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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

EKINEZYANIN YAPRAK VE CICEK EKSTRAKTLARININ ANTIKANSER VE
BAZI BIYOLOJIK OZELLIKLERININ INCELENMESI

Khawla Omran Mohamed SHARIF
Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Genetik ve Biyomiihendislik Ana Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Mehmet Cengiz BALOGLU

Ekinezya, bir¢ok iilkede sifali bir bitki olarak 6nemli degeri olan geleneksel bir
bitkidir. Cogunlukla immiinolojik o&zellikleriyle solunum yolu enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilir. Bu calisma, farkli Ekinezya cicek ve yaprak ekstraktlarinin
antimikrobiyal, anti-tiimoér ve DNA koruma etkinlikleri gibi biyolojik etkilerini
arastirmak icin yapilmistir. Ekinezya ¢icek ve yaprak ekstraktlarinin antimikrobiyal
etkinligi, 21 gram pozitif ve gram negatif bakteriye kars1 etkileri su, metanol ve etil
asetat ekstreleri kullanilarak incelenmistir. Ekstraktlarm MIK (Minimum inhibitor
konsantrasyon) ve MBC (Minimum bakterisit konsantrasyon) degerleri
belirlenmigstir. Tim bakteri suslari, Ekinezya ekstraktlarina karst duyarlilik
sergilerken, metanol ekstrakti, 62.5-125 pg/mL MIK deger arahigi ile tiim
mikroorganizmalara kars1 onemli MIK sunmustur. Ayrica, yaprak ve cigek oziitleri
icin milkemmel antimikrobiyal aktivite, Enterococcus faecalis ATCC 2521 gibi gram
pozitif bakterilere karsi tespit edilmistir. Tiim ekstraktlar icin DNA koruma deneyi
gerceklestirilmistir. Ekinezyanin ¢igek ve yaprak ekstraktlari iki konsantrasyonda (10
ve 50 mg / mL), herhangi bir DNA koruyucu etki sergilememistir. HeLLa tiimor hiicre
hattina kars1 sitotoksisite, ¢esitli ekstrakt konsantrasyonlarinda 24 ve 48 saat MTT
hiicre canlilik testi ile belirlenmistir. Ekinezyanin metanol ve etil asetat ekstraktlari,
yiiksek sitotoksik etkilerin zamana ve doza bagl oldugunu gdstermistir. Ote yandan,
metanol c¢icek ekstrakti 48 saatlik muameleden sonra ICso i¢in en diisiik
konsantrasyon olan 62.5 pg/mL ve 73.03 pg/mL ile en biiyiik antiproliferatif etkinlik
gostermistir. Ozet olarak, bu arastirma Ekinezyanin biyolojik &zellikler acisindan
bakteri ve tiimdr hiicre hatlar1 lizerindeki etkilerine dayanan iyi kalitede bilimsel
verilere sahip oldugunu gostermistir. Bu ekstraktlar, hastalik tedavisine yonelik ilag
elde etmek i¢in olas1 bir kaynak olabilir. Bununla birlikte, Ekinezya preparatlar1 igin
giivenli farmasatik profillerin gelistirilmesi ve kurulmasi i¢in gelecekte arastirmalar
yapilmasi1 gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Echinacea purpurea, bitki ekstraktlar, DNA korumasi,
antimikrobiyal aktivite
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Bilim Kodu: 923
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ABSTRACT

MSc. Thesis

EXAMINATION OF ANTICANCER AND SOME BIOLOGICAL PROPERTIES
OF LEAF AND FLOWER EXTRACTS OF ECHINACEA

Khawla Omran Mohamed SHARIF
Kastamonu University
Institute of Science
Department of Genetics and Bioengineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet Cengiz BALOGLU

Echinacea is a traditional plant which has significant value as a medicinal herb in
several countries. It is mostly utilized based on the immunological properties and
particularly in the treatment of respiratory infections. This research study was
conducted to investigate the biological effects of different Echinacea flower and leaf
extracts for the activities of antimicrobial, anti-tumor and DNA protection.
Antimicrobial efficiency of Echinacea flower and leaf extracts were examined
utilizing water, methanol and ethyl acetate extracts, which tested against 21 gram
positive and gram negative bacteria. The MIC (Minimum inhibitory concentration)
and MBC (Minimum bactericidal concentration) values of extracts were determined.
All the bacteria strains presented sensitivity to Echinacea extracts, however, the
methanol extract presented significant MIC against all the microorganisms with MIC
value range 62.5-125 pg/mL. In addition, the excellent antimicrobial activity for the
leaf and flower extracts was against the gram-positive bacteria, such as Enterococcus
faecalis ATCC 2521. A DNA protection assay for all extracts was tested. Echinacea
flower and leaf extracts at two concentrations (10 and 50 mg/mL), did not show any
DNA protective effect. Cytotoxicity against HeLa tumor-cell line was determined via
MTT cell viability test for 24 and 48 hours at diverse extracts concentrations. The
methanol and ethyl acetate extracts of Echinacea indicated that high cytotoxic effects
depended on time and dose manner. On the other hand, methanol flower extract
showed the greatest antiproliferative activity with the smallest concentration of 62.5
ug/mL and 73.03 pg /mL for ICs, after 48 hours treatment. As a summary, this
research study indicated that Echinacea has good quality scientific data for biological
properties based on the effects on bacteria and tumor cell lines. This extracts could
be a possible source to obtain medicines for disease treatment. However, future
researches have been required for the development and establishment of the safe
pharmaceuticals profiles for Echinacea preparations.

Key Words: Echinacea purpurea, plant extracts, DNA protection, antimicrobial
activity.

2019, 64 Pages
Science Code: 923
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1. GIRIS

1.1. Echinacea purpurea’nin Genel Ozellikleri

Geleneksel bitkisel ilaglar, viicudun hastaliga karsi direncini giiglendirmek igin
bagisiklik ¢ercevesinin bilesenleri iizerindeki etkilerle cesitli tedaviler sagliyor gibi
goriinmektedir. Bitkisel tedavi veya bitkisel ilaglar, bitkilerin, bitki parcalarinin,
bitkilerden elde edilen maddelerin terap6tik kullaniminin yaygin olarak tamamlayici
bir ilag sekli olarak degerlendirilmesidir (Chez and Jonas, 1997). Aslinda, Ekinezya,
cesitli sartlar i¢in spesifik tibbi 6zelliklere sahip, en ¢ok kullanilan sifali bitkilerden
biri olarak olup, giiniimiizde Ekinezya {iriinleri, bir¢ok gelismis iilkede en ¢ok satilan
bitkisel preparatlar arasindadir. Dahasi, c¢esitli Ekinezya tiirleri ¢igeklerinden,
yapraklarindan ve koklerinden tibbi iirlinler elde etmek icin kullanilir. Ek olarak,
bitkisel ilaglar olarak ti¢ ¢esit Ekinezya kullanilir: Echinacea angustifolia, Echinacea
pallid, Echinacea purpurea. Ayrica, li¢ Ekinezya tiiriiniin kok ve yer isti

preparatlarinin tiimii, immiin uyaricilar yoluyla pazarlanmaktadir.

Echinacea purpurea (L.) Moench, diinyanin degerli ve taninmis sifali bitkilerinden
biridir. Asteraceae familyasina ait ve ayni zamanda Amerikan koni ¢icegi olarak da
bilinen otsu bir ¢icekli bitki tiiriidiir. Bu bitki, tiirler i¢inde en yaygin sekilde
yetistirilen terapotik bitkidir (McKeown, 1999) ve temel olarak hem iist hem de alt
solunum sistemlerinde bulasic1 hastaliklar i¢in kemoterapinin yani sira kemo ayirici
olarak da kullanilmaktadir (Grimm ve Miiller, 1999; Patel ve ark., 2008). Bu tiir
geleneksel olarak dis agrisi, bagirsak agrisi, cilt hastaliklari, yilan 1sirig1, ndbetler,
kronik artrit ve tiimorii tedavi etmek i¢in kullanilmistir (Grimm ve Miiller, 1999).
Ekinezyanin, ¢cogunlukla antimikrobiyal oldugu sdylenen aktif maddelerin karmagsik
bir karisimina sahip oldugu biliniyor iken, diger maddelerin insan immiin ¢ercevesi
tizerinde etkileri oldugu diisiiniilmektedir. Alkamitler, kafeik asit tiirevleri ve
polisakaritler, bitkinin O6nemli bilesenleri olarak degerlendirilir. Ayrica, bir¢ok
aragtirma alkamidlerin Ekinezya ekstraktlarinin immiinomodiilator aktivitesinde in
vitro ve in vivo olarak bulundugunu gostermistir (Gertsch ve ark., 2004). Ayrica,

cesitli Ekinezyalarda bulunan kafeik asit, bitki ekstraktinin dogrulanmasi ve kalite



kontrolii ic¢in kullanilabilmektedir. Polisakaritler, bitki preparatlarinin anti-

enflamatuar etkisinde ¢ok dnemli bir islev gormektedir (Laasonen ve ark., 2002).

Ekinezya ¢ok yillik bir bitkidir, yani genellikle birka¢ yil hayatta kalir.
Olgunlastiginda, yaklasik 1-2 metre (otuz ila altmis santimetre) uzunlugundadir.
Tiirline bagh olarak, biiyiik mor ila pembe ¢icekleri olup, biraz dikenlidir. Tohumun
bast (koni) cicegin merkezinde olup, sivri ve koyu kahverengi ila kirmizi renktedir.

Bitkinin formu Fotograf 1.1°de gdsterilmektedir.

Fotograf 1.1. Ekinezya mor konigigegi bitkisi

1.2. Ekinezyanin Tarihcesi

Kuzey Amerika’nin endemik bitkisi, ilk kez Biiylik Ovalar Bolgesi’ndeki Amerikan
yerlileri tarafindan kullanilan ve sonunda Beyaz yerlesimciler tarafindan benimsenen
Ekinezyadir. Ayrica, bitki Kanada ve Avrupa'da yetismektedir. Ekinezya
preparatlari, genellikle, Avrupa ve Kuzey Amerika'da en yaygin sekilde kullanilan
besin takviyeleri arasinda bulunan bitkisel immiinostimiilanlar veya "soguk
savaggilar1" olarak adlandirilmaktadir (Pepping, 1999). Ekinezya igeren iiriinler,
Almanya'da {iist seviyelerde popilerlige sahip olup, harici yara tedavisi igin
kullanilmasimnin yaninda solunum ve idrar yolu enfeksiyonlarinin tedavisi igin

kullanilmaktadir (Tarleton, 1997). Ek olarak, su anda piyasada sekiz yiizden fazla



Ekinezya iceren iiriin bulunmaktadir (Rudolf ve ark., 1990). Alman doktorlar yilda
lic milyondan fazla Ekinezya iceren regete yazmaktadirlar (Keller, 1991). Ayrica,
baz1 antibiyotiklerin ¢cok sayida temel bakterilere karsi ise yaramamasi, Ekinezyaya

olan ilginin son zamanlarda artmasina neden olmustur.

Ekinezya, viicutta enflamasyonu azaltan kimyasallar aktive ediyor gériinmektedir ve
bu durum soguk alginlif1 ve grip semptomlarint en aza indirebilmektedir. Ayrica,
ticari Ekinezya triinleri, ¢esitli cografi bolgelerden elde edilen ham ilaglardan bir
tane daha icerebilmektedir. Aym1 zamanda, 6rnegin tentiirler, ¢aylar, kapsiiller ve
parenteral preparasyonlar dahil olmak iizere birka¢ dozaj formunda da mevcuttur.
Ayrica, cesitli Ekinezya tirlinlerindeki fitokimyasal ¢esitlilik, farmakolojik ve klinik
arastirma bulgularmi yorumlamay1 zorlagtirmaktadir. Aslinda, bilinen Ekinezya adi
altinda satilan c¢esitli bitki preparatlar kompozisyonda o6nemli farkliliklar
gosterebilmektedir. Ek olarak, bu varyasyonlar temel olarak, ¢esitli preparatlarin yani
sira Ornegin, goldenseal ve askorbik asit gibi diger maddeleri de icermekle birlikte,

cesitli Ekinezya tiirlerini igermektedir (Block ve Mead, 2003).

1.3. Fitokimyasal Bilesenler

Aslinda, Ekinezya'nin kimyasal bilesenlerinin bazilar1 bagisiklik sisteminin giiclii
uyaricilaridir ve 6nemli bir terap6tik deger saglamaktadir. Ekinezya bilesenlerindeki
tiirler ile bitki kisimlari arasinda ¢esitli farkliliklar vardir. Bunun yanisira, genellikle
Ekinezyanmin etkinliginden tek bir bilesenin tamamen sorumlu olmadigina
inanilmaktadir (Matthias ve ark., 2004). Bunun yerine, cesitli ikincil metabolit
simiflart ayrilip ve Echinacea purpurea abstraktlarinda tanimlanmistir. Ek olarak,
alkamitler, kafeik asit tiirevleri ve Polisakaritler, Sekil 1.1'de gosterilen, bitkinin ii¢
temel bilesen grubunu olusturmaktadir. Ayrica, bunlari HPV gibi eszamanli veya
ayr1 ayr1 analiz etmek icin ¢esitli yontemler kullanilmistir (Spelman ve ark., 2009;

Mancek ve Kreft, 2005).

Ekinezya purpurea alkamidleri esasen polar olmayan ekstraktlardan arindirilmistir ve
cogunlukla bitkinin sapinda konsantredir. Bitkinin toprak iistiinde yetisen tipleri
normalde bir alkamid kaynagi olarak goriilmez. Sekil 1.1'e gore, bilesenleri bir amid

kism1 boyunca anizobutilamid ve 2-metilbiitilamid pargasina sahip olan birkag



etilenik ve asetilenik bag icerir (Hohmann ve ark., 2011). Bitkinin kutup ekstraktlar
tipik olarak polisakaritler ve glikoproteinler iceren daha fazla kutup metaboliti icerir
(Barnes ve ark., 2005). Ek olarak, diger bilesikler, 6rnegin, hinik asit, flavonoidler,
alkaloitler, fenolik asitler ve amidler bitkiden ayrilmistir (Bohlmann ve Hoffmann,

1983).
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Sekil 1.1. E. purpurea min birkag sekonder metabolitinin kimyasal yapisi
1.3.1. immunostimiilant Bitki olarak Ekinezya

Aslinda, bitkinin immiinostimiilan aktivitesi veya preparatlar1 ii¢ mekanizmaya
neden olur: fagositozun yeniden aktivasyonu, fibroblastlarin impulsu ve 16kositlerin
mobilitesinin  artmasiyla ortaya ¢ikan solunum  aktivitesinin  arttirilmasi
(Organization, 1999). Bu nedenle, dogustan gelen bagisiklik, bitki uygulamasi
yoluyla 1iyilestirililr ve bagisiklik sistemi, hiicre aktivasyonu yoluyla patojenik

enfeksiyonlara karsi korunur. Ayrica, kronik bulasict hastaliklarin yani sira {ist ve alt



solunum yolu enfeksiyonlar1 gibi ¢esitli bulasici hastaliklarin 6nlemleri ve ilag

tedavisi i¢in de uygundur (Patel ve ark., 2008).

Ekinezya'nin kokleri, bitkilerinin kompleks kimyasal olusumu, immiinostimiilatér ve
anti-enflamatuar faaliyetlerden sorumlu oldugu diisiiniilen alkamidleri, ketoalkenleri,
polisakaritleri, kafeik asit tilirevlerini ve glikoproteinleri igerir. Ek olarak,
alkamidlerin, kannabinoid reseptorii sinif iki (CB2) iizerinde etkileyici oldugu
gosterilmistir ve bu, immiinomodiilator 6zellikleri i¢in potansiyel bir mekanizma

olarak degerlendirilmektedir (Chicca ve ark., 2009).
1.3.2. Echinacea purpurea’mn immiin Hiicre Fonksiyonlar1 Uzerindeki Etkisi

Cok sayida bilimsel calisma, Ekinezya preparatlarinin, bagisiklik ¢ercevesi ile ilgili
enfekte olmamis insan hiicrelerinde hiicresel genlerin ekspresyonuna etki ettigini
belgelemistir. Ayrica, NK hiicrelerinde ve hiicre yiizeyinin antijenindeki
degisiklikler, Echinacea purpurea ile islenmis insanlardan alinan kan hiicreleri ile
karakterize edilmisti (See ve ark., 1997). Ek olarak, bazi ¢aligmalar da ticari bir
Ekinezya {iriiniiyle ilag alimimi takiben defalarca alinan insan kami orneklerinde
mRNA'larin ve ¢ok sayida sitokin geninin proteinlerinin taninmasinda ekspresyon

seviyelerinde degisiklikler oldugunu belirlemislerdir (Randolph ve ark., 2003).

Immiin terapinin ana amaci, immiinolojik hiicrelerin aktivitesini, neoplastik hiicreler
veya enfeksiydz ajanlar olarak dogrudan lokal temas paylagiminda katalize etmektir
(Wolf ve ark., 1994). Ayrica, bitki ekstarktlarinin bir¢ogu, elde edilen bir bagisiklik
olarak hiimorali dogrudan etkiler, diger taraftan hiicresel dogal bagisiklig arttirdig
goriilmektedir. Bu nedenle, hiimoral immiinite degisiklikleri, lenfosit B iizerindeki
mitojenik etkileri gerektirecektir, proliferasyonu artiracak ve spesifik tiplerde
antikorlarin iretilmesini saglayacaktir. Ayrica, hiicresel bagisiklik degisiklikleri,
dogal oldiiriicii hiicrelerin (NK), lenfokinle aktiflestirilen oldiiriiciiniin (LAK),
makrofajin, fagositlerin aktivitesinin, ayrica spesifik T - lenfositlerin alt gruplarin
cogalmasinin sayis1 ve aktivitesi ile dlgiilen fitomedik aragtirma calismalarinda en
popiiler sonuctur. Echinacea purpurea tedavisi, beyaz kan hiicrelerinde (WBC'ler),
noétrofillerde, monositlerde, kemirgenlerde total protein ve gama globiilinin yani sira

biiyiik bir artisa neden olmustur (Sharma ve ark., 2010).



1.4. Farmakolojik Aktivite

In vitro ve in vivo caligmalara dayanarak, Ekinezya tiirlerinin farmakolojik
aktiviteleri lizerine 6nemli bilimsel ¢aligmalar bulunmaktadir. Ayrica, bazi ¢alismalar
Ekinezya preparatlarinin immiinomodiilator aktivitesini incelemeye odaklanmis olsa
da, antioksidan 6zelliklerin yan1 sira antifungal, antiviral, antienflamatuvar gibi diger
aktiviteler de aragtirllmistir. Ayrica, bagisiklik cergevesi tizerindeki etkiler, bu diger
uygulamalarin birgogunda islev gorebilmektedir. Bir polisakarit miktar1 izole edilmis
ve bunlarin immiin ¢erceve iizerindeki farmakolojik etkileri analiz edilmistir. Ek
olarak, yliksek molekiil agirlikli polisakarit heteroksilan, fagositozu aktive etme
kabiliyetine sahiptir. Bu nedenle, diger polisakarit arabinogalaktan, interlokin-1 ve
interferon beta-2 makrofaj seviyelerini arttiran tiimor nekroz faktorii (TNF) salinimi
iretmektedir. Ek olarak, benzer sekilde chicoric asidin alkilamid ve glikozitleri
fagositozu arttirir. Ayrica, Isobutylamide, Ekinezyaya keskin bir koku ve farkli tat
veren alkilamidler arasindadir (Tyler, 1994).

1.4.1. Alternatif Tiimor Tedavisinde Ekinezya

Cesitli arastirmalar, bitkisel ilaglarin kullaniminin yiizde elli dordiinii olusturdugu
tamamlayici ve alternatif tedavilerden faydalanan tiimor hastalarinin oranmin yiizde

seksen oldugunu gdstermektedir.

Aslinda, Ekinezya en ¢ok kullanilan bitkisel irtinlerden biridir (Bernstein ve Grasso,
2001). Ekinezya, Bati alternatif tip yoOntemleri uygulayicilar1 tarafindan
onerilmektedir. Ornegin, lenf akisini arttirmak icin her giin birka¢ kapsiil Ekinezya
alinmasi, bir web sitesinde bir naturopatik doktor tarafindan 6nerilmistir (Richardson
ve ark. 2000). Ayrica, bir diger naturopatik doktoru, prostat tiimorii icin, genel
olarak, temizleme yolu ile karakterize edilen, aksi takdirde viicudun tuhaf
maddelerini, 6rnegin patojenik organizmalar1 atabilecek, diger bircok sifali otu
tavsiye etmistir. Ek olarak, baska bir web sitesi Ekinezyanin viicudun bagisiklik
sistemini tiimorlerle savasmak {izere harekete gecirebilecek sifali bitkilerden

oldugunu ve temizleyici 6zelligini belirtmektedir (Boushey ve ark., 2001).



1.4.2. Bulasic1 Hastalhiklarda Echinacea purpurea’nin Fitomedikini

Bazi Ekinezya ekstraktlar1 agik¢a mikrobiyolojik hedeflerle 6zel olarak etkilesime
girme yetenegine sahip bilesikleri icermektedir (Pleschka ve ark., 2009). Ayrica, bu
ekstraktlar, epitel hiicrelerinin ¢esitli sinyal yollarim1 etkileyebilir ve viriisii veya
bakteri kaynakli sitokinleri ve kemokinlerin salgilanmasini Onleyebilir. Ayrica
pulmoner semptomlardan sorumlu olan enflamatuar aracilardir. Buna ilaveten,
Ekinezya, sitotoksik olmayan dozlarda solunum enfeksiyonlar1 ve bir¢cok patojenik
solunum bakterisine kars1 dogrudan bakteri oldiiriicii etki yoluyla dahil olan birgok
viriise kars1 spesifik viriisidal aktivite i¢in kullanilir. Ek olarak, Ekinezya ekstraktlari,
epitelyal hiicrelerin ve dokularin farkli mikroorganizmalara proinflamatuar
reaksiyonunun ters ¢evrilmesi ile mikrobiyal patojenlerle ve evcil hayvanlarla ilgili

diger insanlarda deaktivasyonu i¢in faydali olabilir.
1.4.3. Ekstraktlarin Ust Solunum Enfeksiyonlar1 Uzerine Etkileri

Aslinda, E. purpurea'dan gelen sivi ekstarktlari, soguk alginligi ve diger URI'leri
hafifletmek i¢in kullanilmistir. Tedavi analizleri, Ekinezya ilac1 gerektiren URI'lerin
siiresi ve ciddiyetinde onemli bir diisiis gostermistir (Bauer, 1998). Ekinezya'nin
diizenli kullanimi, 6nleme alaninda URI riskini azaltir. Giles ve ark., (2000), hem
tedavi hem de Onleme tasarimlar1 gerektiren sistematik bir tibbi inceleme makalesi
yaymlamistir (Giles ve ark., 2000). Ek olarak, Echinacea purpurea’ nin topragin
iistiindeki kisimlar ve kokleri, influenza viriisiine kars1 ylikselen antiviral (virusidal)
aktivitesi goOstermis ve bir enfeksiyon baglangici sirasinda ve enfekte olmus
hiicrelerden viriis aktarimi sirasinda viriisle birincil temas sirasinda  etki

edebilmektedir.

1.5. Ekinezya'nin Geleneksel Kullanim

Ekinezya tiirlerinden Echinacea pallida, Echinacea angustifolia ve Echinacea
purpurea, tibbi amaglar i¢in kullanilmistir. Aslinda, her bir bitkisel tiir i¢in birkag
bilesenli hafif degisiklikler disinda aymdir. Ote yandan bilesenler, koklerde,
yapraklarda ve biitiin bitkilerde bulunan aktif bilesiklere gore degisir. Amerikan

yerlilerinin ¢ogu, soguk alginhigi, dis agrisi, yilan isiriklari, bas agris1 ve yara



enfeksiyonlar1 gibi ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek i¢in Echinacea purpurea tibbi
preparatin1 kullanmigtir. Ekinezya en etkili antioksidandir ve immiin artiricr etkileri
vardir (Mishima ve ark. 2004). Ekinezya'nin kokleri yilan zehirlenmesi, kan
zehirlenmesi, sifiliz, cilt hastaligini tedavi etmek i¢in kullanilir. Echinacea purpurea
genellikle kronik solunum yolu enfeksiyonlarmi ve alt idrar yollarini (viral ve
bakteriyel orijinli) tedavi etmek i¢in kullanilir. Echinacea purpurea polisakariti her
zaman bakterileri 6ldiirmek icin kullanilir, 6rnegin Staphylococcus tiirlerinde. Ek
olarak, Echinacea purpurea min bitki hiicre kiiltiirlerinden yiiksek molekiil agirlikli
saflagtirlmis  bir polisakarit olan arabinogalaktan, tiimdr hiicrelerine ve
mikroorganizmalara kars1 sitotoksisite etkilerini aktive etme potansiyeline sahiptir

(Chevallier ve ark., 1996).



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. Ekinezyamin Kimyasal I¢erigi

Bir¢ok arastirmaya gore, yaygin olarak izobiitilamid ve 2- metilbiitilamid parcalari
olan on alkamid, bitki sapinin n-heksan damitilmasindan serbest basari1 elde
etmektedir (Rudolf Bauer ve ark., 1988). Kromatografik yaklasimlar kullanilarak,
Ekinezya kokii kloroform 6zii bir baglayiciya ek olarak, 1 - hidroksi - 4 (15), 5E, 10
(14) -germacratriendeki bazi alkamidler izobiitilamid Ekinezya ve 2 - metilbiitilamid

kisimlari ile saflastirilip ve izole edilmektedir (Hohmann ve ark., 2011).

Izobutilamidler yoluyla ayrilmis alkamidler yapilarinda ¢ogunlukla 2,4- dienoik asit
icermektedir (Barnes ve ark., 2005). Yiiksek performansli bir sivi kromatografi
sonuglar1 - diyot yer detektdrii - kiitle spektrometresi (HPLC - DAD - MS) koklerinin
ve bitki hava parcalarinin analizleri, depolama durumlarimin ve ekstraksiyonun
yaklagimlarinin hinik asit ve alkamid tiirevlerinin tiirevlerini etkileyebilecegini

gostermektedir (Luo ve ark., 2003).

E. purpurea bolimlerinde, 6rnegin kok ve yer iistii boliimlerinde alkamidlerin ve
nikotik asidin igerigi gesitli drneklerde analiz edilmistir. Ayrica, sonuglar yiiksek
kaliteli kokiin 6 mg / g'dan fazla alkamid i¢erdigini, kok ve yer iistii kisimlari i¢in de
chicoric asit igeriginin 15 mg / g'den fazla olarak kabul edildigini gostermistir. Ek
olarak, her zaman bitkinin yer iistiinde kalan bdliimleri bir alkamid kaynagi olarak
degerlendirilmemektedir. Reklam pazari i¢in, minimum bir standart seviye olarak
alkamidler i¢in ic mg / g ve ayrica kikrik asit i¢in bes mg / g olarak kabul
edilebilirdir. Ayrica, polisakaritler ve poliasetilenler, glikoproteinler ile birlikte,
benzer sekilde bitkinin yer iistii boliimlerinden de elde edilebilmektedir (Wills ve

Stuart, 1999).
2.2. Antimikrobiyal Etkinlik

Aslinda, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa ve

Staphylococcus aureus' a kars1 antibakteriyel aktivite, E. purpurea kok ekstrakti da



dahil olmak iizere coklu bitkisel preparat icin gosterilmistir. Bununla birlikte,
deneysel literatiir antibakteriyel etkilerin, bilesenlerden birine atfedilebilecegini

belirtmektedir (Westendorf, 1982).

Locatelli ve arkadaslar1 (2018), yirmi bir tiir bakteriye karsi disk diflizyon yaklagimi
kullanarak Asphodeline liburnica kokii ekstraktlari i¢in antimikrobiyal degerlendirme
yapmislardr. Ek olarak, A. liburnica kokii ekstraktlarmin antiseptik aktivitesi,
Sarcina lutea (ATCC 9341) suslarina karsi sadece yliz mg ekstrakt olarak
bulunmustur (Locatelli ve ark. 2018).

2.3. DNA Koruma

Meslektagimizin calismasinda, DNA koruma deneyi, Bidens tripartita ekstraktlarinin
iki farkli konsantrasyonda (5 ve 10 mg / mL) etkisinin saptanmasi i¢in Fenton'un
oksidatif bir ajan olarak reaksiyonundan yararlanarak plazmid vektér pUCI19
tizerinde gergeklestirilmistir. Tim Bidens tripartita ekstraktlarinin, pUCI19
plazmidinin asir1 sargili formunu yilizde yetmis ile korudugunu bulmuslardir (Uysal

ve ark., 2017).

Bir diger ¢alismada ise, Fenton’un tepkisini kullanan tiim kinolin tiirevlerine kars1 bir
DNA koruma testi uygulanmistir. Ayrica, sentezlenen bilesikler de ¢esitli biyolojik
aktiviteler acisindan incelenmistir. Ek olarak, iki bilesigin DNA'ya baglanma igin
bliyilk kapasiteye sahip oldugu, diger c¢esitli bilesiklerin ise incelenen
konsantrasyonlarin higbirinde gerekli plazmid DNA's1 boyunca koruyucu bir aktivite

gostermedigi bulunmustur (Jaballah ve ark., 2018).

2.4. Antikanser

Hiicre kiiltiirlerinden elde edilen E. purpurea bitkisinin bir polisakarit fraksiyonunun,
tiimor kemoterapisinin olumsuz etkilerini en aza indirgeme iizerindeki etkilerini,
l6kovorin, etoposid ve ayrica S-floroiirasil palyatif tedavi alan ileri gastrik timor
yoluyla hastalarda arastirildigi ortaya konan bircok arastirma vardir (Melchart ve
ark., 2002). Bu deneysel arastirmalarin Ekinezya araciliiyla sayisiz olumlu bulguyu

belgelemis olmasina ragmen, gozlemlenen arastirma bilgilerinin  dogasinin
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tasarlanmasi ve bu nedenle bu alanda daha fazla deneysel arastirma yapilmasi

gerektiginden kesin bir sonug ¢ikarilamamustir.

Baska bir arastirma, bitki ekstraktinin iki giin sonra konsantrasyona bagli durumlarda
hem insan kolonu tiimor hiicre hatlar1 Caco-2'yi hem de HCT-116'y1 inhibe ettigini
belgelemistir. Ayrica, chicoric asit, apoptozun molekiiler mekanizmas1 yoluyla farz
edilen HCT-116 hiicre hattinda telomeraz aktivitesini en aza indirmistir (Tsai ve ark.,

2012).

Ayrica, li¢ cesitten elde edilen n-heksan 6zii bitki kokleri, anti-tlimoriin potansiyel
etksi gostermistir. Aslinda, tiim 3 c¢esit, doza ve zamana bagli bir yaklagimda

hiicrelerin canliligini en aza indirmistir (Chicca ve ark., 2007).

Yerlikaya ve arkadaglari, O. natrix sitotoksik maddenin, MTT hiicresi canlilig1 tahlili
ile belirlenen HeLa hiicreleri ve PC3 hiicreleri lizerinde etki ettigini belgelemistir

(Yerlikaya ve ark., 2017).
2.5. Calismanin Amaci
Bu arastirma ¢alismasi, Ekinezya'nin yaprak ve ¢i¢egi i¢in anti-tiimor, antimikrobiyal

ve farkli ekstraktlarin (su, metanol ve etil asetat) DNA korumasini incelemek ig¢in

tasarlanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Bitki Materyalleri

Ekinezya ¢igegi ve yapraklar1 Tiirkiye’den toplanmistir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Antimikrobiyal etkinlik icin kullanilan kimyasallar

e Dezenfeksiyon icin %70 etanol kullanilmistir.
e Bakteri liremesi i¢in besin maddesi agar1 ve LB besiyeri (Luria-Bertani)
kullanilmastir.

e Numune seyreltimi icin DMSO (dimetil siilfoksit) ve distile su kullanilmistir.

Bakteriyel Suslar

Bakteriyel suslar, Kastamonu Universitesi, Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi,
Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii kiiltiir koleksiyonundan elde edilmistir.
Ekineyza ekstraktlarinin antimikrobiyal etkinligi, gram pozitif ve negatif olanlar
dahil yirmi bir bakteri susuna kars1 incelenmistir. Bu bakteriler, Tablo 3.1'de sunulan

sekilde gram boyamaya gore siniflandirilmistir.

Tablo 3.1. Farkli bakteri tiirleri listesi

No | Mikroorganizmanin adi Gram tiirii
1 Staphylococcus aureus (+)
2 Staphylococcus aureus ATCC 43300 (+)
3 Salmonella enteritidis ATCC 13076 (-)
4 Streptococcus pneumoniae ATCC 10015 (+)
5 Sarcina lutea ATCC 9341 (+)
6 Salmonella typhimurium NRRLE 4463 (-)
7 Yersinia enterocolitica ATCC 1501 (-)
8 Proteus mirabilis ATCC 25933 (-)
9 Enterococcus faecalis ATCC 25212 (+)
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Tablo 3.1’in devamu

10 | Staphylococcus aureus ATCC 25923 (+)
11 | Proteus vulgaris (-)
12 | Escherichia coli (-)
13 | Serratia marcescens (-)
14 | Staphylococcus epidermidis ()
15 | Staphylococcus alpha haemolyticus ()
16 | Enterococcus faecium (+)
17 | Pseudomonas aeruginosa (-)
18 | Listeria monocytogenes ATCC 7644 (+)
19 | Enterococcus durans (+)
20 | Salmonella kentucky (-)
21 | Enterobacter aerogenes ATCC 13048 (-)

DNA Koruma Etkinligi icin Kullamilan Kimyasallar

Thermo Fisher Scientific Gene JET Plazmid Miniprep Kiti (siispansiyon
coOzeltisi; lizis c¢ozeltisi; notrlestirme ¢oOzeltisi) ve ilave olarak yikama
¢ozeltisi ve ellisyon tamponu

Fenton reaktifi (0.03 mL H>0O»; 0.088 g askorbik asit; ve 0.12976 gr FeCls)
0.8 % 1X TAE buffer ile karistirimis agaroz jeli

Tiim karigima eklenen DNA ylikleme boyasi

Hiicre Kiiltiirii icin Kullanilan Kimyasallar

Kastamonu Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Béliimii tarafindan saglanan

HeLa (servikal tiimor hiicre ¢izgisi), % 1 penisilin-streptomisin (Pen-Strep), %

10°luk fetal si@ir serumu (FBS) ve % 1 esansiyel olmayan amino asit igeren

Dulbecco'nun modifiye eagle Besiyerinde (DMEM) kiiltiire edildi. Ek olarak,

hiicreleri yiizeyden ¢ikarmak icin fosfat tamponlu salin (PBS) ve tripsin
kullanilmistir. Ekstrakt hazirlanmasi i¢in saf DMSO ve 1/10 DMSO ve ayrica, (250
ml FBS; 49.750 ml DMEM; 0.025 gm MTT tozu) iceren MTT ¢ozeltisi, yiizde ii¢

sodyum dodesil siilfat (SDS) ve 40 mM HCI1 / izopropanol de kullanilmistir.

13



3.1.3. Araglar

Antimikrobiyal etkinlik i¢cin kullanilan araclar

e Steril petri kaplart

e Steril igne

e Pipet (Eppendorf, Almanya)

e Mikropipet uglart (100 ul ve 1000 ul)

e Steril cam tiipler

e 96 hiicreli mikrotiter plakalar (Fotograf 3.2)

e Eppendorf tiipii (Isolab, Almanya)

e Otoklav

e Giivenlik kabini

e McFarland cihazi

e Inkiibatér (Nuve, Tiirkiye)

e (Calkalayici (Biosan, Letonya)

e Spektrofotometre (Fotograf 3.1) (Thermo Scientific, Multiskan Go-
Finlandiya)

Antimikrobiyal etkinlik i¢cin kullanilan araclarin fotograflar

Fotograf 3.1. Ultraviyole Goriiniir Spektrofotometre
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Fotograf 3.2. 96 hiicreli mikrotiter plakalar
DNA Koruma Etkinligi icin Kullanilan Araglar

e Eppendorf tiipii (Isolab, Almanya)

e Pipette (Eppendorf, Almanya)

e Gene JET Dondiirme Siitunlar (Thermo scientific-ABD)

e Inkiibatér (Nuve, Tiirkiye)

o Santrifiij (Fotograf 3.3) (Hettich, Fransa)

e Mikro santrifiij (Star lab, Kore)

e Spektrofotometre (Thermo scientific, Multiskan Go, Finlandiya)
e Elektroforez (Fotograf 3.4) (Thermo scientific, ABD)

e C(Calkalayici (Fotograf 3.5) (Biosan, Letonya)
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DNA Koruma Etkinligi icin Kullamilan Araclarin Fotograflan

YERTIFIC

S

Fotograf 3.4. Elektroforez
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Fotograf 3.5. Calkalayici

Hiicre Kiiltiirii icin Kullanilan Araclar

e Serolojik pipet

e Steril Petri Kaplar1

e Inkiibator (Fotograf 3.6) (Nuve, Tiirkiye)

e 96-hiicreli plakalar

e Hiicre siyirict

e Santrifiij (Hettich, Fransa)

e Pipet (Eppendorf, Almanya)

e Ters mikroskop (Fotograf 3.7)

e Hemositometrik

e (alkalayici (Biosan, Letonya)

e Mikroplaka Spektrofotometresi (Thermo Scientific, Multiskan Go,
Finlandiya)
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Fotograf 3.6. % 5 karbondioksit i¢eren inkiibator

Fotograf 3.7. Hemasitometre sayimi i¢in ters mikroskop
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3.2. Yontemler
3.2.1. Bitki Materyali Ekstraksiyonu

Su, metanol ve etil asetat ekstraktlar elde etmek i¢in, havayla kurutulan parcaciklar
(10 g) bir gin boyunca 25°C oda sicakhifinda 200 mL bu ¢oziiciilerle
yumusatilmistir. Ayrica, doner buharlastirici, ekstraktlart 40°C'de yogunlagtirmak
icin kullanilmistir. Su ekstraktini elde etmek icin, toz haline getirilmis numuneler
yarim saat boyunca 250 mL damitilmis su ile kaynatilmistir. Bunun yaninda, bir sulu
ekstrakt iki giin boyunca filtre ve liyofilize edilmis (- 80°C) ve tiim ekstraktlar,
kullanilana kadar 4 © C'de karanlikta muhafaza edilmistir. Ek olarak, her 100 mL'lik
ekstrakt, deneye baslarken 900 mL DMSO igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir.

3.2.2. Bitki Ekstraktimin Kimyasal I¢ceriginin Tamimlanmasi

Bu deneysel calisma, bir G1315B diyot dizisi detektorii (Agilent Techy) igeren bir
Agilent Serisi 1100 HPLC cergevesi ve bir elektrosprey arayiizii vasitasiyla bir iyon
tuzag kiitle spektrometresi (Esquire 6000, Bruker Daltonics) ile yapilan
Kromatografik analizlerle gergeklestirilmistir. Ek olarak, ayirma bir Luna Omega
Polar C18 analitik kolonunda (150 x 3.0 mm; ve bes um pargacik biiyiikliigii) her
ikisi de Phenomenex'ten satin alinmig bir Polar C18 Security Guard kartusuyla (4 x
3,0 mm) yapilmistir. Ayrica, kromatografik ve kiitle spektrometrik kosullari daha
once tarif edilmistir (Llorent-Martinez ve ark. 2018). Ek olarak, bilesik siniflandirma
kiitle spektrometrisi ile gergeklestirilmis ve niceliklendirme amaciyla UV

kullanilmustir.
3.2.3. Antimikrobiyal Etkinlik Testi

Minimum inhibitér konsantrasyonunu (MIK) belitlemek icin mikrodiliisyon
yaklagimi1 kullanilmistir ve birka¢ bakteri susuna karsi antimikrobiyal etkinkigi
kontrol etmek i¢in su, metanol, etil-asetat gibi farkli Ekinezya ekstraktlarinin yaprak
ve ciceklerine yonelik in vitro olarak uygulanan minimum bakteri oldiiriicii

konsantrasyon (MBC) yontemi tercih edilmistir.
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Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

Ortam, talimatlara gore hazirlanmistir. Kisaca, 23 g besin agar1 1000 mL damitilmis
su i¢inde ¢oziilmis ve otoklavda 121°C'de sterilize edilmis ve 15 dakika boyunca
hava agirligi ile sterilize edilmistir. Tiim ortam 45-60°C'ye sogutulmus ve 25 mL'si
bir petri kabina doldurulmus ve kirlenmeyi dnlemek icin gilivenlik kabini i¢inde oda
sicakliginda katilagmaya birakilmistir. Bakterilerin Petri kaplarina sterilize edilmis

igne ile kiiltiirlenerek 37 © C'de bir giin kulugkada birakilmistir.

Daha sonra, 25 g 1 litre damitilmis suda ¢oziilmiis ve besin agariyla ayni adimlari
takip eden talimatlara gére hazirlanan LB besiyerinde yenilenmislerdir. Bir mL LB
besiyeri, eppendorf tiipiine pipet kullanarak ilave edilmis ve sterilize igne ile
toplandiktan sonra bakteri kolonilerine transfer edilmistir. Numuneler bakteri

sayisina gore numaralandirdi ve gece boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir.

Minimum  inhibitéor = konsantrasyonun ve minimum  bakterisidal

konsantrasyonun belirlenmesi

96 hiicreli mikrotiter plakalar kullanilarak seri seyreltme teknigi ile gerceklestirilen
mikrodiliisyon yaklasimi gerceklestirilmistir. Biitiin bakteri tiirleri otoklavda
121°C'de 15 dakika sterilize edildikten sonra 10 mL damitilmig su igeren numarali
cam tiiplerde kullanilmistir. Aslinda, pipet kullanilarak Fotograf 3.8'de gdsterildigi
gibi konsantrasyon 0,5 McFarland standart bulamiklik ayari igin bakteri
siispansiyonlara ve kontrol olarak saf suya eklenmistir. Kontaminasyonu onlemek
icin camlar kapatilmistir. 6 plaka, bir plakanin spesifik ekstrakte karsilik geldigi
harfler ve sayilarla etiketlenmistir. Ornegin, Bl c¢icek su ekstrakti anlamina
gelmektedir. Her hiicre, LB bulyonundan 100 pg / mL ve ¢esitli konsantrasyonlara
(500, 250, 125,62.5, 31.25, 15.62 pg / mL) kadar 100 pg / mL seyreltilmis ekstrakt
icermektedir. ilk hiicrede 500 pg / mL ile baslanmis ve seri seyreltmeden 100 pg /
mL, arka arkaya alti kuyucuga aktarilmistir, sadece besiyeri igeren negatif kontrol
hari¢, inokiilimlerden 10 mL ile karistirilmistir. Pozitif kontrol ise ortam ve
bakterilerden olusturulmustur. Son olarak, plakalar steril bir plaka ile kaplanmis ve
bir giin boyunca inkiibe edilmistir. Ayrica, mikroorganizmalarin biiyilimesini

engelleyen en diisiik bitki 6zii konsantrasyonunu temsil eden MIK degerleri ile MBC
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ise alt kiiltiir yaklasimi ile belirlenmistir (Karaman ve ark., 2003). Ek olarak, bu
hiicrelerden elde edilen numunelerden olusturulan alt kiiltlirler gozle goriiliir bir
bulaniklik gostermemislerdir, aksi halde taze hazirlanmis besin agar plakalarinda
MIK tahlillerinde biiyiime meydana gelmistir. Aslinda, bir giinliik inkiibasyondan
sonra, MBC ekstraktin diisiik konsantrasyon derecesi olarak kabul edilmistir. Bu,
kullanilan agar plaka ylizeyinde herhangi bir biiylimeye izin vermedigini

gostermektedir. (Sen ve Batra 2012).

Fotograf 3.8. Bakteriyel siispansiyonlarin McFarland konsantrasyonu ile ayarlanmasi

3.2.4. DNA Koruma Testi

Ekinezya ekstraktlarint DNA korumasi, pUC19 plazmidi (pDNA) kullanilarak analiz
edilmistir. Ayrica, Thermo Scientific Gen jet Plazmid Miniprep Kiti ile plazmid
izolasyonu yapilmistir. Bunun yaninda, Fenton’un reaktif reaksiyonu, Ekinezya
yapragt ve c¢icek ekstraktlarinin DNA koruma etkinligini analiz etmek igin
kullanilmistir. Fenton reaksiyonunun karisimi, 0.03 mL H»0,, 0.088 g askorbik asit
ve 0.12976 g FeCls'ten olusturulmistur. Aslinda, analiz reaksiyonu, iki farkli
konsantrasyonda (10 ve 50 mg / mL) 5 uL Fenton reaksiyon karisimi, bir 1uL pDNA
320 ng ve bes 1 pL bitki Ekinezya ekstraktindan meydana gelmistir. Nihai reaksiyon
karigimi hacmi, distile su kullanilarak 20 pL'ye ¢ikarilmistir. Ayrica, 14 pL distile
sudan, 5 pL. Fenton’in 1 pL pDNA 320 ng ile reaktifinden olusan pozitif kontrol elde
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edilmigtir. Negatif kontrol sadece 1 uL pDNA 320 ng ve 19 pL distile sudan elde
edilmistir. Ayrica hazirlanan karisimlar, 37°C'de 30 dakika siireyle inkiibe edilmistir.
Ek olarak, inkiibasyondan sonra, 4 pl yiikleme boyasi biitiin karigimlarla karistirilmis
ve 50 mL 1X TAE tamponu ve 2.5 ul kirmizi giivenli niikleik asit lekelemesi ile 0.4
gr agaroz jeli lizerinde gergeklestirilmistir (Yerlikaya ve ark., 2017). Ayrica,
numuneden 24 pL, 45 dakika boyunca 100 voltluk her elektroforez bandina ilave
edilmitir. DNA bandinin yogunluklari, jel resim analiz yazilimi (Quantum, Vision-

Capt., Vilber Lourmat SAS, Fransa) kullanilarak hesaplanmistir.

3.2.5. Sitotoksik Aktivite Testi

Hiicre Kiiltiiri Bakimi

HeLa (servikal tiimdr hiicre hatti) hiicreleri, % 50 pL % 1 penisilin-streptomisin
(Pen-Strep), % 5 10% 10 (FBS) fetal bovin serumu ve % 100 1% 1 alt amino asit
iceren 50 mL DMEM c¢ozeltisinde kiiltiirlenmigtir. Ortam - 4 °C'de sabitlenmistir. Ek
olarak, HeLa hiicre hatlari, hiicre ¢cogalmast % 80'e ulasana getirene kadar 37 © C'de
% 5 karbon dioksit seviyesinde bir inkiibatdrde yetistirilmistir. Ayrica, deney
hiicrelerinin biiylimesi 96 hiicreli hiicre kiiltiiriinlin plakalarina yerlestirilmis ve steril
petri kaplarinda stok hiicrelerin ¢ogalmasi yapilmstir. Ek olarak, logaritmik
hiicrelerin biiylime evresi sirasinda, tohumlanma yapilmis ve deney igin alt

kiiltiirlenme gergeklestirilmistir.

Plakalarda konfliians meydana geldiginde, hiicreler, 2 mL PBS ile yitkanmis ve 37 °
C'de bes dakika 2 mL 1X tripsin ile islenmis ve siyrilmistir. Santrifiijleme, hiicreleri
2.000 rpm'de bes dakika boyunca ¢okeltmek i¢in kullanilmistir. Tiim ortam
stispansiyon haline getirildikten sonra, Fotograf 3.9 da gosterildigi gibi ii¢ plakaya
boliinmiislerdir. HeLa hiicreleri, 37°C'de ve % 5 CO0> igeren bir inkiibatorde 7 mL
ortam igeren plakalarda yetistirilmistir. Stok hazirlama i¢in, hiicreler —80°C'de

dondurucu ortamda tekrar siispansiyon haline getirilmistir.
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Fotograf 3.9. HeLa hiicreleri igeren {i¢ ortam plakasi

Bitki Ekstraksiyonunun Hazirlanmasi

Seyreltme yoluyla 1 mg / ml'lik ekstakt konsantrasyonu elde edilmistir. Su ekstakti
1/10 DMSO / su iginde ¢Oziilmiis, metanol ve etil asetat ekstaktlar1 1/10 DMSO ve
saf DMSO i¢inde ¢oziilmiistiir. Ek olarak, sterilize edilmis filtre ¢oziilmiis 6zler

tizerinde gergeklestirilmis ve —20°C'de muhafaza edilmistir.

MTT Tabanh Sitotoksisite Testi

On bin HeLla tiimor hiicresi, 96 hiicresi plakalara ekilmis, hemositometrik, 5 pL
seyreltilmis hiicreleri 45 pL PBS ile hesaplamak icin kullanilmis, daha sonra
bliylimeleri i¢in 24 saat her ¢ukura 100 pL eklenmistir. Konfliians gerceklestikten
sonra hiicreler, asagidaki Fotograf 3.10'da gosterildigi gibi farkli dozlarda ¢icek ve
yaprak Ekinezya ekstraktlarindan (1000, 500, 250, 125, 62.5 ug / mL) 100 pL ile
muamele edilmis ve 24 saat ve 48 saat inkiibe edilmistir. Seri konsantrasyonun son
hacmi her bir hiiverede 100 pL'dir, bu siire¢ ii¢ kez tekrarlanmistir. Ekinezya
ekstraktt muamelesinden sonra, ortam aspire edilmis ve 100 mL MTT ¢ozeltisi (250
ml FBS, 49.750 ml DMEM, 0.025 g MTT tozu) ile degistirilmistir. Plakalar dort saat
37 ° C'de % 5 C0'de inkiibe edilmistir. MTT igeren ortam aspire edilmis ve 10 puL
% 3 SDS ilave edildi ve 15 dakika c¢alkalayicida tutulmus, MTT-formazan
kristallerini eritmek i¢in 50 40L 40 mM HCI1 / izopropanol ¢ozeltisi ilave edilmistir
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(Yerlikaya ve ark., 2017). Cozelti karistirilmis ve hiicrede 30 pL birakilmistir. Yiiz
seksen pL seyreltme ¢ozeltisi (4,4 mL% 3 SDS + 22 mL 40 mM HC1 / izopropanol)
eklenmistir. Asagidaki Fotograf 3.11, formazan kristallerinin mor rengini
gostermektedir. Absorbans, mikroplaka spektrofotometresi. (Multiskan Go; Thermo

Scientific; ABD) kullanilarak 570 nm'de belgelenmistir.
Yar1-Maksimum Inhibitér Konsantrasyon (ICso) Tayini

HeLa servikal tiimor hiicrelerinde Ekinezya'nin (su, metanol ve etil asetat)
ekstraktlarinin  ICso'sini  belirlemek i¢cin MTT hiicre canlilik test analizi
gerceklestirilmigtir. ICso degeri, bir Graph Pad Prism 7.00 programi araciliiyla bir
sigmoidal doz-cevap egrisi i¢in bilgiler kullanilarak hesaplanmistir. Ek olarak, 1Cso
degerleri (ylizde elli etki seviyesinde engelleyici konsantrasyon) Tablo 4.9'da

gosterilmistir.

Fotograf 3.10. Hiicreler, gesitli ¢icek ve yaprak Ekinezya ekstraktlari dozlarindan 100 pL ile
muamele edilmistir
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Fotograf 3.11. MTT tahlili, HeLa hiicrelerine 48 saat inkiibe edilen ekstraktlar i¢in asit ve
seyreltme ¢ozeltisi ilave edilerek uygulanmstir
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4. SONUCLAR

4.1. Bitki Ekstraktlarinin Bilesimi

Aslinda, bu arastirma, kafeik asit, klorojenik asit, ferulik asit, isorhamnetin,
kaempferol, kersetin ve rutin gibi analitik standartlar1 olan bilesiklerin
tanimlanmalarma dayanmaktadir. Genel olarak, siiflandirma asagida Tablo 4.1'de
sunulan parcalanmis molekiiler iyonlar1 ve kiitle pargalanmalarimi kullanarak kiitle
spektrumlarina dayandirilmistir. Asagida belirlenen bilesikler i¢in kisa agiklamalar

yapilmustir.

1. Fenolik Asitler

Aslinda bilesik iki, m/z 153'de dihidroksibenzoik asit verecek sekilde 162 Da
(heksosid) notr kaybi gostermis, daha sonra yukarida belirtilen heksosid ile

karakterize edilmistir.

Bununla birlikte, bilesik ti¢, m/z 311'de, m/z 149'da zirvede (tartarik asit), m/z 179 ve
139'da (kafeik asit) fragman iyonlarma ek olarak ayrigtirllmis molekiiler iyon
gostermis, sonug olarak caffeoyltartaric asit (kaftarik asit) olarak kabul edilmistir
(Barros ve ark., 2013). Ek olarak, 162 Da (caffeoyl), sekiz ve dokuz bilesikleri,
Ekinezyada yaygin olan dikaffeoiltartarik aside karsilik gelmistir. Bu nedenle, bilesik
dokuz, diizenli olarak en bol bulunan dogal bilesik olan kronik asit (2,3-O-
dikaffeoiltartarik asit) olarak karakterize edilmis, diger taraftan bilesik sekiz, izomer,

mezo-kronik asit olarak tanimlanmistir (Lee ve Scagel, 2013).

Ek olarak, bilesik onbes [M-H] m/z 457'in yan sira kafeik asit, kumarin asit (m/z 163
ve 119) caffeoil, koumaroil kisimlarina karsilik gelen bir fragmantasyon paterni
gostermis ve tartarik aside ek olarak m/z 295, 163 ve ayn1 zamanda 119'da MSn
fragman iyonlar1 vasitasiyla 146 Da (koumaroil), 162 Da (caffeoil) notr kaybi

sergilemistir.
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Bununla birlikte, bilesik alti, analitik standart yoluyla ve karsilastirma yoluyla
klorojenik asit olarak tanimlanmistir. Bilesik on alti ve on dokuz, m/z 515'te
ayristirilmis molekiiler iyon ve m/z 353'te baz tepe noktasi yoluyla sirasiyla 3,5-
dikaffeoilkinik asit ve 4,5-dikaffeoilkinik asit olarak tanimlanmistir (Clifford ve ark.,
2005).

Bilesik on besin fragmantasyonu, kafeik asit, kumarik asit ve tartarik asit
kisimlarinin mevcudiyeti ile tutarli ¢ikmis, bu nedenle koumaroilkaffeoiltartarik asit
(koumaroil-kaftaik asit) olarak kategorize edilmistir. Benzer sekilde, bilesik on sekiz,

feruloilkaffeoiltartarik asit olarak siiflandirilmistir (Ma ve ark., 2014).

2. Flavonoidler

Genel olarak, bilesik on ve on bir, 308 Da (rutin) ve 162 Da (heksosid) 'in m/z 301'de
kersetin verimine kars1t notr kayb1 gormiis, bu nedenle sirasiyla rutin (kersetin-3-O-
rutinosid) ve Kersetin O-heksosid olarak smiflandirilmistir. Ek olarak, kesin

tanimlama i¢in analitik bir rutin standardi da kullanilmastir.

Bununla birlikte, {i¢c kaempferol glikozit, 6rnegin, rutinosid, heksosit kisimlar1 ve m/z
285'te kaempferol varligina dayali bilesik 12, 13 ve 17' ye ait bilesikler kategorize
edilmistir. Son bir nokta olarak, bilesik on dort, bir izorhamnetin (m/z 315 — 300)

rutinosid ile karakterize edilmistir.

3. Diger Bilesikler

Aslinda, m/z 341'de [M-H] - olan bilesik 162 Da' da (heksosid) notr kaybina ugramis
ve m/z 179;161; 173; 119; 113 'de fragman iyonlar1 sergilemis, hekzosid kisimlarinin
bir sonucu olarak, bir disakarit (iki hekzosid kismi) olarak siniflandirilmigtir. Ek
olarak, dordiincii ve besinci bilesikler ayrica heksosit par¢akar: da sergilemisler ve

gecici olarak tiirevler olarak nitelendirilmislerdir.

Ote yandan, bilesik yedi, literatiir bilgilerine dayanarak, gecici olarak benzil alkol

heksoz pentoz olarak siniflandirilmistir (Bystrom ve ark., 2008).
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Ayrica, HAE metanol hari¢ tim ekstraktlarinda iki oksilipin simiflandirilmigtir. Ek
olarak, bilesik otuz bes ve otuz sekiz, trihidroksi-oktadekenoik asidin yan1 sira okso-

dihidroksi-oktadekenoik aside karsilik gelmistir (Van Hoyweghen ve ark., 2014).
4. Fenolik Miktar Tayini

Kafeik asit, klorojenik asit, kaempferol, kersetin ve rutin gibi en ¢ok kullanilan
bilesiklerin (yar1) miktarmin belirlenmesi i¢in asagidaki standartlar kullanilmistir.
Deneysel olarak, bu arastirmada 0.2-50 mg mL™!' arahginda kalibrasyon grafikleri
hazirlanmistir. Fenolik asitler ve flavonoidler, her bir kimyasal familyaya karsilik
gelen analitik standart kullanilarak sirasiyla 320 ve 350 nm'de oOlglilmiistiir. Ek
olarak, toplam bireysel fenolik icerik (TIPC), olciilen fenolik bilesiklerin toplami

olarak tanimlanmistir. Ayrica, sonuglar Tablo 4.2'de sunulmaktadir.

Aslinda, fenolik asitler ¢igek ekstraktlarinin yanmi sira cigceklerde Toplam fenolik
miktarinin (TIPC) yiizde doksanindan fazlasini temsil etmektedir. TIPC hem
ciceklerde hem de yaprak ekstraktlarinda ayni oldugu goriinse de, yapraklarda biraz
daha yiiksek orandadir. En bol miktarda bulunan bilesikler, yaprak ekstraktlarinda
gozlenen en yiiksek konsantrasyonlarla dikaffeoiltartarik asitlerdir (bilesikler sekiz

ve dokuz).

E. purpurea'nin toprak {iistiindeki kisimlariyla ilgili bir ¢aligmada (Konar ve ark.,
2014), 0.3 ve 0.0016 mg g! DE'den diisiik kafetarik asit ve klorojenik asit
konsantrasyonlar1 belgelenmistir. Ancak bu arastirma c¢alismasinda, analiz edilen
ekstratklarda her iki bilesik de belirlenmistir. Ek olarak, burada gézlenen kronik asit
ve izomerinin seviyeleri daha Once E. purpurea'da belgelenen konsantrasyonlar

araligindadir (Wills and Stuart, 1999).
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Tablo 4.1. E.purpurea'nin analiz edilen ekstraktlarinda bulunan bilesiklerin karakterizasyonu

tr [M-H]
No. m/z (% baz tepe) Belirlenen Tanimlama Cicek  Yaprak
(min) m/z

1 1,7 341 MS? [341]: 179 (100), Disakkarit v v
161 (26), 143 (48); 131
(6); 119 (89); 113 (30)

2 37 315 MS? [315]: 153 (100); Dihidroksibenzoik asit v
109 (14) heksosid

3 61 311 MS? [311]: 179 (54); 149  Kaftarik asit v v
(100); 135 (3)

4 69 349 MS? [349]: 187 (56), 179  Heksoz tirevi v v
(100), 161 (98), 143 (63),
119 (56), 113 (27)

5 75 349 MS? [349]: 187 (52); 179  Heksoz tiirevi v v
(80); 161 (100); 143
(33); 119 (50); 113 (38)

6 87 353 MS? [353]: 191 (100) Klorojenik asit v v

7 97 401 MS? [401]: 269 (100), Benzil alkol heksoz v v
161 (13) pentoz

MS? [401—269]: 161
(100)

8 157 473 MS? [473]: 311 (100); Meso-chicoric asit v v
293 (76): 179 (16); 149
(16)

MS? [473—311]: 179
(46); 149 (100); 135 (6)

9 192 473 MS? [473]: 311 (100);  Chicoric asit v v
293 (49); 179 (8); 149
(19)

MS? [473—311]: 179
(36); 149 (100); 135 (7)

10 19,6 609 MS? [609]: 301 (100) Rutin v v

MS? [609—301]: 271
(57); 255 (36), 179
(100); 151 (55)
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Tablo 4.1’in devamu

11

20,9

463

MS? [463]: 301 (100)

MS? [463—301]: 179
(100); 151 (45)

Kersetin-O-hexoside

12

21,5

593

MS? [593]: 285 (100);
284 (48)

MS? [593—285]: 257

Kaempferol-O-rutinosit

(39), 255 (100), 241 (49),

227 (35)

13

22,9

593

MS? [593]: 285 (100)

MS? [593—285]: 257
(100)

Kaempferol-O-rutinosit

14

22,9

623

MS? [623]: 315 (100)

MS?3 [623—315]: 300
(100), 271 (19)

Isorhamnetin-O-
rutinosit

15

23,9

457

MS? [457]: 311 (8),295  Coumaroyl caffeoyl
(100), 293 (55), 163 (11) tartarik asit

MS? [457—295]: 219
(32), 163 (100)

MS* [457—295—163]:
119 (100)

16

24,2

515

MS? [515]: 353 (100),
191 (12)

MS? [515—353]: 191

3,5- dikaffeoilkinik asit

(100), 179 (39), 173 (11),

135 (14)

17

24,2

447

MS? [447]: 285 (100)

MS? [447—285]: 255
(100)

Kaempferol-O-
hexoside

18

25,3

487

MS? [487]: 325 (100),
307 (47), 293 (45), 193
(33), 179 (33)

MS? [487—325]: 193
(100)

MS* [487—325—193]:
149 (100), 134 (97)

Feruloil Caffeoyl
Tartarik asit
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Tablo 4.1’in devamu

19 259 515 MS? [515]: 353 (100) 4,5- dikaffeoilkinik asit
MS? [515—353]: 191
(39), 179 (48), 173 (100),
135 (26)
20 303 387  MS?[387]:225(12),207 Bilinmeyen v
(100), 163 (52)
21 39,2 327 MS? [327]: 291 (67), 229  Okso-dihidroksi- v
(91),211(42), 171 (100)  oktadekenoik asit
22 40,6 329 MS? [329]: 311 (26), 229  Trihidroksi- v
(88), 211 (66), 171 (100)  oktadekenoik asit
Tablo 4.2. E. purpurea'daki ana bilesiklerin miktarinin belirlenmesi
N° Standartlar mg/g DE
Cicek Yaprak
Fenolik asitler
3 Kaftarik asit 0,65+ 0,04 0,61 £0,04
6 Klorojenik asit 0,47 +0,03 0,17+0,01
8 Meso-chicoric asit 2,0+0,1 2,6+0,1
9 Chicoric asit 42+0,2 49+0,2
15 Coumaroyl caffeoyl tartarik asit 0,36 £ 0,02 0,37 £ 0,02
18 Feruloil Caffeoyl Tartarik asit 0,45+ 0,03 0,54 + 0,03
19 dikaffeoilkinik asit 0,36 + 0,02 -
Toplam 8,5+0,2 9,2+0,2
Flavonoidler
10 Rutin 0,133 + 0,008 0,31 +£0,02
11 Kersetin-O-Heks 0,038 + 0,003 ---
12 Kaempferol-O-Rut 0,16 £0,01 0,126 + 0,007
13+14 Kaempferol-O-Rut + Isorhamnetin- 0,19 £0,01 0,22 £ 0,01
O-Rut
Toplam 0,52 £ 0,02 0,66 + 0,02
TIPC 9,0+ 0,2 9,9+0,2

Rut=rutinosit;

Hex=hexoside
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4.2. Antimikrobiyal Etkinligin Belirlenmesi

Ekinezya ¢igek ve yaprak ekstraktlarinin antimikrobiyal degerlendirmesi, 21 adet
gram pozitif ve negatif bakteriye karsi, mikrodiliisyon yontemi ile yapilmistir. Testte
kullanilan tiim bakteriler, farkli konsantrasyonlardaki Ekinezya ekstraktlaria

duyarlilik géstermistir ve metanol ekstraktr digerlerinden daha etkili olmustur.

Tablo 4.3. Mikrodiliisyon yontemi ile test edilen Ekinezya ¢icek suyu ekstraktinin bakterilere
karst MBC ve MIK degerleri

Cicek su ekstrakti
No Mikroorganizmalar MBC MiK
pg/mL pg/mL
1 | S aureus 500 125
2 | S. aureus ATCC 43300 500 62,5
3 | S. enteritidis ATCC 13076 500 125
4 | S. pneumoniae ATCC 10015 500 125
5 | S. lutea ATCC 9341 250 125
6 | S. typhimurium NRRLE 4463 500 125
7 | Y. enterocolitica ATCC 1501 500 125
8 | P. mirabilis ATCC 25933 500 125
9 | E. faecalis ATCC 25212 250 62,5
10 | S. aureus ATCC 25923 500 500
11 | P. vulgaris 250 250
12 | E. coli 250 250
13 | Serratia marcescens 250 250
14 | S. epidermidis 250 250
15 | S. alpha haemolyticus 125 125
16 | E. faecium 250 250
17 | P. aeruginosa 250 250
18 | L. monocytogenes ATCC 7644 250 250
19 | E. durans 500 250
20 | Salmonella kentucky 500 250
21 | E. aerogenes ATCC 13048 500 500
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Tablo 4.4. Mikrodiliisyon yontemi ile test edilen Ekinezya yaprak suyu ekstraktinin
bakterilere karst MBC ve MIK degerleri

Yaprak su ekstrakti

No Mikroorganizmalar MBC MiK

ug/mL pg/mL
1 S. aureus 500 125
2 S. aureus ATCC 43300 250 62,5
3 S. enteritidis ATCC 13076 500 125
4 S. pneumoniae ATCC 10015 500 125
5 S. lutea ATCC 9341 250 62,5
6 S. typhimurium NRRLE 4463 500 125
7 Y. enterocolitica ATCC 1501 500 125
8 P. mirabilis ATCC 25933 500 62,5
9 E. faecalis ATCC 25212 500 62,5
10 S. aureus ATCC 25923 500 500
11 P. vulgaris 250 250
12 E. coli 500 500
13 Serratia marcescens 500 500
14 S. epidermidis 500 500
15 S. alpha haemolyticus 250 250
16 E. faecium 500 500
17 P. aeruginosa 500 500
18 L. monocytogenes ATCC 7644 250 250
19 E. durans 250 250
20 Salmonella kentucky 500 250
21 E. aerogenes ATCC 13048 500 250
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Tablo 4.5. Mikrodiliisyon yontemi ile test edilen Ekinezya cicek metanol ekstraktinin
bakterilere karsi MBC ve MIK degerleri

Cicek Metanol eksfraktl
No Mikroorganizmalar ;\g/];i pltg/llfllli
1 S. aureus 500 125
2 S. aureus ATCC 43300 500 125
3 S. enteritidis ATCC 13076 500 125
4 S. pneumoniae ATCC 10015 500 125
5 S. lutea ATCC 9341 250 125
6 S. typhimurium NRRLE 4463 500 125
7 Y. enterocolitica ATCC 1501 500 125
8 P. mirabilis ATCC 25933 500 125
9 E. faecalis ATCC 25212 250 62,5
10 S. aureus ATCC 25923 125 125
11 P. vulgaris 125 125
12 E. coli 125 125
13 Serratia marcescens 125 125
14 S. epidermidis 125 125
15 S. alpha haemolyticus 125 125
16 E. faecium 125 125
17 P. aeruginosa 62.5 62,5
18 L. monocytogenes ATCC 7644 125 125
19 E. durans 125 125
20 Salmonella kentucky 125 62,5
21 E. aerogenes ATCC 13048 62.5 62,5
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Tablo 4.6. Mikrodiliisyon yontemi ile test edilen Ekinezya yaprak metanol ekstraktinin
bakterilere karsi MBC ve MIK degerleri

Yaprak Metanol
ekstrakti .
No Mikroorganizmalar MBC MIK
pg/mL pg/mL
1 | S aureus 500 62,5
2 | S. aureus ATCC 43300 250 125
3 | S. enteritidis ATCC 13076 500 125
4 | S. pneumoniae ATCC 10015 500 125
5 | S. lutea ATCC 9341 250 125
6 | S. typhimurium NRRLE 4463 500 125
7 | Y. enterocolitica ATCC 1501 500 125
8 | P. mirabilis ATCC 25933 250 125
9 | E. faecalis ATCC 25212 125 62,5
10 | S. aureus ATCC 25923 250 125
11 | P. vulgaris 125 62,5
12 | E. coli 125 62,5
13 | Serratia marcescens 62.5 62,5
14 | S. epidermidis 125 125
15 | S. alpha haemolyticus 125 62,5
16 | E. faecium 62.5 62,5
17 | P. aeruginosa 125 62,5
18 | L. monocytogenes ATCC 7644 125 62,5
19 | E. durans 125 62,5
20 | Salmonella kentucky 125 125
21 | E. aerogenes ATCC 13048 125 125
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Tablo 4.7. Mikrodiliisyon yontemi ile test edilen Ekinezya ¢iccek etil ekstraktinin bakterilere
karst MBC ve MIK degerleri

Cicek Etil Ekstrakti

No Mikroorganizmalar MBC MIK

pg/mL pg/mL
1 | S. aureus 250 62,5
2 | S. aureus ATCC 43300 500 125
3 | S enteritidis ATCC 13076 500 125
4 | S. pneumoniae ATCC 10015 500 125
5 | S. lutea ATCC 9341 500 125
6 | S. typhimurium NRRLE 4463 500 125
7 | Y. enterocolitica ATCC 1501 500 125
8 | P. mirabilis ATCC 25933 500 62,5
9 | E. faecalis ATCC 25212 500 62,5
10 | S. aureus ATCC 25923 125 62,5
11 | P. vulgaris 250 62,5
12 | E. coli 125 125
13 | Serratia marcescens 250 125
14 | S. epidermidis 250 125
15 | S. alpha haemolyticus 500 62,5
16 | E. faecium 250 125
17 | P. aeruginosa 250 125
18 | L. monocytogenes ATCC 7644 500 125
19 | E. durans 250 125
20 | Salmonella kentucky 250 125
21 | E. aerogenes ATCC 13048 125 125
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Tablo 4.8. Mikrodiliisyon yontemi ile test edilen Ekinezya yaprak etil ekstraktinin bakterilere
karst MBC ve MIK degerleri

Yaprak Etil Ekstrakti
Mikroorganizmalar ]
No MBC MIK
pg/mL pg/mL

1 S. aureus 500 125
2 S. aureus ATCC 43300 500 62,5
3 S. enteritidis ATCC 13076 500 125
4 S. pneumoniae ATCC 10015 500 125
5 S. lutea ATCC 9341 500 125
6 S. typhimurium NRRLE 4463 500 125
7 Y. enterocolitica ATCC 1501 250 125
8 P. mirabilis ATCC 25933 500 125
9 E. faecalis ATCC 25212 62.5 62,5
10 | S. aureus ATCC 25923 500 250
11 | P. vulgaris 250 125
12 | E. coli 250 62,5
13 | Serratia marcescens 500 125
14 | S. epidermidis 500 125
15 | S. alpha haemolyticus 250 125
16 | E. faecium 500 250
17 | P. aeruginosa 500 125
18 | L. monocytogenes ATCC 7644 500 125
19 | E. durans 250 250
20 | Salmonella kentucky 250 125
21 | E. aerogenes ATCC 13048 250 125
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Grafik 4.1. Cigek su ekstraktinin bazi bakterilere karst antimikrobiyal etkinligi
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Grafik 4.2. Yaprak su ekstraktinin bazi bakterilere kars1 antimikrobiyal etkinligi
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Flower methanol extract
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Grafik 4.3. Cicek metanol ekstraktinin bazi bakterilere kars1 antimikrobiyal etkinligi
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Grafik 4.4. Yaprak metanol ekstraktinin bazi bakterilere kars1 antimikrobiyal etkinligi
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Flower ethyl acetate
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Grafik 4.5. Cicek etil asetat ekstraktinin bazi bakterilere kars1 antimikrobiyal etkinligi
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Grafik 4.6. Yaprak etil asetat ekstraktinin baz1 bakterilere kars1 antimikrobiyal etkinligi

Ekinezya ¢icek su ekstaktinin 62.5 pg/mL MIK konsantrasyonunda miikemmel
antimikrobiyal etkinkigi gram pozitif bakterilere karsi belirlenmistir (S. aureus
ATCC 43300 ve E. faecalis ATCC 25212). Bu duyarli bakterilerin c¢icek su
ekstraktina yonelik MBC degerleri, Tablo 4.3'te gosterildigi gibi sirasiyla 500 pg/
mL ve 125 pg/mL idi.
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MIK degeri 62.5 pg/mL olan yaprak su ekstrakt1 icin en savunmasiz bakteri, {ic gram
pozitif bakteri (S. aureus ATCC 43300, S. lutea ATCC 9341 ve E. faecalis ATCC
25212) ve bir gram negatif bakteri P. mirabilis ATCC 25933'e karsiydi. Bu bakteriler
icin MBC degerleri Tablo 4.4'te gosterildigi gibi 250-500 ug/mL araligindayda.

Bununla birlikte, ¢igek metanol ekstrakti, 62.5 ug / mL inhibitor konsantrasyonunda
gram pozitif bakteri E. faecalis ATCC 25212'ye ve gram negatif bakteri (P.
aeruginosa, Salmonella kentucky, E. aerogenes ATCC 13048) 'ye Kkarsi
antimikrobiyal etkinlik sergilemistir. MBC degerleri Tablo 4.5'de gosterildigi gibi
strastyla 250 pg/mL, 62.5 pg/mL, 125 pg/mL, 62.5 pg/mL idi.

MIK degeri 62.5 pg / mL ile yaprak metanol ekstresi icin en duyarli bakteri alti gram
pozitif bakteri (Staphylococcus aureus, E. faecalis ATCC 25212, S. alfa
haemolyticus, L. monocytogenes ATCC 7644 ve E. durans) ve dort gram negatif
bakteridir (P. vulgaris, E. Coli, Serratia marcescens, P. aeruginosa). Bununla

birlikte MBC degerleri, Tablo 4.6'da gosterildigi gibi 62.5-500 pg/mL araligindaydi.

Cicek etil asetat ekstrakti, 62.5 pg/mlL'de gram pozitif ve negatif bakterilere
(Staphylococcus aureus; E. faecalis ATCC 25212; S. aureus ATCC 25923, S. alpha
haemolyticus;, P. mirabilis ATCC 25933 ve P. vulgaris) kars1 iyi antibakteriyel
etkinlik gostermistir. MBC degerleri araligi, Tablo 4.7'de gosterildigi gibi 125-500
pg/mL idi.

Ayrica, yaprak etil asetat ekstrakti gram negatif bakterilere (E. coli) ve iki gram
pozitif bakteriye (S. aureus ATCC 43300 ve E. faecalis ATCC 25212) kars1 62.5
ng/mL MIK degeri ile antimikrobiyal etkinlik gdstermistir. MBC degerleri Tablo
4.8'de gosterildigi gibi sirastyla 250 pg/mL, 500 pg/mL, 62.5 pg/mL bulunmustur.

Minimum inhibisyon konsantrasyon degeri 62.5 pg/mL'nin, Ekinezya ¢icegi ve
yapraginin tiim ekstraktlar1 i¢in 21 gram pozitif ve negatif bakteriden 16'sina karsi
antimikrobiyal etkinkigi gdsterdigi sonucuna varilmistir. Ayrica, E. faecalis ATCC
25212 bakteri, bir gram pozitifdir ve diger bakteri suslari birbirinden farkl
duyarhliga sahipken 62.5 pg/mL MIK degerinde Ekinezya yaprag ve ¢iceginin tiim

ekstraktlarina (su, metanol ve etil asetat) en duyarli olanidir.
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Ek olarak, metanol ekstraktinin test edilen tiim bakteriler igin MIK deger araligi
62.5-125 pg/mL ile daha fazla antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu
gozlemlenmistir. Bununla birlikte, su ve etil asetat arali§1 sirasiyla 62.5-500 pg/mL
ve 62.5-250 pg/mL bulunmustur. Dahasi, 62.5 ug/mL MBC degeri ayrica birkag
bakteri susuna kars1 metanol ekstraktindan elde edilmistir. MBC sonuglar1 Fotograf

4.1'de gosterilmektedir.

Fotograf 4.1. Baz1 bakteri suslarina kars1 Ekinezya eksraktlart icin MBC sonuglart (a) ¢igek
H>O eksrakti (b) yaprak H,O eksrakti (c) ¢icek metanol eksrakti (d) yaprak
metanol eksrakti (e) ¢igek etil asetat eksrakt1 (f) yaprak etil asetat eksrakti
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4.3. DNA Koruma Etkinliginin Belirlenmesi

Hidroksil radikalleri, hidrojen peroksit ve siliperoksit anyonlar1 gibi oksidatif
islemlerin neden oldugu reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasi DNA zararina,
cesitli insan tiimorlerine ve ndrodejeneratif hastaliklara neden olmaktadir (Valko ve
ark., 2007). Ek olarak, bu calismada Ekinezya ¢iceginin ve yaprak ekstraktlarinin
koruyucu etkisi, Fenton'un oksidatif stres olarak reaksiyonunu kullanarak pUCI19
vektorii lizerinde analiz edilmistir. Ayrica, bunun hidroksil radikalleri yoluyla DNA
iceren hiicresel bilesenler iizerinde zararli bir etkisi vardir. Ekinezya'nin ¢igek ve
yaprak ekstraktlar1 iki konsantrasyon (10 ve 50 mg/mL) acisindan test edilmistir.
Tim ekstratklar, Sekil 4.1'de gosterildigi gibi, test edilen Ekinezya
konsantrasyonlariin hi¢birinde plazmid DNA ile koruyucu bir etkinlik

gostermemistir.
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Sekil 4.1. Ekinezya ¢icegi ve yaprak ekstraktlarinin DNA koruma analizi, 50 mg/mL.

4.4. Sitotoksik Aktivitenin Belirlenmesi

Ekinezya yaprag ve ¢icek eskraktlarinin sitotoksik etkileri, bir MTT hiicre canlilig
deneyi kullanilarak HeLa (servikal timdr hiicre ¢izgisi) tizerinde gerceklestirilmistir.
Ayrica, HeLa hiicre hatlar lizerinde 24-48 saat boyunca bes farkli konsantrasyonda
(62.5; 125; 250; 500 ve 1000 pg/mL) Ekinezya yapragi ve c¢icek ekstraktlar
kullanilmistir (Sekil 4.2-4.5). Kontrol hiicreleri ekstraktlarin higbiriyle muamele
edilmemistir. Ek olarak, hiicre morfolojisi degisikliklerini tespit etmek ig¢in ters

mikroskop kullanilmigtir. HeLa hiicreleri {izerindeki MTT sonuglarina gore,
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Ekinezya eskraktlarinin anti-proliferatif etkilerinin doza ve zamana bagli oldugu

ortaya ¢ikmistir.

Hela cells 24 hours ( flower extracts )

control

Water extract

250 ug 500 pg 1000 pg

Methanol extract

250 pg 3 500 pg 1000 pg

LEthyl acetate extract

500 pg 1000 pug

Sekil 4.2. Bes doz Ekinezya ¢igegi ekstrakti ile muameleden sonra 24 saat inkiibe edilmis
HeLa hiicrelerinin morfolojisi

Hela cells 48 hours ( flower extracts)

control

‘Water extract

250 ng 500 pg 1000 pg

Methanol extract

500 g 1000 pg

Ethyl acetate extract

250 pg

500 png 1000 g

Sekil 4.3. Bes doz Ekinezya ¢igegi ekstrakti ile muameleden sonra 48 saat inkiibe edilmis
HelLa hiicrelerinin morfolojisi
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Hela cells 24 hours ( leaf extracts )

control

Water extract

2.5 ue 25
ke : e 500 pg 1000 pg

Methanol extract

500 pg 1000 pg

625 g

Ethyl acetate extract

500 ng 1000 pg

Sekil 4.4. Bes doz Ekinezya yapragi ekstrakti ile muameleden sonra 24 saat inkiibe edilmis
HeLa hiicrelerinin morfolojisi

Hela cells 48 hours ( Leaf extracts)
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Sekil 4.5. Bes doz Ekinezya yapragi ekstrakti ile muameleden sonra 48 saat inkiibe edilmis
HelLa hiicrelerinin morfolojisi
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Ekinezya ¢icegi su ekstrakt1 62.5 pg/mL konsantrasyonunda, 24 saatte %88, 48 saatte
ise %73 anti-proliferatif etkiye neden olmustur. Ancak, hiicrelerin proliferasyonunu
Grafik 4.7-4.8'de gosterildigi gibi 48 saat sonra 1000 pg'de %9.7' ye kadar azaltmak
icin daha yiiksek dozlarda (> 62.5 pg) su ekstrakti gerektirmistir.
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Grafik 4.7. HeLa tiimér hiicre hatlarina karsi 24 saat boyunca inkiibe edilmis Ekinezya ¢icek
su eksrakti ile farkli konsantrasyonlarla muamele sonucunun MTT ve ICso
analizi
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Grafik 4.8. HeLa tiimdr hiicre hatlarina karsi 48 saat boyunca inkiibe edilmis Ekinezya ¢icek
su eksrakt1 ile farkli konsantrasyonlarla muamele sonucunun MTT ve ICsg
analizi
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Ekinezya ¢igcegi metanol ekstrakti, sitotoksik aktiviteyi, 24 saatte en diisiik

konsantrasyonda yaklasik % 66,12 oraninda, yiiksek konsantrasyonlu 1000 pg'deki

optimum aktiviteye ek olarak gostermistir. Burada hayatta kalma orani1 24 saat sonra

% 4,8 iken ve 48 saat sonra % 2.,4'e diismiistiir (Grafik 4.9- 4.10).

%% of cell survival

Methanol-Flower Hela 24 h

120
MeQH-Flower - HeLa 24h

100 i
80 ' ]CSD: 053 pgiml
6 ‘
60 !
(]
40 L '
9
20 Ry
0
]
T A S N e =5t &
& & \2 o & N 150 % 8
& @" N N ) QQ i
N Concentration

Grafik 4.9. HeLa tiimor hiicre hatlarina karsi 24 saat boyunca inkiibe edilmis Ekinezya ¢icegi

methanol eksrakti ile farkli konsantrasyonlarla muamele sonucunun MTT ve ICs

analizi
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Grafik 4.10. HeLa tiimor hiicre hatlarina kars1 48 saat boyunca inkiibe edilmis Ekinezya

cicegi methanol eksrakt1 ile farkli konsantrasyonlarla muamele sonucunun
MTT ve ICsg analizi
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Ote yandan, cicek etil asetat ekstrakti, ¢icek metanol ekstrakt: ile karsilastirildiginda,
tiim konsantrasyonlarda daha az anti-proliferatif gostermistir. Ekstrakt 1000 pg'de
sirastyla 24 saat ve 48 saat sonra sirastyla % 15.6 ve % 5.05 sitotoksik etki

gostermistir (Grafik 4.11-4.12).
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Grafik 4.11. HeLa tiimor hiicre hatlarma kars1 24 saat boyunca inkiibe edilmis Ekinezya
cigegi etil eksrakti ile farkli konsantrasyonlarla muamele sonucunun MTT ve
ICs analizi
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Grafik 4.12. HeLa tiimor hiicre hatlarma kars1t 48 saat boyunca inkiibe edilmis Ekinezya
cigegi etil eksrakti ile farkli konsantrasyonlarla muamele sonucunun MTT ve
ICsp analizi
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Yaprak su ekstraktinin etkileri, zamana ve ekstrakt konsantrasyonuna bagli olarak
cicek su ekstraktina benzer ¢ikmistir. Ek olarak, diisiik hiicre proliferasyon seviyeleri
500 pg ile tespit edilmis, hayatta kalma oran1 % 56,3 iken, 1000 pg ekstrakt ile bu
oran 24 saat sonra % 39,9'a inmistir. Ancak, yiiksek dozda 48 saat sonra hiicre

proliferasyonu % 8.9'a diisebilmistir (Grafik 4.13-4.14).
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Grafik 4.13. HeLa tiimor hiicre hatlarina kars1 24 saat boyunca inkiibe edilmis Ekinezya
yapragi su eksrakti ile farkli konsantrasyonlarla muamele sonucunun MTT ve
ICsp analizi
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Grafik 4.14. HeLa tiimor hiicre hatlarma kars1 48 saat boyunca inkiibe edilmis Ekinezya
yapragi su eksrakti ile farkli konsantrasyonlarla muamele sonucunun MTT ve
ICsp analizi
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Buna karsilik, yaprak metanol esktrakti, 24 ve 48 saatteki kontrol hiicre sayisina
kiyasla diisiik konsantrasyonda herhangi bir sitotoksik aktivite gdstermemistir.
Grafik 4.15-4.16'da sunuldugu gibi 1000 pg yiiksek konsantrasyonda, 48 saat sonra

% 21.4 ile anti-proliferatif etki gdstermistir.
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Grafik 4.15. HeLa tiimor hiicre hatlarina kars1 24 saat boyunca inkiibe edilmis Ekinezya
yapragi metanol eksrakti ile farkli konsantrasyonlarla muamele sonucunun
MTT ve ICs analizi
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Grafik 4.16. HeLa tiimor hiicre hatlarina kars1 48 saat boyunca inkiibe edilmis Ekinezya
yapragl metanol eksrakti ile farkli konsantrasyonlarla muamele sonucunun
MTT ve ICs analizi
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1000 pg'de HeLa tiimor hiicrelerinde 24 saat sonra tiim ekstraktlar arasindaki 6nemli

sitotoksik aktivite, yaprak etil asetat ekstraktindan elde edilmistir. 48 saat sonra

hiicrelerin ¢ogalmasi %3,8'e diisiirmesine ragmen, Grafik 4.17- 4.18'de gosterildigi

gibi c¢igek metanol ekstraktindan sonra etkilenen ikinci ekstrakt olarak kabul

edilmistir.
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Grafik 4.17. HeLa tiimor hiicre hatlarma kars1 24 saat boyunca inkiibe edilmis Ekinezya

yapragi etil asetat eksrakti ile farkli konsantrasyonlarla muamele sonucunun
MTT ve ICs analizi

120
100
80
60
40

%o of cell survival

20

Ethyl acetate-Leaf Hela 48 h
EA-Leaf - HeLa 48h
100
) L]
- IC5y= 304.7 gl
[4
£
]
o
%4
S
2
0 . r ' :
15 20 25 0 35
& Concentration
660 h‘,bqt ‘:\'&J ‘\Qﬁ% @Qf X 0‘2{«
K @ N W's ) \QQ

Grafik 4.18. HeLa tiimor hiicre hatlarma kars1t 48 saat boyunca inkiibe edilmis Ekinezya

yapragi etil asetat eksrakti ile farkli konsantrasyonlarla muamele sonucunun
MTT ve ICso analizi
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HeLa servikal tiimor hiicrelerine karsi yari-maksimum inhibitdr konsantrasyonu
(ICs0), Tablo 4.9'da sunulan her ekstrakt i¢in belirlenmistir. Ekinezya ¢icek ve yaprak
ekstraktlarinin sitotoksik etkisinin zamana bagli oldugu ve 48 saat boyunca
ekstraktlara maruz kalma siiresi ile ilgili etkinin iistiin oldugu ve Ekinezya cigek
metanol ekstaktinin sitotoksik etki acisindan en iyi oldugu sonucuna varilmistir.
Zamana bagli olan yontem, diisik miktarda ekstraktta tiimor hiicrelerinin
cogalmasimi belirler. Her ekstrakt icin degerler Ol¢lilmiis ve Grafik 4.7- 4.18'de

sunulmustur.

Tablo 4.9. Ekinezya ekstraktlart ile Hela hiicrelerinin hiicre canliligi (ICsp: yiizde elli etki
seviyesinde inhibitor konsantrasyon) tizerindeki etkileri

HeLa hiicreleri i¢in ICso (pg/ml)
Ekstrakt tiirti 24h 48h
Cicek su ekstrakti 571,7 258,0
Yaprak su ekstrakti 614,0 193.4
Cicek metanol ektstrakti 205,3 73,03
Yaprak metanol ektstrakti 927,5 742,8
Cigek etil asetat ekstrakt 541,0 489.,9
Yaprak etil asetat ekstrakti 327,2 304,7
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5. TARTISMA

Bitki alemi, birgok bitki biyolojik 0Ozellikleri bakimindan siirekli olarak
incelenmesine ragmen, heniiz saptanmasi gereken tibbi degeri olan maddeleri igeren
bircok tiirii barindirmaktadir (Khan ve Saurabh, 2011). Bitkiler, ¢esitli biyolojik
aktiviteler araciligryla ¢ok ¢esitli ikincil metabolitlerin biiyiik bir kaynagi oldugunu
gosterebilir. Immiinomodiilatér etkiler, antibakteriyel, antiviral, antienflamatuar,
antioksidan ve antikanser etkiler bitkilerin baslica Ozelliklerinden bazilaridir.
Ekinezya iirlinlerinden elde edilen fitokimyasallar, mikroorganizmalarin biiylimesini
kontrol etmek i¢in daha az toksik ve daha etkili ilaglarin gelistirilmesinde bir prototip
gorevi gorlir (Kumar ve Ramaiah, 2011). Bu bilesikler bakteri, mantar veya virlis
gibi insan mikroorganizmalarina kars1 onemli terapotik uygulamalara sahiptir. Sonug
olarak, sifali bitkiler farmasétik tirtinlere, nétr ceuticals ve besin takviyeleri iginde
kendine yer edinir. Ek olarak, dogal kaynaklardan gelen biyolojik 6zelliklerin
arastirilmas1 bilylik ilgi gornekte ve bu faaliyetler icin uygun ajanlar olarak islev
gorebilecek bilesiklerin taninmasi i¢in ¢aba gosterilmektedir (Plant ve Azedarach,

2012).

Bu aragtirmanin bulgulari, Ekinezya ¢igek ve yapragmin ¢esitli gram pozitif ve gram
negatif bakterilerin biiylimesini engelleme yetenegine sahip seri mikrodiliisyon
yontemiyle cesitli ¢oziiciilerde antimikrobiyel etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
Bu caligmada fitokimyasal bilesenler belirlenmis, ek olarak, Fenton’un pUCI19
vektorii lizerindeki reaksiyonunu kullanarak Ekinezya ekstratlar1 i¢in DNA koruma
etkinligi test edilmis ama bir etki tespit edilememistir. Ayrica, bu calisma, ilk kez
Ekinezya yapragi ve ¢icek ekstratlari nin, doz ve zamana bagh etkinlik yoluyla
servikal tiimor hiicre hatlar1 tizerinde anti-proliferatif etkinlige sahip oldugunu

gostermistir.

Bu calisma, Ekinezya yaprak ve cicegi i¢in tiim su, metanol ve etil asetat
eksraktlarinin insan patojenlerine kars1 aktif oldugunu gostermistir. Ote yandan,
metanol ekstrakti, E. faecalis ATCC 25212, Salmonella kentucky E. aerogenes
ATCC 13048, Staphylococcus aureus; S. alpha haemolyticus;, E. faecium; L.

monocytogenes ATCC 7644, E. durans, P. vulgaris, E. coli; Serratia marcescens; ve
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P. aeruginosa gibi gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi en az 62.5-125
pg/mL MIK degeri ile en yiiksek inhibitor etklinlik gdstermistir. Ayrica, calisma
aynt zamanda etil asetat ekstraktinin, su ekstrakti ile birlikte orta derecede
antimikrobiyal etkinlik gosterdigini de ortaya koymustur. Bu sonug, metanoliin, su
ve etanol gibi diger coziiciilere kiyasla tibbi bitkilerden antimikrobiyal etki elde
etmede ekstraktlarin en iyi ¢oziiciisii oldugunu belgeleyen ¢aligmalarla da tutarlidir
(Ahmad ve ark, 1998). Benzer bir arastirma, J. oxycedrus'un metanol ekstraktinin, 24
bakteri tiiriiniin 57 susunun biiyiimesi i{izerinde inhibe edici etkileri oldugunu, MiK

ve MBC degerlerine dayanarak ortaya koymustur (Karaman ve ark., 2003).

Ote yandan, en az MIK degerindeki tiim Ekinezya ekstraktlarina en duyarl bakteri,
gram pozitif olan ve esas olarak idrar yolu enfeksiyonu, zatiirre ve yara
enfeksiyonundan sorumlu olan E. faecalis ATCC 25212'dir. E. faecalis izolatlar,
coklu ila¢ direngli fenotiplere ve yiiksek seviye aminoglikosit direncine sahiptir
(Woods ve ark., 2017). Ayrica, E. faecalis, 6nemli bir insan nozokomiyal patojenidir
ve biyofilmleri formiile etme kabiliyeti, kateterle iliskili kan ve idrar yolu
enfeksiyonlarmma katkida bulunur (Kafil ve Mobarez, 2015). Diger bakteriler
duyarliliklarinda farkliliklar gostermistir. Daha Onceki bir calismada, hastanede
edinilen enfeksiyonlarin sikligiyla ortaya ¢ikan ve agir pndmoniye neden olan
metisiline direngli (MRSA) suslar olarak bilinen Staphylococcus aureus ¢aligilmistir.
Bununla birlikte, E. p 'nin preparasyonlari, MRSA'min ve ayrica MSSA’nin (metisilin
duyarli S. aureus) biiyiimesi lizerinde nispeten farkl etkilere sahiptir (Rubinstein ve
ark, 2008). Ek olarak, bu arastirma, Staphylococcus aureus'un E. p ekstraktlarina

kars1 duyarli oldugu diistintildiigiinde mevcut arastirmalarla uyumludur.

Daha 6nce yapilan bir bagka ¢alisma, Ekinezya ekstraktlarinin, ¢ogalmaya engel olan
ve enflamatuar etkilerin tersini gosteren bircok solunum yolu bakterisine karsi
etkisini bildirmistir. Bir calisma, E. p ekstraktinin ticari standardize edilmesinin
normalde pulmoner enfeksiyonlarla iliskili olan Streptococcus pyogenes' 1 ve
Haemophilus influenzae ve Legionella pneumophila iizerindeki bakterisit etkilerini
etkisizlestirebilecegini gdstermistir (Sharma ve ark., 2010). Bu sonuglar, E. p
ekstraktlarinin farkli gram pozitif ve negatif bakterilere kars1 antimikrobiyal etkinligi

oldugunu gosteren ¢alismamizla uyumludur.

54



Ayrica, Ekinezyanin farkli tilirlerinin bakteri suslarina karsi antimikrobiyal etkisini
gosteren baska calismalar da mevcuttur. Ornegin, Boscia angustifolia'min kok
ekstraktlarinin (sulu ve kloroform) Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa'ya karst etkili oldugu tespit
edilmistir (Hassan ve ark., 2006). Ek olarak, Elaeagnus angustifolia etil asetat
ekstrakti, ayn1 bakterilere kars1 bakteri oldiiriicii aktivite gostermistir (Khan ve ark.,
2016). Bu sonuglar, Ekinezya'y1 temsil eden ¢alismamizin bakteri iremesini 6nleme

yetenegine sahip oldugunu dogrulamaktadir.

Tan1 laboratuarlarinda, mikroorganizmanin bir antimikrobiyal maddeye karsi
direncini kanitlamak ve ayrica yeni antimikrobiyal ajanlarin aktivitesini izlemek i¢in
minimum inhibe edici konsantrasyonlar gereklidir. MIK genellikle bir organizmaya
karst bir antimikrobiyal ajanin aktivitesinin en temel laboratuvar ol¢iimii olarak
kabul edilir. Klinik olarak, hastanin alacagi antibiyotik miktarin1 ve kullanilan
antibiyotik tiiriinii belirlemek icin MIK kullanilmaktadir (Plant ve Azedarach, 2012).
Ayrica, mevcut arastirmada bitki 6zleri MIK degerleri, tablolarda gésterildigi gibi
MBC degerlerine esit veya daha diisiik ¢ikmistir. Bu, bitki eksraktlarinin diisiik
konsantrasyonlarin  yaninda bakteriyostatik oldugunu, ancak daha yiiksek

konsantrasyonlarda bakteri 6ldiirdiigiinii gostermektedir (Maji ve ark., 2010).

Bu calisma, Ekinezya cicek ve yapragin biitiin ekstraktlarinin (su, metanol ve etil-
asetat), Sekil 4.1'de gosterildigi gibi DNA korumasinda herhangi bir etkinlige sahip
olmadigimmi gostermistir. Ekinezya ekstraktlarinin iki konsantrasyonunda asir1
sarilmis DNA formunu korumadigi anlasilmigtir. Bu sonug, ekstraktlardaki
metabolitlerin Fenton reaktifinin DNA korunmasindan sorumlu olmadigindan
olabilir. Fenolik asitler ve flavonoidler gibi ekstraktlarda birka¢ Onemli bilesen

olmasina ragmen, diger taraftan, DNA'y1 koruma kabiliyetleri tespit edilmemistir.

Ayrica, bu ¢alismanin bulgulari, Ekinezya ¢igek ve yapraginin metanol ve etil asetat
ekstraktlarinin, insan servikal tiimor hiicre hatlar1 tizerinde doza ve zamana baglh
olarak yiiksek anti-proliferatif etkinligine sahip oldugunu ortaya koymustur. HelLa
hiicrelerinin yagama kabiliyeti, ekstraktlarla 48 saat boyunca muamele edildiginde 24

saate oranla azalmis ve hayatta kalma oraninin diisiik dozlara kiyasla 1000 pg/mL'de
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onemli Olgiide azalmistir. Sonuclar, metanol ¢icek ekstraktinin, 48 saat sonra 73.03
pg/mL ICso ile tiim ekstraktlar arasinda en diisiik konsantrasyon olan 62.5 pg/mL
boyunca sitotoksik aktivite gostermistir. Metanol ekstraktinin bu etkisi, Ekineyza

cicegindeki ve yapraklarindaki kikrik asit varligi ile agiklanabilir.

Onceki calismalarda, E. purpurea'nin sulu etanol ekstraktinin, insan kolon timor
hiicreleri Caco-2 ve HCT-116 iizerinde doza ve zamana bagl bir sekilde 6nemli anti-
proliferatif etki gosterdigi bildirilmistir (Tsai ve ark., 2012). Ek olarak, baska bir
calisma, li¢ Ekinezya tliriinden heksan kokii ekstraktlarinin, insan pankreas timori
MIA PaCa-2 ve kolon tiimérii COLO320 hiicre hatlar1 lizerinde potansiyel anti-
timor etkinligine sahip oldugunu ve konsantrasyon ve zamana bagh bir sekilde
hiicrelerin canliliginin azaldigimi ortaya koymustur (Chicca ve ark., 2007). Bu
sonuglar, HeLa servikal tiimor hiicre hattinin yasayabilirligini aynmi sekilde azaltan E.
purpurea'nin etkisini gosteren ¢alismamizla tutarli gériinmektedir. Bununla birlikte,
farmakolojik E. purpurea Ozelliklerinin ¢esitli profillerini olusturmak ig¢in

gelecekteki arastirmalara ihtiyac vardir.

56



6. SONUC

Bu aragtirmanin sonuglari, sifali bitki Ekinezyanin, birka¢ gram pozitif ve negatif
bakterinin duyarliligmi sunan antibakteriyel ektinlik dahil c¢esitli biyolojik
etkinliklere sahip oldugunu gostermektedir. Buna ek olarak, ekstraktlarin HeLa
servikal tiimor hiicre hattinin hiicre canliligini azaltma kabiliyetini gdsteren anti-
proliferatif aktivite, konsantrasyona ve zamana baglidir. Ekinezyanin aktif
bilesiklerinin birgogu tamimlanmis ve fitokimyasal profil fenolik asitlerin,

flavonoidlerin ve diger bilesiklerin varligi ortaya konulmustur.

Verilerimiz Ekinezya yapragi ve cicek ekstraktlarinin cesitli hastaliklara karsi bir
tedavi olarak farmasotik endiistrilerce gelistirilebilecek antimikrobiyal bilesenler
icerdigini gostermektedir. Ekinezyanin su, metanol ve etil asetat ekstraktlari, FE.
faecalis ATCC 25212 gibi test edilmis bakterilere kars1 6nemli inhibe edici etkiye
sahiptir. Ayrica, ekstraktlar, anti-tiimor dogal iiriinlerinin ve in vitro kanitlarinin
gelismesini saglayabilecek servikal tiimorlerde 6nemli sitotoksisiteyi indiikleyebilir
kemoterapotik ajanlar olarak kullanim i¢in uygundur. Bu bulgular, Ekinezya
bitkisinin tibbi onkolojideki potansiyel durumu hakkinda uygun bilimsel kanitlar
olusturmak i¢in baslangi¢c noktasidir. Bununla birlikte, tiim Ekinezya ekstraktlarinin
DNA koruma etkinligi acgisindan bir veri saglamadigi goriilmiistiir. Ekinezyanin
kisimlarinin - 6zellik profilini belirlemek ve farmakolojik mekanizmalarin ve
faydalarin anlagilmasin1  gelistirmek icin daha fazla arastirma yapilmasi

gerekmektedir.
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