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Abstract

Turgenia latifolia (L.) Hoffm. (Apiaceae) is an annual, herbaceous weed that naturally growing in Tirkiye. It
is known as “karaheci, pitrak, broad-leaved pitrak, pitrak thistle, water pitrak” in local population. Knowing that there
are few studies on this plant and its usage in folk medicine is quite limited.

In the present study crude extracts were prepared from the fruits, roots and the aerial parts of the plant collected
from its natural habitat. The volatile components was obtained by microdistillation method and its full composition was
determined by gas chromatography (GC-FID) and gas chromatography mass spectrometry (GC/MS) simultaneously.
Overall 57, 52 and 42 different components were characterized, representing 96.3%, 99.7% and 99.3% of the oils of
aerial parts, fruits and roots respectively. Methanol extracts prepared from fruit, roots and aerial parts showed DPPHe
scavenging activity in the range of 22.54%-41.3% at the doses studied and had shown at 0.016 mg/ml concentration
7.34%, 21% and 67% respectively ABTS™" scavenging effects. It was determined that at a dose of 20 pg/mL, the fruit
inhibited 5-lipoxygenase enzyme by 2.8% and the root by 3.4%. According to antimicrobial test results, it was shown
that the root extract inhibited Staphylococcus aureus and Salmonella typhimurium at a dose of 500 ug/mL, and the
extract of aerial parts extract inhibited C. tropicalis, C. albicans and S. typhimurium at a dose range of 250-500 pg/mL.
The mode of action of the aerial parts extract on candida species was demostrated by transmission electron microscopy
analysis.
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*

Turgenia latifolia (L.) Hoffm.’nin (Apiaceae) fitokimyasal analizi ve biyolojik etkileri

Ozet

Turgenia latifolia (L.) Hoffm. (Apiaceae) tek yillik, otsu formda yabanci bir bitki olup Tiirkiye’de dogal olarak
yayilis gostermektedir. Halk arasinda “karaheci, pitrak, genis yaprakli pitrak, pitrak dikeni, su pitragr” isimleriyle
bilinir. Bu ¢alismada, halk arasinda oldukg¢a smirli kullanimi olan ve hakkinda neredeyse hi¢ arastirma olmayan bu
bitki, dogal olarak yetistigi bolgeden toplanarak toprak iistii, meyve ve kok kisimlarindan total ekstreler hazirlanmistir.
Bitkinin ugucu bilesenleri mikrodistilasyon yontemi ile elde edilerek, kompozisyonu gaz kromatografisi (GK-AID) ve
gaz kromatografisi kiitle spektrometresi (GK/KS) kullanilarak belirlenmistir. Toprak iistii, meyve ve kok yaglarinin
sirastyla %96,3, %99,7 ve %99,3’iinii temsil eden 57, 52 ve 42 farkli bilesen tespit edilmistir. Meyve kok ve toprak {istii
kisimlarindan hazirlanan metanollii ekstrelerinin ¢alisilan dozlarda %22,54-%41,3 araliinda DPPH" siipiiriicli aktivite
gosterdikleri, 0.016 mg/ml konsantrasyonda ise sirasiyla %7,34, %21 ve %67 ABTS" siipiiriicii etkisinin oldugu
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gosterilmigstir. 20 pg/mL dozda meyvenin %2,8, kokiin %3,4 oraninda 5-lipooksijenaz enzim inhibisyonu yaptig1
belirlenmistir.

Yapilan antikandidal ve antibakteriyal aktivite testlerinde kok ekstresinin Staphylococcus aureus ve
Salmonella typhimurium®u 500 pg/mL dozda, toprak iistii ekstresinin C. tropicalis C. albicans ve S. typhimurium'u 250-
500 pg/mL doz araliginda inhibe ettigi gosterilmistir ve toprak iistii ekstresinin kandida tiirleri tizerindeki etkisinin
mekanizmasi gegirimli elektron mikroskobu ile ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Turgenia latifolia, antimikrobiyal, antioksidan, fitokimyasal profil, gaz kromatografisi, TEM
1. Giris

Apiaceae (Umbelliferae) familyasi tiim diinyada genis yayilis gosteren yaklagik 434 cins ve 3780 tiire sahip
oldukga biiyiik bitki ¢esitliligi ile tibbi ve ekonomik acidan 6nemli bir familyadir [1-6]. Diinyanin cesitli bolgelerinde ve
farkli iklimlerde, ozellikle kuzeyde iliman ve rakimin yiiksek oldugu bdlgelerde yayilis gosterir [5]. Tiirkiye’de
Apiaceae familyasinin 130’u endemik olmak iizere 450 tiirli kapsayan 109 cinsi bulunmaktadir. Tiir sayis1 bakimimdan
diinyada ikinci sirada yer alan bu familya iilkemizde, 101 cins ve 485 tiir ile temsil edilmektedir. Bu tiirlerden 188’1
endemiktir [4, 7, 8]. Apiaceac familyasindaki bitkiler, tasidiklart ugucu yag, regine, zamk ve miisilajdan dolayi,
kendilerine 6zgili bir koku ve tada sahiptirler. Bu bilesikler bitkinin 6zellikle meyve, yaprak sapi, govde, yaprak ve
koklerinde bulunan salgi kanallarinda yer almaktadir. Familyaya ait bitkilerin biinyesinde barindirdigi fenolik
bilesenler, terpenler, karotenoidler, vitaminler ve alkaloitler kayda deger biyolojik aktiviteler gostermektedir [9].
Familya, diinyada ekonomik &nemi bulunan birgok sebze ve baharati biinyesinde barindirmaktadir. Etnobotanik
calismalar diinyada gesitli kisimlarinin ¢ok farkli amaglarla kullandigin1 gdstermektedir. Yiyecek ve icecek kaynagi
olarak kullanimlarinin yani sira, tat ve aroma verici, hayvan yemi, siis bitkisi ayrica tibbi ve kozmetik amagclar ile
kullanilirlar. Familyaya ait bitkiler antiviral, antimikrobiyal, antioksidan, antienflamatuar, anti-anksiyete, anti-
mutajenik, antidiyabetik, antikanser, gastroprotektif, hepatoprotektif ve hafiza koruyucu etkiler gostermektedir [4]. Bu
farmakolojik aktiviteler biiyilik 6l¢iide polisakkaritler, alkaloidler, terpenler, fenilpropanoidler, kumarinler, flavonoidler
ve polien alkinler gibi molekdiller ile iligkilidir [8].

Turgenia latifolia (L.) Hoffmann (Apiaceae) tek yillik otsu bir bitkidir. Hakkinda yapilan galigmalarin
oldukga sinirli oldugu bu tiir, tilkemizde istilac1 bir tiir olarak kabul edilmekte ve ekonomik degeri bulunmamaktadir
[11]. Turgenia latifolia halk arasinda “Karaheci, Pitrak, Pitrak dikeni, Su pitragi” gibi isimlerle bilinmektedir. Petalleri
beyaz, pembemsi veya morumsudur. Meyve dikenlidir. Meyve dikenleri yiikselici veya yiizeye diktir. Govde dik,
dallanmus, kisa sert tiiylii, 8-60 cm boyunda, yapraklar; pinnat, oblong veya lanseolat ve diglidir [10,11]. Nisan, mayis
ve haziran aylarinda ¢igek acar. Gegirgen ve nemli topragi, giinesli ya da yar1 golgeli bolgeleri tercih eder. Yol kenari,
tarla ve cayirlarda, ekilmemis ve kiiltiire alinmis yerlerde, deniz seviyesinden 3000 m’ye kadar olan yiiksekliklerde
yetigir. Killi kalkerli ve verimli topraklari tercih etmekte ve boyle topraklarin indikatdrii olma 6zelligini tagimaktadir.
Ulkemizde neredeyse tiim Anadolu’da yayils gostermektedir [12].

Literatiirde T. latifolia’nin halk arasindaki kullanimi ile ilgili yalmizca 2 kayda rastlanmistir. Anadolu’da
yaprak infiizyonu romatizma icin kullamlmis olup, iran’da halk arasinda Darehjouyi ismiyle, toprak iistii kisimlarimin
inflizyon seklinde idrar yolu hastaliklarina karst kullanildigi kayithdir [13].

Bu calismada T. latifolia, Eskisehir ilinde dogal olarak yetistigi bolgeden toplanarak uygun sekilde
kurutulmus, toprak {iistii, meyve ve kok kisimlari ayrilarak metanolik total ekstreleri hazirlanmistir. Ugucu yagi
mikrodistilasyon yontemi ile elde edilerek ugucu bilesenleri ve rélatif miktarlar1 gaz kromatografisi-alev iyonlasma
dedektorii sistemi (GK-AID) ve gaz kromatografisi kiitle spektrometresi (GK/KS) sistemleri es zamanli olarak
kullanilarak belirlenmistir. Bitkinin kok, toprak tstii kisimlart ve meyvelerinden elde edilen ekstrenin total fenolik
madde miktarlari, antioksidan aktiviteleri (DPPHe ve ABTSe<+), lipooksijenaz (LOX) inhibitor aktiviteleri ¢alisilmistir.
Antimikrobiyal aktivite testleri yapilarak antikandidal etkinin mekanizmasi taramali Elektron Mikroskobu (TEM)
analizi ile aydmlatilmustir.

2. Materyal ve yontem
2.1.Bitkisel materyal

Tarim ve Orman Bakanligi’ndan alinan arastirma izni ile Eskisehir; Alpu-Mihali¢cik yolu (Temmuz 2021)
iizerinden toplanan bitkisel materyal, teshis edilmis bir herbaryum 6rnegi (Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,

ESSE No: 15814) ayrilmas suretiyle, uygun kosullarda kurutulmus ve meyve, kok ve toprak iistii kisimlar1 ayrilarak 3
kisim halinde kullanilmistir (Sekil 1).
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Meyve Kok Toprak iistii

Sekil 1. Bitkinin kurutulmus kisimlari

2.2. Ugucu yag ve ekstrelerin elde edilmesi

2.2.1.Ugucu bilegenlerin mikrodistilasyon yontemi ile elde edilmesi

Clevenger apareyi ile ugucu yag eldesi, toprak iistii ve toprak alt1 kisimlarindaki ugucu yag miktarlarinin ¢ok az
olmasi nedeniyle yapilamamig, bunun yerine ugucu bilesenlerin eldesi mikrodistilasyon cihaz1 (Eppendorf
MicroDistiller®) ile gerceklestirilmistir. Bu amagla kurutulmus toprak iistii, meyve ve kok kisimlart kaba toz haline
getirilerek 1’er gram tartilmistir. 10 ml su eklenerek numune sisesine aktarilmigtir. Toplama sisesine, NaCl (2.5 g),
distile su (0.5 ml) ve n-Hekzan (300 pL) ilave edilmistir. Numune siseleri, dakikada 20°C artigla ortam sicakligindan
108°C’ye getirilmis ve bu sicaklikta 90 dakika tutulmus sonrasinda dakikada 20°C artigla 112°C’ye getirilerek bu
sicaklikta 30 dakika tutulmustur. Son olarak numuneler ayni kosullar altinda 6 dakika daha bekletilmistir. Toplama
siseleri, distilasyon siiresince -1°C’de tutulmustur. Distilasyon tamamlandiktan sonra, toplama sisesindeki organik faz
analiz i¢in kullanilmistir [14].

2.2.2.Ekstraksiyon

Bitkinin toprak iistii, meyve ve kok kisimlarindan metanol (Sigma-Aldrich) ekstreleri hazirlanmistir (verim;
%2, %3, %4 sirastyla). Rotary evaporator ile ekstre kuruluga kadar ugurulmus ve biyolojik aktivite ¢aligmalarinda
kullanilmak tizere +4°C’de muhafaza edilmistir.

2.3. Gaz Kromatografisi (GK) ve Gaz Kromatografisi/Kzitle Spektrometrisi (GK/KS) Analizi

Agilent 5975 GC-MSD sistemine bagli, HP-Innowax Silika kapiler (60 m x 0.25 mm @, 0.25 mm film
kalinligr) kolon kullanilmistir. Enjektor sicakligi 250°C’dir. Uygulanan sicaklik programi, 60°C de 10 dak // 4°C/dak
artigla 220°C ye // 220°C de 10 dak // 1°C/dak artigla 240°C’dir. Tastyici gaz olarak Helyum (0.8 ml/dak) kullanilmus,
kiitle aralig1, m/z 35-450’dir. Split orani 40:1, Elektron enerjisi, 70 eV dir. Bilesiklerin belirlenmesinde, BASER Ugucu
Yag Bilesenleri Kiituphanesi, Wiley ve Adams-LIBR (TP) Kitiiphane tarama yazilimlari kullamilmigtir GK analiz
kosullart; es zamanli olarak GK/MS sistemindeki madde ¢ikis zamanlari ile ayni olacak sekilde ayarlanmistir (FID
300°C) [15-17].

2.4. Antioksidan Aktivite

Bitkisel materyalden elde edilen ekstrelerin antioksidan etkileri toplam fenol miktar tayini, DPPH radikali
stipiiriicii aktivite ve ABTS radikali katyon siipiirme aktivitesi yontemleri ile ortaya konulmustur.

2.4.1. Toplam fenolik madde miktar tayini

Ekstrelerdeki toplam fenol miktar1 gallik asite esdeger olarak Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
hesaplanmistir. 1.2 ml distile suya 20 pl ekstre ilave edilmistir.1-8 dakika ultrasonik banyoda tizeri kapatilarak
bekletilmistir.100 ul Folin-Ciocalteu ve 300 ul Na2CO3 (%20) eklenmis distile su ile 2 ml hacime tamamlanmistir.
Plate 2 saat 25 °C’de karanlikta inkiibe edildikten sonra absorbans 760 nm’de 6l¢iilmiis ve gallik asit kalibrasyon egrisi
ile karsilastirilarak toplam fenolik madde miktar1 gallik asite es deger olarak hesaplanmustir [18].

2.4.2. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) Radikal Stipiiriicii Aktivite
DPPH« stipiiriicii aktivitesinde, ekstrelerin belirlenen konsantrasyonlart hazirlanmistir. 100 pL 80 pg/mL
konsantrasyonda DPPH« ¢o6zeltisi ilave edilip oda sicakliginda ve karanlikta 60 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
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stiresi sonunda 517 nm’de UV Spektrofotometresinde absorbans degerleri olciilmiistiir. Askorbik asit (Vit C) ve gallik
asit pozitif kontrol olarak kullanilmistir. DPPHe stipiirme kapasitesi formiiliinden yararlanilarak hesaplanmg ve (%)
cinsinden verilmistir. DPPHe siipiirme aktivitesini yariya diigiiren numune miktar1 (ECsg) pg/mL cinsinden
belirlenmistir [19, 20].

% inhibisyon = [(Akontrol — Aekstre) / Akontrol] x100

Axontrot; Kontrol absorbansi, Aeksie; farkli derigsimlerdeki T. latifolia meyve, kok, toprak tistii kisimlarinin ekstreleri ile
pozitif kontrollerin absorbansi

2.4.3.4BTS [2,2 -azino-bis (3-ethilbenzotiazoline-6-siilfonik asit)] Radikali Katyon Siipiirme Aktivitesi (TEAC)

Bu yontem, antioksidan etkili Trolox (Vitamin E’nin suda ¢oziinen analogu) ile érneklerin stabil ABTSe*
stipiiriicii aktivitelerini kargilagtirma esasina dayanmaktadir. Konsantre haldeki ABTS ¢ozeltisi, 734 nm’deki absorbans
degeri 0.7-0.8 olacak sekilde etanol ile seyreltilmistir. 10 pL ekstre (0.6, 0.3 ve 0,1 mg/mL konsantrasyonlarda), 990 uL
ABTS cozeltisine ilave edilmisgtir. Daha sonra oda sicakliinda ve karanlik ortamda 30 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 300 pL almarak diiz taban mikrotitrasyon petrisine aktarilmistir ve 734 nm’de
UV Spektrofotometresinde absorbans degerleri 6l¢iilmistiir. Trolox’un 0,125-3 mM araliginda ¢ozeltilerine kalibrasyon

egrisi olugturulmus ve ekstrelerin ABTSe" siipiiriicii etkileri Trolox’a es deger olarak hesaplanmustir [20, 21].
% Inhibisyon = [(Akontrol -Aekstre) / Akontrol] x100

Aontrol: Kontrol absorbanst Aewste: Farkli derigsimlerdeki T. latifolia meyve, kok, toprak iistii kisimlarinin ekstreleri ile
pozitif kontrollerin absorbansi

2.5. 5- Lipooksijenaz enzim inhibisyonu

Lipoksijenaz enzim aktivitesi inhibisyon diizeylerinin belirlenmesi 96 kuyucuklu kuartz plakada
spektrofotometrik olarak gerceklestirilmistir. 1,94 mL potasyum fosfat tamponu (100 mM; pH: 8.80), 40 uL degisik
konsantrasyonlardaki ekstreler ve 20 pL lipoksijenaz enzimi karistirilarak 25 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Bu
karigimin 300 pL’si her kuyucuga eklenmigtir. Ardindan 7.5 pL substrat (linoleik asit) ilave edilerek 30 sn
calkalanmistir. 10 dakikadaki absorbans degisimi 243 nm’de 6lgiilmiistiir. Denemeler 4 tekrarli ve 2 paralel olarak
gerceklestirilmigtir [22].

Nordihidroguairatik asit (NDGA) pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
% inhibisyon = (E — S) / E x 100
E: ekstrenin eklenmedigi enzim absorbansi S: ekstrenin eklendigi enzim absorbansi

2.6. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

2.6.1.Antikandidal aktivite

Testlerde C. albicansn iki susu (ATCC-10231, ATCC 90028), C. utilis (NRRL Y-900), Candida tropicalis
(ATCC 750) ve C. parapsilosis (NRRL Y- 12696) kullanilmistir.
Toprak iistii, meyve ve kdk kisimlarindan hazirlanan ekstreler steril DMSO’da ¢oziilerek calismada kullanilmistir. Bir
giin 6nceden Patates Dekstroz Agar (PDA) plaklarinda canlandirilan Candida kiiltiirlerinden saf koloni segilerek steril
salin soliisyonu (%0,85) iginde konsantrasyonu McFarland No:0.5 bulaniklik standardina gére 10° KOB/mL olacak
sekilde bulaniklik dlger (BIOSAN) kullanilarak ayarlanmistir. Ekstreler 96 kuyucuklu mikrotitrasyon petrisinde RPMI
besiyerinde diliie edilerek, kuyucuklardaki son hiicre konsantrasyonu 2.5 x 10° KOB/mL olacak sekilde inkiibasyona
birakilmigtir. 37°C de 24 saat inkiibasyon sonunda minimum inhibitor konsantrasyonlari (MIK) belirlenmistir.
Ketokonazol standart antifungal ajan olarak kullanilmistir [23].

2.6.2.Antibakteriyal aktivite

Escherichia coli NRRL B-3008, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Serratia marcescens NRRL B-2544, Staphylococcus epidermidis ATCC 1222 kullanilmigtir. Toprak istii, meyve ve
kok kisimlarindan hazirlanan ekstreler steril DMSO’da ¢oziilerek testlerde kullanilmistir. Mueller Hinton Agar (MHA)
plaklarinda aktiflenen bakteri kiiltiirleri McFarland No:0.5 bulaniklik standardina gére 10%8 KOB/mL olacak sekilde
bulaniklik o6lger (BIOSAN) kullanilarak ayarlanmistir. Ekstreler 96 kuyucuklu mikrotitrasyon petrisinde MHB
besiyerinde diliie edilerek, kuyucuklardaki hiicre konsantrasyonu 1.5x10° KOB/mL olacak sekilde inkiibasyona
birakilmistir. 37°C de 24 saat inkiibasyon sonunda minimum inhibitor konsantrasyonlari (MIK) belirlenmistir.
Kloramfenikol standart antibakteriyel ajan olarak kullanilmistir [24].
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2.7. Antikandidal etki mekanizmasinin belirlenmesi

Toprak {istii ekstresinin kandida hiicreleri tizerindeki etki mekanizmasi, transmisyon elektron mikroskobu ile
goriintiilenmistir. C. albicans ATCC® 90028 ve C. tropicalis NRRL Y-12968’¢ ait deney plakalarinda MiK kuyucugu
ile ¥ ve ¥ MIK dozlarindaki kuyucuk igerigi eppendrof tiiplerine pipetlenerek aseptik kosullar altinda 5 dakika 1200
rpm'de santrifiijleme ile besiyerinden hiicrelerin ayrilmasi saglanmistir. Pelet 0.1 M fosfat tamponunda (pH 7.4) %2,5
glutaraldehit ile fikse edilmistir. Fiksasyon sonrasi hiicreler sodyum fosfatla yikanarak 2 saat 4°C'de %2 OsO4 (EMS,
Hatfield, ABD) ile yeniden fikse edilmis ve sirasiyla %70, 90, 96 ve 99 etanolde dehidre edilmistir. Daha sonra EPON
812 epoksi i¢ine gomiilen hiicrelerden maksimum 100 nm kalinliga kadar ince kesitleri alinmistir. Kesitler kursun sitrat
ve uranil asetat (EMS, Hatfield, ABD) boyalar1 ile boyanmistir. Candida hiicrelerinin yap1 ve morfolojisinin analizi i¢in
Hitachi HT7800 marka transmisyon (gegirimli) elektron mikroskobu (ESOGU, Arum, Eskisehir) sistemi kullanilmgtir
[25, 26].

3. Bulgular
3.1.U¢ucu Bilegenler

Turgenia latifolia’nin mikrodistilasyon yontemi ile elde edilen ugucu bilesenlerinin kompozisyonu Tablo 1°de
sunulmustur. Meyvelerden elde edilen ugucu yagin ana bilesenleri), epi-a-Bisabolol (%20,4), 1-oktil asetat
(%14,9), germakren D-4a-ol (%6,7), o—pinen (%6.3), T-kadinol (%5,7), &-kadinen (%4,2), a-kadinol (%3,7)
germakren D-4-ol (%3,4) olarak belirlenmistir. Kokten elde edilen ugucu yagin ana bilesenleri, heksadekanoik asit
(%11), oktanal (%10,4), nonanal (%7,5), a—pinen (%4,1), heptanal (%4,1), amilfuran (%3,6), terpinen-4-ol (%3,4), S
Pinen (%3,2); toprak {istii kismindan elde edilen ugucu yagin ana bilesenleri ise o—pinen (%61), spatulenol (%6,6),
trans-pinokarveol(%4,9) ve kamfen (%3,8) olarak saptanmustir.

Tablo 1. T. latifolia 'nin ugucu bilesenleri (%)

RRI Bilesikler Meyve | Kok | Toprak | TM
tstii
1032 o—Pinen 6.3 4.1 61.0 tr, MS
1076 Kamfen 1.3 0.5 3.8 tr, MS
1093 Hekzanal 0.6 15 - tr, MS
1118 | B-Pinen 0.2 3.2 1.9 tr, MS
1132 Sabinen tr 0.7 0.1 tr, MS
1138 Tuya-2,4 (10)-dien - - 0.6 MS
1174 Mirsen 0.6 - 1.3 tr, MS
176 a-Fellandren 0.3 - - tr, MS
1194 Heptanal 0.2 4.1 - MS
1203 Limonen 0.5 0.7 1.8 tr, MS
1213 | B- Fellandren 2.1 - tr tr, MS
1225 (2)-3- Hekzanal - - tr tr, MS
1244 Amilfuran 0.2 3.6 tr MS
1255 | y-Terpinen 0.1 1.6 tr tr, MS
1266 (E)-B-Osimen 0.1 - tr tr, MS
1280 p-Simen 0.2 1.5 0.5 tr, MS
1290 Terpinolen tr - tr tr, MS
1296 Oktanal 0.3 10.4 tr tr, MS
1300 Tridekan tr - - tr, MS
1345 3-Oktil asetat tr - - tr, MS
1385 Heptil asetat 0.1 - - MS
1386 Oktenil asetat 0.2 - - MS
1398 2-Nonanon - 1.0 - MS
1399 Nonanal 0.2 7.5 tr MS
1400 Tetradekan 0.1 - 0.2 tr, MS
1429 Perillen - - 0.1 MS
1439 | y-Kamfolen aldehit - - 0.1 MS
1441 (E)-2-Oktenal - 0.6 - MS
1466 o-Kubeben 0.3 - 0.2 MS
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1482 Longipinen 0.6 - - MS
1483 1-Oktil asetat 14.9 - - tr, MS
1495 Bisikloelemen 0.7 - 0.1 MS
1497 o-Kopaen - - 0.2 MS
1499 Kamfolenal (=a-Kamfolen aldehit) - - 1.2 MS
1500 Pentadekan - - 0.3 tr, MS
1516 (2)-4-Oktenil asetat 2.1 - - MS
1532 Kafur 2.1 - - tr, MS
1535 | B-Burbonen - - 0.2 tr, MS
1536 Pinokamfon - - 0.3 MS
1541 Benzaldehit - 2.7 tr MS
1544 Dihidroakillen - - 0.2 MS
1548 (E)-2-Nonenal 2.0 4.9 - MS
1550 | B-Kubeben 0.9 - 0.3 MS
1553 Linalol - 0.6 - tr, MS
1565 Linalil asetat - tr - tr, MS
1571 Trans-p-Ment-2-en-1-ol - tr - MS
1585 Pinokarvon - - 0.5 MS
1590 Bornil asetat - 1.2 0.2 tr, MS
1600 B-Elemen 1.2 - - MS
1600 Hekzadekan - 1.7 0.2 tr, MS
1611 Terpinen-4-ol - 3.4 0.2 tr, MS
1628 Aromadendren - - 0.2 MS
1648 Mirtenal - - 0.8 MS
1651 | y-Elemen 14 - - MS
1655 (E)-2-Dekenal - 2.5 - MS
1664 trans-Pinokarveol - - 4.9 tr, MS
1683 trans-Verbenol - - 1.7 MS
1687 o-Humulen 1.1 - - tr, MS
1704 | y-Murolen 0.7 - 0.4 MS
1706 a-Terpineol - 1.4 - tr, MS
1725 Verbenon - - 0.9 tr, MS
1726 Germakren D 2.1 - - MS
1737 B-Bisabolen 0.8 - - tr, MS
1740 a-Murolen 14 - - MS
1747 p-Menta-1,5-dien-8-ol - - 0.3 MS
1751 Bisiklogermakren 2.8 - 0.1 MS
1757 Karvon - 0.5 0.3 tr, MS
1772 | 5-Kadinen 4.2 - 0.3 tr, MS
1776 | y-Kadinen 1.8 - 0.1 MS
1786 (E)-a-Bisabolen 0.4 - - MS
1800 Oktadekan 0.4 1.9 0.3 tr, MS
1802 Mirtenol - - 0.1 MS
1811 o-Kadinen 0.3 - - MS
1827 (E,E)-2,4-Dekadienal - 0.3 - MS
1845 trans-Karveol - - 0.1 tr, MS
1853 Germakren B 0.8 - - MS
1878 2,5-Dimetoksi-p-simen - 0.4 - Ms
1882 1-Izobiitil 4-izopropil-2,2-dimetil suksinat - 0.4 0.1 MS
1900 Nonadekan - 0.4 - tr, MS
1904 Epi-kubebol - - 0.2 MS
1941 | a-Kalakoren | - - 0.2 MS
1957 (E)-B-lyonon - - 0.5 MS
2000 Eikosan - 2.0 0.3 tr, MS
2008 Karyofilen oksit - - 1.0 tr, MS
2037 Salvial-4(14)-en-1-on - - 0.3 MS
2053 y-Nonalakton - 0.6 - tr, MS
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2068 (E)-Sinamaldehit - 1.7 - MS
2069 Germakren D-43-ol 6.7 - - MS
2071 Humulen epoksit-I1 - - 0.4 MS
2080 1, 10-diepi- Kubenol 0.7 - - MS
2084 Oktanoik asid - 1.8 - MS
2144 Spatulenol 1.4 0.7 6.6 tr, MS
2174 Nonanoik asit - 2.0 - MS
2191 T-Kadinol 5.7 - - Ms
2200 Dokosan - 2.5 - tr, MS
2205 Germakren D-4a-0l 3.4 - - MS
2209 T-Murolol 1.1 - - MS
2250 1-Metiletil hekzadekanoat - 1.4 - tr, MS
(=1zopropil palmitat)
2255 epi-o-Bisabolol 20.4 - - tr, MS
2256 a-Kadinol 3.7 - - tr, MS
2400 Tetrakosan - 2.2 - tr, MS
2500 Pentakosan - 1.9 - MS
2700 Heptakosan - - 0.7 MS
2800 Oktakosan - 1.8 - MS
2931 Heksadekanoik asit - 11.0 - MS
(= Palmitik asit)
Monoterpen hidrokarbon | 11.7 12.3 71.2
Oksijenli monoterpen 2.1 5.9 115
Seskiterpen hidrokarbon | 21.5 - 2.3
Oksijenli seskiterpen |  43.1 0.7 8.5
Diger | 213 74.0 2.8
Tanimlanan bilesik 52 42 57
Toplam % | 99.7 929 | 96.3

TM:Tanmimlama metodu, tr: <%0.1, MS: Kiitle spektrumu, tr: Alikonma zamani, Tespit edilmedi, RRI: Relatif tutunma
zamani indisi n-alkan serisine gore hesaplanmistir; %: FID verilerine gore hesaplanmistir; e: Eser (<%0,1)

3.2. Antioksidan aktivite sonuclari

3.2.1.Toplam fenolik madde miktart

Meyve, kok, toprak iistii ekstrelerinin gallik asit es degerligine gore total fenolik madde miktarlart Tablo 2’de
gosterilmistir. 0,1 mg/mL konsantrasyonda hazirlanmis ekstrelerde, meyvenin %13,5, kokiin %7 ve toprak ustii
kisminin %14 oraninda fenolik madde igerdigi gosterilmistir.

3.2.2. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) Radikal Siipiiriicii Aktivite

Meyve, kok, toprak tistii ekstrelerinin gallik asit ve askorbik asit standartlar1 kullanilarak % giderimleri Tablo
3’te gosterilmistir. Standart gallik asit ve askorbik aside gore oldukca yetersiz etkiler ortaya koymakla birlikte,
meyveden hazirlanan metanol ekstresinin 0,4 mg/ml konsantrasyonda %39,07, kokiin metanol ekstresinden 0,5 mg/ml
konsantrasyonda %22,54 ve toprak istii kismmin 0,2 mg/ml konsantrasyonda %41,3 DPPH radikali siipiiriicii etki
gosterdikleri saptanmustir.

Tablo 2. T. latifolia ekstrelerinin DPPH radikali siipiiriicii etkileri

Numune mg/mL | % DPPHe + std
Meyve 0,4 39,07 0,82
Kok 0,5 22,54 1,96
Toprak istii 0,2 41,3 3,37
Gallik asit 0,002 67,12 1,30
Askorbik asit 0,008 66,46 1,78
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3.2.3. ABTS [2,2 -azino-bis (3-ethilbenzotiazoline-6-siilfonik asit)] Radikali Katyon Siiptirme Aktivitesi (TEAC)

Meyve, kok, toprak iistii kisimlarindan hazirlanan ekstrelerinin troloks esdegerligine gore % renk giderimleri
Tablo 3’te gosterilmistir. Meyveden hazirlanan metanol ekstresinin 0,016 mg/ml konsantrasyonda %7,34, kokiin
metanol ekstresinden 0,16 mg/ml konsantrasyonda %21 ve toprak iistii kisminin 0,016 mg/ml konsantrasyonda %67

ABTSe™ siipiiriicii etki gosterdikleri saptanmustir.

Tablo 3. T. latifolia ekstrelerinin troloks esdegerligine gére ABTS radikali siipiiriicii etkileri

Numune % ABTS inhb. +std mM
Meyve 67 0,03 1,73
Kok 21 0,06 0,54
Toprak iistii 7,34 0,03 0,19
Gallik asit 58,1 0,01 15

3.3.5- Lipooksijenaz enzim inhibisyonu

Meyve, kok, toprak {iistli ekstrelerinin nordihidroguaiaretik (NDGA) asit esdegerligine gére % inhibisyon
degerleri Tablo 5°te gosterilmistir. In vitro 5-lipoksijenaz inhibisyon testi sonuglarina gére ¢alisilan konsantrasyonlarda
meyvenin (%2,8+ 4,27) ve kokin (%3,4+£0,69) inhibisyon yaptigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore,
numunelerin hi¢birinin standart olarak kullanilan NDGA kadar etkili olmadig1 goriilmektedir.

Tablo 4. T. latifolia ekstrelerinin NDGA esdegerligine gore lipooksijenaz inhibe edici etkileri

Numune % inhibisyon + std
Meyve 20 pg/mL) 2,8 4,27
Kok (20 pg/mL) 3,4 0,69
Toprak tistii - -
(20 pg/mL)

NDGA (10 pg/mL) 80,3 2,33
NDGA ECs 4,81 1,87

-: Etki yok

3.3. Antimikrobiyal aktivite testleri

3.3.1. Antikandidal aktivite bulgular

Antikandidal aktivite sonuglar1 Tablo 5. de gosterilmistir. C. tropicalis ATCC 750, toprak istii ekstresi
tarafindan 250 pg/mL dozda, C. albicans ATCC 90028 ise 500 pg/mL dozda inhibe olmustur. Bu dozlarm alt ve {ist
kuyucuklarindan alinan érnekler TEM analizi igin toplanmustir. Bitkinin 3 farkli kismina ait ekstreler kiyaslandiginda
toprak tistii ekstresinin aktivitesinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Tablo 5. Antikandidal etki sonuglari

(MIK, pg/mL) ME KE TUE Ketokonazol
Candida albicans ATCC 10231 >1000 >1000 >1000 0,125
C utilis NRRL Y-900 250 500 250 0,06
C. albicans ATCC 90028 500 500 500 0,06
C. tropicalis ATCC 750 500 >1000 250 0,125
C. parapsilosis ATCC 22019 >1000 >1000 >1000 0,03

ME: Meyve ekstresi; KE: Kok ekstresi; TUE: Toprak iistii (Yaprak, cicek ve dal) ekstresi

3.3.2. Antibakteriyel aktivite bulgular

Yapilan antibakteriyel aktivite sonuglari Tablo 3. de gosterilmistir. Staphylococcus aureus ATCC 6538 ve
Salmonella typhimurium ATCC 13311 kok ekstresi tarafindan 500 pg/mL dozda inhibe edilmistir. Salmonella
typhimurium ATCC 13311 toprak iistii ekstresi tarafindan 500 pg/mL dozda inhibe edilmistir. Bitkinin 3 farkli kisminin
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ekstreleri incelendiginde bakteri suslarina karsi kok ve toprak iistii ekstresinin aktivitesinin daha yiiksek oldugu

goriilmektedir.

Tablo 6. Antibakteriyel etki sonuglari

(MIK, pg/mL) ME KE TUE Kloramfenikol
Escherichia coli NRRL B-3008 >4000 >4000 >4000 4
Staphylococcus aureus ATCC 6538 1000 500 1000 2
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 >4000 >4000 1000 16
Salmonella typhimurium ATCC 13311 2000 500 500 8
Serratia marcescens NRRL B-2544 >4000 1000 1000 8
Klebsiella pneumoniae NCTC 9633 >4000 >4000 >4000 16

ME: Meyve MeOH ekstresi; KE: Kok MeOH ekstresi; TUE: Toprak iistii (Yaprak, cicek ve dal) MeOH ekstresi

3.4.TEM analizi

C. albicans ve C. tropicalis’e kars1 inhibisyon etkileri belirlenen toprak iistii ekstresinin MiK, % ve % MIK
kuyucuklari ile kontrol kuyucuklarindan alinan drneklerin takibi ve analizi ile gergeklestirilmistir. Yapilan analizlerde
toprak st ekstresinin (HE) C. albicans kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda deney setlerinde, hiicre duvari ve
membraninda biitiinliigiin bozuldugu, hiicre i¢eriginin disariya dogru ¢iktigi gériilmektedir. C. tropicalis analizinde ise
¢ok sayida hiicrede ve spesifik olarak hiicre ¢ekirdek membraninda hasarlarin ve nukleus yapisinda bozulmalarin

olusturdugu gorilmiistiir.
. albicans +
ks

C. albicans‘

‘
C
¢ [——

r y C. tropicalis‘ r &3

gx ‘v‘
’
L e |

Sekil 2. C. albicans ve C. tropicalis saglikli kontrol hiicreleri (solda) ile toprak iistii ekstresi (TUE) ile muamele edilmis
hiicreler (6lgek: 1 um).
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4. Sonuglar ve tartisma

Yapilan GK/KS analizinde Turgenia latifolia meyve, kok, toprak iisti kisimlarindan elde edilen ugucu
yaglarin sirastyla %99,7, %929, %96,3’linii temsil eden 52, 42, 57 bilesen karakterize edilmistir. Meyvelerden elde
edilen ugucu yagin ana bilesenleri, epi-o-bisabolol (%20,4), 1-oktil asetat (%14,9), germakren D-4a-ol (%6,7), o-
pinen (%6,3), T-kadinol (%5,7), 6 -kadinen (%4,2), a-kadinol (%3.7) germakren D-4-ol (%3,4) olarak belirlenmistir.
Kokten elde edilen ugucu yagin ana bilesenleri, heksadekanoik asit (%11), oktanal (%210,4), nonanal (%7,5), heptanal
(%4,1), o-pinen (%4,1), amilfuran (%3,6), terpinen-4-ol (%3,4), S-Pinen (%3,2); toprak istii kismindan elde edilen
ugucu yagin ana bilegenleri ise a-pinen (%61), spatulenol (%6,6), trans-pinokarveol (%4,9) ve kamfen (%3,8), olarak
saptanmistir. Bu ¢aligma kapsaminda bitkinin meyve, kdk ve toprak listii kistmlarindan mikrodistilasyon yontemi ile
elde edilen ugucu bilesenler ve % miktarlart ortaya konulmustur. Bitkinin farkli kisimlarindan ugucu yag eldesi ve
kompozisyonunun ayrintili olarak belirlenmesi agisindan yapilan ilk ¢alisma niteligini tagimaktadir. Yapilan kaynak
taramasinda Ceylan ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢aligmada Turgenia latifolia bitkisinin fitokimyasal
kompozisyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan GK/KS analizinde a-Bisabolol, T-kadinol, spatulenol, a-kadinol ana
bilesikler olarak tespit edilmistir [27].

Yapilan antioksidan aktivite ¢aligmalar1 sonuglarina gore; hazirlanmig ekstrelerde 0,1 mg/mL konsantrasyonda
total fenolik madde miktarlary; kok %7 meyve %13 ve toprak {istii ise %14 olarak belirlenmistir. DPPHe siipiiriicii
etkilerine bakildiginda meyveden hazirlanan metanol ekstresinin 0,4 mg/ml konsantrasyonda %39,07, kokten hazirlanan
metanol ekstresinden 0,5 mg/ml konsantrasyonda %22,54 ve toprak iistii kismindan hazirlanan ekstrenin 0,2 mg/ml
konsantrasyonda %41,3 aktivite gosterdikleri saptanmistir. ABTSe+ siipiiriicii etkileri ise meyvenin 0,016 mg/ml
konsantrasyonda %7,34, kokin 0,16 mg/ml konsantrasyonda %21 ve toprak istii kismmin 0,016 mg/ml
konsantrasyonda %67 olarak bulunmustur. Standartlara gére dikkat ¢ekici bir aktivite olmadig1 gézlenmistir.

Antiinflamatuvar etkisini belirlemek i¢in yaptigimiz bir diger ¢aligma olan 5-lipooksijenaz enzim inhibisyonu
sonuglarina goére 20 pg/mL konsantrasyonda meyvenin %2,8+ 4,27, 20 pug/mL konsantrasyonda kokiin %3,4+0,69
inhibisyon yaptig1 belirlenmistir. Toprak isti kisminin antiinflamatuvar etkisi tespit edilememistir. Meyve ekstresi ve
kok ekstresi sonuglari standart ile karsilastirildiginda antiinflamatuvar etkisinin diisiik oldugu goriilmektedir.

Hajimehdipoor ve ark. (2016) tarafindan T. latifolia'nin biitiin bitki kisimlar1 kullanilarak yapilan ¢aligmada
asetilkolinesteraz inhibe edici etkilerinin olmadigi goriilmiistiir (300 pg/mL konsantrasyonda %0 inhibisyon). T.
latifolia'nin DPPHe inhibisyonu ve ferrik-TPTZ kompleksinin azaltilmasi i¢in degerleri IC50 62.3 pg/mL ve FRAP
degeri 40.7 mmol FeSO4.7H20/100g olarak bulunmustur. Bu ¢alismada ise farkli olarak bitkinin meyve, kok, toprak
st kisimlarindan ayri olarak hazirlanan ekstreler total fenolik madde miktarlari, DPPH", ABTS++ ve 5-lipooksijenaz
enzim inhibisyonu a¢isindan degerlendirilmis ve bitkinin farkli kisimlarindan elde edilen ekstrelerin biyolojik aktivite
farkliliklar1 ortaya konulmustur [28].

Yaptigimiz antimikrobiyal aktivite testlerinde standart ajanlara gore zayif etkiler gozlense de toprak dstii
ekstresinin, meyve ve kok ekstrelerine oranla secilen kandida suslarina karsi daha etkili oldugu goriilmiistiir. Bitkinin
toprak tstii, meyve ve kok kisimlarinin ekstreleri incelendiginde bakteri suslarina karsi kok ve toprak tistii ekstrelerinin
aktivitesinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. TEM analizinde toprak iistii ekstresinin C. albicans kontrol hiicreleri
ile kiyaslandiginda hiicre duvar1 ve membran biitiinligiiniin bozulmasi, hiicre igeriginin disariya ¢ikmasi yoluyla etki
ettigi belirlenmistir. C. tropicalis analizinde ise ¢ok sayida hiicrede ve spesifik olarak hiicre ¢ekirdek membraninda
hasara sebep olarak nukleus yapisinda bozulmalar olusturduguna dikkat ¢ekilmistir (Sekil 2).

Bu tiir ile yapilan tek aktivite ¢alismasinda [29], T. latifolia’nin toprak iistii kisimlarimin Aspergillus
fumigatus PLM 712, ve farkli Candida albicans suslar ile, Candida glabrata ATCC 90030, Candida guilliermondi
IF00838, Candida kefyr ATCC 38296, Candida krusei ATCC 44507, Candida pseudotropicalis Y06-01, Candida
tropicalis ATCC 13803 suslarina karsi antimikrobiyal aktivite gostermedigi, toprak ustii kisimlarindan hazirlanan
ekstrenin yalmzca Aspergillus niger PLM 1140’e karsi etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica ilging olarak Candida
glabrata ATCC 90030, Candida kefyr ATCC 38296 ve Candida pseudotropicalis Y06-01 suslarinin biiylimesini
stimiile ettigini bildirmislerdir. Yaptigimiz deneylerde bahsedilen c¢alismadan farkli olarak toprak istii kismindan
hazirlanan ekstrenin C. albicans ve C. tropicalis’e kars1 etkili oldugu gosterilmistir. Secilen kandida suslarinda meyve
kok ve toprak iistii elde edilen ekstrelerin antimikrobiyal etkilerinin farkliligi, MiK degerleri ve s6z konusu etkilerin
mekanizmasi da gosterilerek literatiire kazandirilmustir.

Ulkemizde oldukga yaygin olarak yetisen ve tarla zararlisi olarak miicadele edilen bu tiiriin ugucu
bilesiklerinin yaninda fenolik madde miktar1 ilk kez bu ¢aligma ile ortaya konmustur. Bitkinin toprak istii, kok ve
meyve kisimlarindan elde edilen ekstrelerde antibakteriyal, antikandidal ve antioksidan etki ¢aligmalar1 ile bu bitkinin
ilag hammaddesi olabilme potansiyeli arastirilmigtir. Bu ¢alisma ile tarla zararlisi olarak kabul edilen bir bitkiye ait total
metanol ekstresinin patojen Candida hiicreleri iizerinde olan etkileri dikkat gekici olup, iilkemizde benzer sekilde halk
arasinda kullaniminin sinirli oldugu tiirlerin biyolojik etkileri bakimindan potansiyel tastyabilecegi ortaya konmustur.
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