziicii
ozelliklerine gore farkli bilesikler igermesi, ekstrelerin DPPH iizerinden serbest
radikali siipiiriicii aktivitelerinin birbirinden farkli olmasina ve polar c¢oziiciiler
kullanilarak elde edilen ekstrelerin, polar olmayan ¢oziiciiler kullanilarak elde
edilen ekstrelerden ¢ok daha yiiksek DPPH radikal siipiiriicii aktivite gstermesine
neden olabilmektedir (Miliauskas vd., 2004; Vunda¢ vd., 2007, Aslantiirk, 2010).
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Brand-Williams vd. (1995) de antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in 2, 2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl’i (DPPH') kullanmislardir. Antiradikal aktivite tayini belirlemede
antioksidan 6zelligi oldugu bilinen fenol, BHT, BHA, p-kumarik asit, vanilin,
vanilik asit, izogenol, feriilik asit, eugenol, zingeron, guaiacol, protocatehuic asit,
kafeik asit, gallik asit ve gentisik asit bilesiklerini kullanmislardir. Antiradikal
giicii tayin ederken bilesiklerin 3 tip kinetik aktivite gdsterdiklerini saptamislardir
ve bunun zamana bagl olarak ¢ok hizli (1 dakika), orta hizda (5-30 dakika) ve
yavas hizda (1-6 saat) kararli duruma ge¢is gosterdigini gézlemlemislerdir. Bunun
yaninda aktivite hizi ile antiradikal giic arasinda dogrudan bir korelasyon
olmadigini, dolayisiyla zamana bagli olarak etki gosteren (yavas hizda) bazi
bilesiklerin hizli aktivite gosteren bilesiklere gore daha etkin oldugunu rapor
etmislerdir. Lemos vd. (2006), Magonia glabrata 'nin meyve kisimlarindan etanol
ekstresinden sikimik asit, skopoletin, 2-O-Metil-L-inositol iceriklerini elde etmis
ve 2-O-Metil-L-inositol bilesigini ekstreden ayirarak degerlendirmislerdir.
Antioksidan aktiviteyi belirlemek amaciyla DPPH radikali siipirme aktivitesi
testini kullanmiglardir. Biitillenmis hidroksitoluenin kontrol olarak kullanildig:
testte, etanol ekstresinin kontrolle karsilastirildiginda radikal siiptirme aktivitesinin
oldukga yiiksek oldugu bulunmustur (p<0.01).

H. hirsutissimum’dan elde edilen ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanan petrol
eteri, dietil eter, etil asetat, metanol, su (infiizyon ve dekoksiyon) ekstrelerinin
DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii aktivitesi kendi aralarinda ve standart
bir antioksidan olan rutin (% 89.1) ile karsilastirildiginda, sadece infiizyon ekstresi
digerlerine gore serbest radikali siipiiriicli aktivite bakimindan 50 ppm ve 100
ppm’lik konsantrasyonlarda antioksidan aktiviteye sahip olmasina ragmen (sirasi
ile % 52.8 ve % 74.4), denenen diger ekstrelerin higbirinin kayda deger bir serbest
radikal siipiiriicii aktivite gostermedigi tespit edilmistir (Cizelge 6.4). Ancak
denemede H. hirsutissimum bitkisinin ham ekstreleri kullanildigi ve bitkiden elde
edilen ekstrelerin igerik analizleri yapilamadigi igin, bu bitkiden elde edilen
ekstrelerin  higbirinin kayda deger bir serbest radikal siipiiriicii aktivite
gostermemesinin nedeni hakkinda kesin bir yorumda bulunmak miimkiin degildir.

Biyolojik olarak aktif bilesikler olan fitokimyasallar,  gii¢clii antioksidan
aktiviteleri ile insan ve hayvanlarda kronik hastaliklarin olusmasini onler veya
ilerlemesini geciktirirler. Bu maddeler i¢inde fenolik bilesikler, bitkinin toplam
antioksidan aktivitesine katkida bulunan temel bilesenlerdir. Bitkilerde bulunan
antioksidanlar, serbest radikaller ile reaksiyona girerek ve lipit peroksidasyonunu
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katalizleme yeteneginde olan demir ve bakir gibi metaller ile selat olusturarak,
antioksidan aktivite gostermektedirler. Bitkilerden farkli ¢oziiciilerle elde edilen
fraksiyonlar, toplam fenolik iceriklerine bagl olarak antioksidan aktiviteleri
bakimindan  farklilk  gdstermektedirler. ~ Fenoller  hidroksil  gruplan
bulundurduklarindan, serbest radikalleri yok etme yetenekleri nedeniyle c¢ok
onemli bitki bilesenleridir (Hatano vd, 1989). Aymi zamanda fenolik bilesikler
dogrudan dogruya antioksidan aktiviteye katkida bulunabilirler (Duh vd, 1999).
Polifenolik bilesikler, potansiyel bir antioksidan oldugu i¢in antioksidan aktivite
belirlemede, toplam fenolik madde miktarlarinin bilinmesi Onemlidir. H.
hirsutissimum’dan elde edilen ekstrelerde toplam fenolik madde tayininde standart
bilesik olarak, gallik asit kullanilmis ve standart grafikler hazirlamistir. Bu
standart grafikler kullanilarak o6rneklerin toplam fenolik madde miktarlar1 mg
gallik asit (gr GAE/g ekstrakt) esdegeri seklinde hesaplanmistir. Bitkinin farkli
ekstrelerinin  fenolik bilesik icerigi karsilastirildiginda; denenen  biitiin
ekstrelerdeki fenolik igerigin oldukga diisiik miktarda bulundugu tespit edilmistir.
Gallik asit esdeger (GAE) alinarak sirasiyla fenolik icerigin dietil eter ekstresinde
55.7 ng/g, etil asetat ekstresinde 52.3 ng/g, petrol eteri ekstresinde 42.3 ng/g,
metanol ve inflizyon ekstresinde 34.3 ug/g ve dekoksiyon ekstresinde ise, 33.3
ug/g oldugu hesaplanmistir (Cizelge 6.3). Fenolik maddece fakir oldugu
gozlemlenen ekstrelerin serbest radikalleri siipiirme aktivitesi hi¢ yok denecek
kadar azdir. Buna karsin, inflizyon ektresinin DPPH radikalini siiplirme
aktivitesinin diger ekstrelerden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Caligmadan
elde edilen sonuclara gore, calisilan bitkinin kullanilan ¢oziiciilere gore fenolik
madde icerigindeki farkliliklarin, gosterdikleri antioksidan 6zelliklerini etkiledigi
acikeca goOriilmiistiir. Bunun yaninda yiiksek fenolik madde miktarina ve yiliksek
radikal yakalama aktivitesine sahip olmanin, birbirleri ile % 100 paralel olmadig
goriilmiigtiir. Calismamizda da etanol ekstraktin fenolik madde miktariin en
yiiksek oldugu fakat DPPH serbest radikali giderim aktivitesinin infiizyon ekstresi
hari¢, diger ekstrelerde diisiik oldugu goriilmiistiir. Boylelikle tek bir yontemle
antioksidan aktivitesi hakkinda karar vermenin dogru bir yaklagim olmadig
anlagilmakta ve buna gore antioksidan aktivitesi belirlenirken, farkli yontemler
kullanilmasi, farkli metotlarin uygulanmasi ve elde edilen aktivite sonuglarinin,
her bir oOzellige gore verilmesinin daha dogru bir yaklasgim olacagi
diistiniilmektedir. Fenolik madde ve flavonoid miktarlari ile antioksidan kapasitesi
tayin yontemleri arasinda da bir iliski mevcut olabilir. Ozellikle radikal yakalama
temeline dayali DPPH gibi metotlarin toplam fenolik madde ve flavonoid



83

miktarlan ile iligkisi bazi bitkisel yapilarda 6nemli olabilir. Fenolik asitler ve
flavonoidler polar ¢dziiciilerde ¢oziiniirler ve polar sistemlerde giiclii aktivite
gosterirler. DPPH radikal siipiiriicii etki testleri de polar ortamlarda yapilmaktadir.
Bu nedenle de bu bilesiklerce zengin ekstraksiyonlar bu deney sistemlerinde etkili
olarak bulunmuslardir. DPPH radikali bununla birlikte antioksidan kapasiteleri ile
fenolik bilesikler ve flavonoidler arasinda da onemli farkliliklar s6z konusu
olabilir. Bitkisel kaynaklarin antioksidan kapasitelerini degerlendirirken bu
iliskilerin de irdelenmesi Onerilmektedir (Ariduru ve Arabaci, 2013).
Calismamizda kullanilan Heliotropium hirsutissimum ’dan farkli polariteye sahip
coziiciilerle elde edilen ekstrelerinin fitokimyasal igeriklerine bakildiginda fenolik
ve flavonoid gibi antioksidan aktivitede rol oynayan igeriklere eser miktarda sahip
oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle de infiizyon ekstresi harig, ekstrelerin
antioksidan aktivitesinin de disik olmasinin nedeninin bu olabilecegi
diistintilmektedir.

Canli organizmalarda hidrojen peroksit, siiperoksit dismutaz gibi birgok enzim
tarafindan olusturulabilir. Hidrojen peroksit ¢ok reaktif degildir, fakat hiicrede
serbest radikallerin artmasina sebep oldugundan dolay1 zamanla hiicre igin toksik
olabilir. Hidrojen peroksit, hiicre kiiltiiriine ilave edildiginde gegis metal iyonlari
varliginda oksidatif DNA hasarlarina sebep olan hidroksi iyonlarinin olugmasina
sebep olur. Hidrojen peroksit, birgok hiicre tipinde 20- 50 mg’in iizerinde
oldugunda toksisiteye sebep olabilir. Biitiin bunlardan dolay1 farmasdétik ve gida
sistemlerini oksidatif hasardan korumak i¢in bu sistemlerden hidrojen peroksidi
uzaklastirmak olduk¢a oOnemlidir (Dogmus ve Durucasu, 2013). Bir bilesigin
indirgeme kapasitesi onun elektron transfer edebilmesiyle iliskilidir ve potansiyel
antioksidan aktivitesinin 6nemli bir gostergesi olarak kabul edilir. Gegis metalleri
arasindan Fe*" | lipid oksidasyonunda prooksidan olarak bilinir. Fenton reaksiyonu
(Fe* + H,0, — Fe** + OH + OH®) vasitasiyla reaktif oksijen tiirlerini olusturur
ve lipid oksidasyonunu hizlandirir (Halliwell ve Gutteridge, 1990). Bitki
ekstraktlar ge¢is metal iyonlarin1 baglayarak ortamdaki konsantrasyonlarini azaltir
ve Fe*?katalizli lipid peroksidasyonunu geciktirirler.

Calismada metal iyonu selatlama aktivitesi; bitki ekstraktlarmin ¢ozeltideki Fe?*
iyonlarim baglayabilmek igin ferrozin ile yarigmasma gore degerlendirilmistir.
Kiyaslama maddesi olarak iyi bir metal selatlayici olan EDTA segilmistir. Bitki
ekstrelerinin Fe?* iyonlarin selatlama aktivitesinin dlgtimii 5-20 ppm araligindaki
konsantrasyonlarda c¢alisilmistir. H. hirsutissimum’dan elde edilen ekstrelerin
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metal selatlama aktiviteleri sirasiyla inflizyon ekstresinde % 36.1 (20 ppm’de),
metanol ekstresinde % 23.4 (5 ppm’de) ve petrol eterin ekstresinde ise % 23.4 (20
ppm’de) ‘tir. Metanol ekstresi maksimum metal selatlama aktivitesini Sppm’de
gosterirken, petrol eteri ve infiizyon ekstreleri maksimum metal selatlama
aktivitelerini ancak konsantrasyon 20 ppm’e ¢iktiginda gosterebilmislerdir. Ancak
bu sistemde ekstraktlarin hicbiri standart olarak kullanilan EDTA’dan daha iyi
selatdr olmamustir (Cizelge 6.6).

Heliotropium  hirsutissimum’dan  elde edilen ekstrelerde alkoloidlerin,
saponinlerin, tanenlerin, fenoller ve flavonoidlerin varligini belirlemek igin
gereken fitokimyasal analizler sonucunda ekstrelerde en fazla bulunan
fitokimyasal maddenin alkoloidler oldugu belirlenmistir. Calismamizda bitki
ekstrelerinde alkoloidlerden sonra gbzlenen en yaygin igerigin saponinler oldugu
goriilmiigtiir. Kopiik olusturma testiyle metanol ve su (infiizyon ve dekoksiyonda)
ekstrelerinde tespit edilen saponinlerin benzer sekilde H. indicum’un metanol
ekstresinde varligi daha Onceki ¢aligmalarda tespit edilmistir (Sharma ve
Alexander, 2011). Bizim elde ettigimiz analiz sonuglar1 da literatiir bilgilerine
uygunluk gostermektedir. Metanol ekstresinde alkoloidlerin gozlenememesi,
alkoloidlerin metanolde ¢oziinemedigi ya da igerikte bulunan herhangi bir
maddenin antagonistik etkisine maruz kalabilmesinden kaynaklanmig olabilir.
Tanin ve antrakinonlarin varliginin ise gerek ekstrelerdeki dagilimi gerekse
belirginlik bakimindan zayif oldugu ve flavonoidlerin ise denenen hi¢ bir ekstrede
bulunmadigi goériilmiistiir (Cizelge 6.2).

H. hirsutissimum disinda kalan diger Heliotropium tiyelerinde de alkoloidlerin
varlig1 tespit edilmistir (Reina vd., 1998, Souza vd., 2005, Osungunna ve Adedeji,
2011). Yine daha once yapilan ¢aligmalarda Boraginaceae familyasina ait tiirlerin
hemen hepsinde bir tiir alkaloit smifi olan pirolizidin alkoloidlerinin bulundugu
bildirilmistir. Bu alkoloid smifi, ester alkoloidler olarak da bilinmektedir.
Pirolizidin alkoloidinin sitotoksik etkilere sahip oldugu, insan ve c¢iftlik
hayvanlarinda zehirlenmelere neden oldugu (Sharma vd. 2009), g¢esit ve maruz
kalinan miktara bagli olarak mutajenik, karsinojenik ve hepatotoksik etkiler
meydana getirebildigi belirtilmistir. Pirolizidin alkoloidlerinin 6zellikle DNA
kirtklarina, DNA-DNA, DNA-protein capraz baglarina ve katilma tepkimelerine
neden olabildigi de bildirilmistir (Chen vd. 2010).
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Ozellikle bitkisel kokenli ilag gelistirme asamalarinda séz konusu olan test
bilesiginin terapotik etkileri ve farmakolojik 6zelliklerinin yani sira bu bilesigin
toksikolojik 6zellikleri de g6z Oniine alinmak zorundadir. Toksikolojik 6zellikler,
toksik etkinin akut, subakut, subkronik ve kronik diizeyde degerlendirilmesiyle
belirlenmektedir. Bu o6zelliklerin belirlenmesinde akut etki onemli bir yer
tutmaktadir. Brine shrimp (Artemia salina) Lethality Assay (BSLA) daha fazla
zaman ve maliyet gerektiren hayvan denemeleriyle paralel sonug¢ veren hizli bir
yontem olmasindan dolayi, son zamanlarda en ¢ok tercih edilen testlerden biri
olmustur. H.hirsutissimum’dan elde edilen farkli ekstrelerin akut sitotoksik etkisini
belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda hazirlanan (10, 25, 50, 100, 250,
500 ve 1000 ppm) ekstrelerin Artemia salina larvalarina uygulanmasi sonucunda,
ekstrelerin hi¢ birinin LCsy degeri iizerinden sitotoksik etki gostermedigi
belirlenmistir. Denemelerde yalnizca metanol (258.610 ppm) ve petrol eteri
ekstreleri i¢in (93.344 ppm) LCy, degeri (deneklerin % 10’unu Oldiiren
konsantrasyon) hesaplanabilmistir. Kontrol maddesi olarak kullanilan
umbelliferon bilesiginin ise LCyg degerinin 53.773 ppm ve LCsy degerinin ise
170.836 ppm oldugu belirlenmistir (Cizelge 6.8).

Moshi ve arkadaslar da (2009), Canarium schweinfurthii, Dissotis brazzae, 1boza
urticifolia, Isoglosa lacteal, Strombosia scheffleri ve Whitfieldia elongata’ dan
elde edilen diklorometan, etanol ve etil asetat ekstrelerinin antibakteriyel etkisini
ve sitotoksik etkilerini aragtirmiglardir. Calisma sonucunda diklorometan
ekstrelerinin antibakteriyel aktivitesinin etanol ekstrelerine daha yiiksek oldugunu,
ekstrelerin (Dissotis brazzae ve Strombosia scheffleri’nin etanol ekstrelerinde
LCs0>1000 toksik etki gbzlenmemistir) Brine shrimp larvalarina iizerinde g¢ok
diisiik seviyede toksik etki gosterdigini bildirmislerdir. Ullah vd. (2009), Centella
asiatica bitkisinden metanol ekstraktinin n-hekzan, karbon tetraklorid, kloroform
ve su fraksiyonlarini elde etmisler ve Brine Shrimp Lethality Assay sonuglarina
gore, ekstrelerin yiiksek sitotoksik aktivite gosterdigini bulmuslar ve LCsgg
degerlerinin yukaridaki fraksiyon sirasini takiben 1.254, 0.826, 3.866 ve 5.366
ug/ml oldugunu rapor etmislerdir. Geleneksel kullanimlarini destekler sekilde
gergekten de Centella asiatica bitkisinin antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik
etki gosterdigini ve dnemli bir ila¢ kaynag1 olarak kullanilabilecegi goriistini ileri
siirmiiglerdir. Lemos vd. (2006), Magonia glabrata’ nin meyve kisimlarindan
etanol ekstresinden sikimik asit, skopoletin, 2-O-Metil-L-inositol iceriklerini elde
etmis ve 2-O-Metil-L-inositol bilesigini ekstreden ayirarak degerlendirmislerdir.
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Bitkinin sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla BSLA yontemini kullanmiglardir.
Ekstre i¢in her iki testte de Artemia larvalarinda gozlenen en yiiksek 6liim oraninin
100 ppm konsantrasyonda gergeklestigini, buna karsin bitkinin etanol ekstresinden
izole ettikleri 2-O-Metil-L-inositol bilesiginin her iki testte de sitotoksik etki
gostermedigini belirtmislerdir.

Rahman ve arkadaslarinin (2011) Heliotropium indicum bitkisinin kdklerinden
elde ettikleri metanol ekstresinin antinosiseptik, sitotoksik ve diiiretik etksini
arastirdiklar1 ve fitokimyasal analizlerini yaptiklari ¢alismada, H.indicum metanol
ekstresinin Artemia salina larvalarina kars1 sitotoksik etkisinin bulundugunu ve bu
etkinin konsantrasyon artigt ile arttigim1 belirtmislerdir. Shah vd (2012) de
Heliotropium’un bir bagka tirii olan Heliotropium strigosum ‘un biitiin
kisimlarindan elde ettikleri ham ekstre, etil asetat, fraksiyonu, kloroform
fraksiyonu ile hekzan fraksiyonunun (10, 100, 100 ug/ml) ve pozitif kontrol
olarak da etoposide’nin Artemia salina larvalari tizerindeki sitotoksik ve fitotoksik
etkilerini arastirmiglardir. Denenen ekstrelerin arasinda en giiglii sitotoksik etkiyi
etil asetat fraksiyonu, onu takiben de kloroform ve n-hekzan fraksiyonu gostermis
oldugunu ve konsantrasyon artisi ile bu etkinin daha da arttigini rapor etmislerdir.

Bizim calismamizda H.hirsitisumum bitkisinin kok harig, diger bitki kisimlari
kullanilmistir. Calismamizdan elde edilen sitotoksisite verileri ile, sitotoksik etkisi
denenen diger Heliotropium tiirleri arasindaki farkliliginin, kullanilan bitki
kisimlarinda yer alan fitokimyasal maddeler nedeni ile ortaya ¢ikmig olabilecegini

diisiinmekteyiz.
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8. SONUC VE ONERILER

Tez calismast sonucunda deneysel veriler 1s18inda elde edilen sonuglar, H.
hirsutissimum dan elde edilen farkl1 ekstrelerin antioksidan aktivitelerinin, fenolik
iceriklerinin, metal selatlama aktivitelerinin, H,O, siipiirme kapasitelerinin,
fitokimyasal igeriklerinin ve sitotoksik aktivitelerinin ekstre tipine gore farkliliklar
gosterdiklerini ortaya koymustur. Antioksidan aktiviteyi belirleyebilmek amaci ile
kullanilan analiz yontemleri antioksidan aktivite hakkinda 6zgiin, fakat sinirli bilgi
vermektedirler. Bu nedenle antioksidan aktivite tayinlerinde uygun referans
maddesinin se¢imi, oksitlenebilen maddenin ve oksidasyon kosullarinin segimi,
Olglilen parametrenin ne oldugu, analizin hizi, duyarligi, uygulanabilirligi ve
gereken aygitlarin temin edilebilirligi de dikkate alinmasi gereken parametrelerdir.
Bu calismada H. hirsutissimum ’dan elde edilen ekstrelerin  antioksidan
aktivitesinde kullanilan DPPH yonteminin yani sira, farkli tayin yontemleri ile
Ol¢iilen antioksidan aktivitenin desteklenmesi gerekmektedir. Bu c¢alismada
bitkinin toprak istii kisimlarindan elde edilen ham ekstreler kullanildigi igin,
ekstrelerin igeriginde bulunan etken madde ve bilesiklerin ayrintili analizleri
yapilarak, bu bilesiklerin etki mekanizmalarinin belirlenebilmesi icin farkli testler
ve sistemler kullanilarak daha ayrintili calismalar yapilmasina ihtiyag¢ vardir.

Brine Shrimp Letality Assay (BSLA) her ne kadar akut toksisiteyi belirlemede
etkin bir test olsa da, uzun siireli kronik etkinin gdzlenmesini miimkiin
kilmamaktadir. Yapilan bu ¢alismadan elde edilen sonuglar H. hirsutissimum dan
elde edilen farkli ekstrelerin Artemia salina larvalar1 {izerinde sitotoksik etki
gostermedigini ortaya koymustur. Heliotropium hirsutissimum‘dan elde edilen
ekstrelerin sitotoksik aktivite sonuglarinin olumsuz ¢ikmamasi, halk arasinda
iilser, yara iyilesmesi, lokal inflamasyon, trtiker, sagkiran, romatizma, ateslenme,
sedef hastalig1 ve ar1 sokmasi gibi rahatsizliklarda bu hastaliklarinin tedavisi basta
olmak iizere ve genellikle infiizyon seklinde ¢ok ¢esitli amaglarla kullanildigr igin,
onemli bir olgudur. Ancak H. hirsutissimum disindaki diger Heliotropium
tiirlerinin sitotoksik veya antineoplastik etki gosterdikleri de bilinmektedir. Bu
nedenle, bitkiden elde edilen etkili ekstrelerin kromatografik yontemlerle kantitatif
fitokimyasal analizi ile igerik saflagtirmasi yapilarak farkli test sistemlerinde,
farkli canlilar kullanilarak in vivo arastirmalarin yapilarak, bu konuda elde
ettigimiz verilerin desteklenmesi gerekmektedir.
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