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JUNIPERUS OXYCEDRUS, SMILAX ASPERA, GANODERMA LUCIDUM
TURLERINDEN ELDE EDILEN HAM OZUTLERIN ANTIKANSER,
ANTIOKSIDAN, ANTIMIKROBIYAL ETKILERININ ARASTIRILMASI VE
BiYOLOJIK AKTiVITELERININ KARSILASTIRILMASI

OZET

Gilinlimiizde kanser insan hayatini tehdit eden en 6nemli hastaliklardan biridir. Dogal
bitkilerden elde edilen bazi bilesiklerin kanserli hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisi
bilim insanlarinin dikkatini bu alan {izerine ¢ekti. Bu calismada Juniperus oxycedrus,
Smilax aspera, Ganoderma lucidum tiirlerinden elde edilen 6ziitlerin antikarsinojenik
aktiviteleri MCF7 (insan meme adenokarsinoma), A549 (Insan kiiciik hiicreli akciger
karsinomu), MDAMB231 (insan meme adenokarsinoma), Saos2 (Insan osteosarkom),
Neuro2A (Mus musculus noroblastoma), NA2B (Insan néroblastoma) kanser hiicre
hatlar1 ve VERO (Afrika yesil maymun bdbregi fibroblastr) normal hiicre hatti
tizerinde MTT testi ile analiz edildi. Test edilen 6ziitlerden en yliksek sitotoksik
aktivite Juniperus oxycedrus tarafindan 7,2 pg/ml’lik 1Csy degeri ile A549 hiicre
hattina kars1 elde edildi. Bunun yaninda VERO hiicre hattinda sitotoksik olmadigi ve
bunun sonucunda akciger karsinomuna karsi ideal bir aday oldugunu gdsterdi.
Antimikrobiyal etkiler MiK testi ile analiz edildi ve elde edilen sonuglar bu tiirlerin
potansiyel antimikrobiyal ajan olarak umut vaat ettigini gosterdi. Bu caligmada,
Juniperus oxycedrus, Smilax aspera, Ganoderma lucidum Oziitleri 517 nm'de
karakteristik absorbsiyona sahip kararli bir serbest radikal olan DPPH ile radikal
stiplirme kapasiteleri icin tarandi. En yiiksek radikal siipiiriicli aktivite sirasiyla S.
aspera (%61), G. lucidum (%50,1) ve J. oxycedrus (47,3) olarak elde edildi.

Anahtar kelimeler: Antikanser, Antimikrobiyal, Antioksidan, Ganoderma lucidum,
Juniperus oxycedrus, Smilax aspera.
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INVESTIGATION OF ANTICANCER, ANTIOXIDANT AND
ANTIMICROBIAL EFFECTS OF RAW EXTRACTS FROM JUNIPERUS
OXYCEDRUS, SMILAX ASPERA, GANODERMA LUCIDUM AND
COMPARISON OF THEIR BIOLOGICAL ACTIVITIES

ABSTRACT

Today, cancer is one of the most important diseases that threaten human life. The
cytotoxic effect of certain compounds derived from natural plants on cancerous cells
has attracted the attention of scientists to this field. In this study, the anticarcinogenic
activities of extracts from Juniperus oxycedrus, Smilax aspera and Ganoderma
lucidum were investigated for MCF7 (Human, breast, adenocarcinoma), A549
(Human small cell lung carcinoma), MDAMB231 (human, breast, adenocarcinoma) ,
Saos2 (Human osteosarcoma), Neuro2A (Mus musculus neuroblastoma), NA2B
(Mouse neuroblastoma) cancer cells and VERO (African green monkey kidney
fibroblast) normal cell lines by using MTT test. The highest cytotoxic activity from
the tested extracts was obtained by Juniperus oxycedrus versus A549 cell line with
ICsg value of 7,2ug/ml. However, it has been shown that extract is not cytotoxic in the
high cell viability of the VERO cell line, and as a result it is an ideal candidate for lung
carcinoma. Antimicrobial effects were analyzed by MIC test and the results showed
that these species are promising as potential antimicrobial agents. In this study,
Juniperus oxycedrus, Smilax aspera, Ganoderma lucidum extracts were screened for
radical sweeping capacities with DPPH, a stable free radical with characteristic
absorption at 517 nm. The highest radical scavenging activity was obtained as S.
aspera (61%), G. lucidum (50,1%) and J. oxycedrus (47,3), respectively.

Keywords: Anticancer, Antimicrobial, Antioxidant, Ganoderma lucidum, Juniperus
oxycedrus, Smilax aspera.
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GIRIS

Kanser, hiicrelerde DNA'nin hasar1 sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal bir
sekilde biiylimesi ve ¢ogalmasidir (URL-1). Kanser insan hayatin1 tehdit eden en
onemli hastaliklardan biridir. Dogal {iriinlerden izole edilen bazi potansiyel antitiimor
bilesikler arastirmacilart bitkilerin degisik kisimlarinin antitimor aktivitesini
belirlemeye yoneltmistir. Birgok kozalakli tiirlin bazi timor hiicre hatlar tizerinde

sitotoksik aktivitelere sahip oldugu rapor edilmistir (Sadeghi-aliabadi ve dig., 2009).

Canlilarda kimyasal siirecler, 6zellikle oksitlenme, serbest radikallerin olusmasina
neden olur. Yiiksek derecede reaktif olan serbest radikaller farkli molekiiller ile
kolayca reaksiyona girebilir ve bu nedenle hiicrelerin, zarar gérmesine neden olabilir.
Antioksidanlar serbest radikallerle reaksiyona girerek hiicrelere zarar vermelerini
onlemektedir. Antioksidanlar bu 6zellikleriyle hiicrelerin anormallesme ve sonug
olarak tiimor olusturma risklerini ve hiicre yikimini azalttiklar i¢in daha saglikli ve

yaslilik etkilerinin minimum oldugu bir yagam sans1 saglarlar (URL-2).

Son yillarda, yaygin bulasici hastaliklarin tedavisinde kullanilan ticari antimikrobiyal
ilaglarin  gelisiglizel ve yanlis kullanilmasi nedeniyle, insan patojenik
mikroorganizmalarinda ¢oklu ila¢ direnci gelismistir. Bu durum, bilim adamlarin1 yeni
antimikrobiyal kemoterapotik ajanlarin iyi bir kaynagi olan tibbi bitkiler gibi ¢esitli
kaynaklardan gelen yeni antimikrobiyal maddeler aramak ic¢in tesvik etmistir

(Karaman ve dig., 2003).

Cupressaceae (servi) ailesine ait kozalakli cinslerin en gesitlilik gdsterenlerinden biri
Juniperus’dur. Juniperus oxycedrus (katran ardici), bu cinsin en yaygin olan tiiriidiir.
Bir Akdeniz bitkisi olmasina karsin, Trakya'da ve Anadolu'nun bir¢cok yoresinde
rastlanir (Koyuncu ve dig., 2007). Tiirkiye’de; katran ardici, yapraklar1 ve meyveleri
yaygin olarak yaralari iyilestirmek, karin agrisi ve mide bozukluklari, kadin
hastaliklari, hemoroid, soguk alginligi, dkstiriik, bronsit, eklemlerde kalsinozis, mantar
enfeksiyonlarina karsi, diyabetes mellitus, bobrek iltihabit ve bdbrek tasini tedavi

etmek icin kullanilir (Tuzlaci ve Erol, 1993).



Saparna olarak bilinen Smilax aspera L., Liliaceae ailesine ait yaprak dokmeyen, son
derece sert calilardan olusan, tipik bir Akdeniz Bolgesi bitkisidir. Son yillarda,
saponinler sahip olduklar1 antidiyabetik, antitiimor, 6ksiiriik kesici ve antidemans ve
platelet agregasyon inhibitorleri dahil olmak {iizere bircok farkli biyolojik
aktivitelerden dolay1 giderek artan bir ilgi ¢ekmistir ( Sparg ve dig., 2004).

Smilax'in kanser, diyabet, yaralar, iltihaplar, kaynama ve {ilser dahil deri hastaliklar
gibi hastaliklarin iyilestirilmesinde kullanilan bir¢ok farmakolojik 6zellige sahip
oldugu bildirilmistir (Damayanthi ve dig., 2011). Ayrica ates, gut hastalig, ditiretik,
oftalmi, infertilite gibi hastaliklarin tedavisinde ve antioksidan kaynagi olarak da

kullanilmaktadir.

Reishi mantar1 (kelimenin tam anlamiyla "dogaiisti mantar") ikibin yildan fazla
zamandir geleneksel Cin tibbinda énemli bir sifali bitki olmustur. Reishi mantarinin
en yaygin olarak kullanilan tiirii Ganoderma lucidum ticari olarakta yetistirilmektedir.
G. lucidum Cin, Japonya ve diger Dogu iilkelerinde hipertansiyon, tiimor olusturucu
hastaliklar ve immiinolojik bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklarin dnlenmesinde ve

tedavisinde kullanilmaktadir (Russell ve Paterson, 2006).

Bu ¢alismanin amaci, Juniperus oxycedrus, Smilax aspera ve Ganoderma lucidum
tiirlerinden soxhlet apareyi ile elde edilen 6ziitlerin antioksidan, antimikrobiyal ve bazi

kanser hiicre hatlar1 lizerindeki antikanser etkilerinin arastirilmasidir.



1. GENEL BILGILER VE ONCEKIi CALISMALAR
1.1. Juniperus oxycedrus Hakkinda Genel Bilgi ve Onceki Calismalar

Tablo 1.1. Juniperus oxycedrus taksonomik siniflandirilmasi (URL-3)

Alem Plantae
Sube Coniferophyta
Sinif Pinopsida
Takim Pinales
Familya Cupressaceae
Cins Juniperus
Tir Juniperus oxycedrus L.

Juniperus oxycedrus’un taksonomik siniflandirilmast Tablo 1.1°de gosterilmistir.
Cogunlukla ¢ali durumunda gelisir. Yapraklar biz seklinde, batict ve {iglii daireler
seklindedir. Yapraklarin iist yiiziinde orta damar ile ayrilmis 2 beyaz ¢izgi bulunur.
Meyve kizilimsi kahverengi bir bakka olup Akdeniz bélgesi agacidir. Ulkemizde
yaygin olarak bulunur (Akman, 1996).
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Sekil 1.1. Juniperus oxycedrus’un illere gore Tiirkiye’de yayilimi (URL-3)
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Sekil 1.2. Juniperus oxycedrus dali ve meyvesi (URL-4)

Juniperus (ardig) tiirleri monoik ya da dioik, aga¢ veya cali formunda bitkilerdir. Disi
kozalak etli pullardan olusmustur, bakka tipindedir. Bu cinsteki tiirlerin bir kisminda
yapraklar subulattir (biz seklinde). Juniperus oxycedrus (katran ardici), bu cinsin en
yaygin olan tiirlidiir. Bir Akdeniz bitkisi olmasina karsin, Trakya'da ve Anadolu'nun
bir¢ok yoresinde rastlanir. Juniperus oxycedrus’un Tiirkiye’deki yayilimi Sekil 1.1°de
gosterilmistir. Dioik ve sik bir ¢ali, bazen kiiclik bir aga¢ formundadir. Yapraklar
subulat, dala dik ve ticlii vertisillat diziligli olup iist yliziinde boyuna, beyaz iki ¢izgi
gorliliir. Bakka tipindeki meyveleri 6-9 mm c¢apinda, kiire seklinde, kirmizimsi

kahverengidir. Sekil 1.2°de Juniperus oxycedrus’un dali ve meyveleri gosterilmistir.

Katran ardic1 dallarinin kuru distilasyonu ile Pix Juniperi (T.K.) (Katran ardic1,Oleum
cadinum) isimli bir drog (ilag¢ yapilmasinda kullanilan dogal organik, inorganik veya
sentetik kokenli, tedavi 6zelligi olan biitiin ham maddelere verilen genel isimdir) elde
edilmektedir. Kuvvetli antiseptik etki gosteren bu katran disaridan cilt hastaliklarinda,
uyuz, egzema, sackiranda verilen pomatlarin, sabunlarin bilesimine girer, yagh

saclarin tedavisinde kullanilir (Koyuncu ve dig., 2007)

Juniperus, Cupressaceae (servi ailesi) familyasina ait kozalakli cinslerin en ¢esitlilik
gosterenlerinden biridir. Bunlar genis 6l¢iide kuzey yarimkiire boyunca, kuzey kutup
dairesinden Afrika’nin tropik daglarina, yukarida orman yetigmeyen bolge sinirindan
deniz seviyesine kadar dagilmistir (Adams, 2011). Ozellikle Avrupa mutfaginda

baharat olarak kullanilan ardi¢ meyveleri, kozalaklardan tiiretilen tek baharattir. Bu



ardic meyveleri Kuzey Avrupa ve ozellikle Iskandinav mutfaginda et yemeklerine

keskin, net bir lezzet vermek i¢in kullanilmaktadir (Loizzo ve dig., 2007).

Ardig bitkilerinin baz: tiirleri toksik etkilere sahip olmasina ragmen, diinyanin cesitli
yerlerinde halk hekimliginde sik¢a kullanilmaktadir (Seca ve Silva, 2006). Tiirkiyede;
katran ardic1 yapraklar1 ve meyveleri yaygin olarak yaralari iyilestirmek, karin agrisi
ve mide bozukluklari, kadin hastaliklari, hemoroid, soguk alginligi, oksiiriik, bronsit,
eklemlerde kalsinozis, mantar enfeksiyonlarina karsi, diyabetes mellitus, bobrek
iltihab1 ve bobrek tagini tedavi etmek i¢in kullanilir (Tuzlact ve Erol, 1993; Yesilada
ve dig., 1995; Honda ve dig., 1996). Ayrica kaynatilmig katran ardici yapraklari
(Juniperus oxycedrus ssp. oxycedrus L.) Egirdir ve Isparta’da kan sekeri seviyesini

diisiirmek i¢in dahili olarak kullanilmaktadir (Tuzlaci ve Erol , 1993).

Katran ardici (Jumiperus oxycedrus L.) diinya capinda Juniperus genusunun 10
tiirtinden biridir (Adams, 1998). Bu ¢al1 veya agag tipik bir Akdeniz dagilimina sahiptir
ve Iber Yarmmadasi'nda J. oxycedrus ssp. oxycedrus dahil J. oxycedrus ssp.
macrocarpa (Sibth & Sm.) Ball. ve J. oxycedrus ssp. badia Debeaux. olmak iizere {i¢
alt tiirii kabul edilmistir (Amaral Franco, 1964). Ilk bahsedilen tiir Tiirkiye nin

Marmara ve Ege bolgesinde en bol bulunanidir (Amaral Franco, 1986).

Juniperus oxycedrus ssp. oxycedrus (Ispanya’dan) yaprak ve koklerinin metanol ve
diklorometan ekstraktlari normotensif ratlarda kan basincini diisiiriir, histamin
seratonin ve asetilkolin tepkisini inhibe etmekte ve 6nemli dlgiide antienflamatuar
aktivite gostermektedir (Bello ve dig., 1997; Moreno ve dig., 1998; Moreno ve dig.,
1998).

Juniperus oxycedrus bitkisinin dallar1 ve odun kismindan yikici distilasyonla elde
edilen empromatik bir yag yaygin olarak kronik, egzama ve diger cilt hastaliklarinm
tedavi etmek i¢in, insan ve veteriner dermatolojisinde kullanilmaktadir (Bouhlal ve

dig.,1988).

Saf hale getirilmis ardi¢ yag1 sabunlar, deterjanlar, kremler, losyonlar ve parfiimlerde
bir koku bileseni olarak kullanilmaktadir (Leung ve Foster, 1996). Ayrica bu bitki ayn1

zamanda hiperglisemi, obezite, tiiberkiilloz, bronsit ve pndémoni gibi cesitli



rahatsizliklarin tedavisinde halk ilaci olarak kullanilmaktadir ( Sanchez de Medina ve

dig., 1994; Swanston-Flatt ve dig., 1990).

Son yillarda, yaygin bulasici hastaliklarin tedavisinde kullanilan ticari antimikrobiyal
ilaglarin  gelisiglizel ve yanlis kullanilmasi nedeniyle, insan patojenik
mikroorganizmalarinda ¢oklu ilag¢ direnci gelismistir. Bu durum, yeni antimikrobiyal
terapotik ajanlarin iyi bir kaynagi olan tibbi bitkiler gibi ¢esitli kaynaklardan gelen
yeni antimikrobiyal maddeler aramak i¢in bilim insanlarini tesvik etmistir (Karaman

ve dig., 2003).

Juniperus tiirlerinin yapraklar1 ve meyvelerinden elde edilen ugucu yaglar, birkag
ylizyildir kozmetik ve tibbi amaglar icin kullanilmaktadir. Meyve ve odun kisminin
buhar damitma yoluyla ya da odun 6ziiniin (katran ardic1 yagi) kuru damitilmasi yolu
ile elde edilen yaglar bagirsak seridi (tenya), tifo, ciizzam gibi bir¢cok hastaligin
tedavisi i¢in uygulanir. Ardi¢c meyveleri ve yapraklar diiiretik, antiseptik, gaz giderici,
antiromatizmal, antifungal ve dezenfektan &zellikleri nedeniyle halk hekimliginde

kullanilmaktadir ( Loizzo ve dig., 2007).

Karaman ve ark. (2003) yaptig1 bir ¢calismada Juniperus oxycedrus yapraklarinin sulu
ve metanol Oziitlerinin in vitro antimikrobiyal Ozelliklerini arastirmistir. Bitki
ornekleri Tiirkiye’nin Marmara bolgesinde yer alan Kocaeli, Gebze Pelitli Koyii'nden
toplanmistir. Oziitlerin antimikrobiyal aktivitesi 56 bakteri tiiriine ait 143 laboratuvar
susu ve 5 mantar tiirlinden elde edilen 31 izolat {izerinde disk diflizyon testi, minimal
inhibisyon konsantrasyonu (MIiK), minimal bakterisit konsantrasyonu (MBK)
degerlerine dayanilarak degerlendirilmistir. J. oxycedrus’un sulu Oziitleri
mikroorganizmalar iizerinde herhangi bir oOldiiriicii etki gostermezken, metanol

Oziitleri Acinetobacter, Bacillus, Brevundimonas, Brucella, Enterobacter,

Escherichia, Micrococcus, Pseudomonas, Staphylococcus ve Xanthomonas cinslerine
ait 24 bakteri tiiriiniin 57 susunun biiylimesi iizerinde inhibitdr etkiye sahip oldugu
goriilmiistiir. Buna ek olarak 11 Candida albicans izolati da 31,25-250pg/ml’lik

konsantrasyonda inhibe edilmistir (Karaman ve dig., 2003).

Orhan ve ark. (2011) yaptig1 ¢alismada Juniperus communis ssp. nana, Juniperus

oxycedrus ssp. oxycedrus, Juniperus sabina, Juniperus foetidissima ve Juniperus



excelsa tiirlerinin yapraklari, olgunlasmis meyve ve olgunlasmamis meyvelerinden
elde edilen sulu ve etanol oziitleri in vitro asetilkolinesteraz (AChE) ve
biitirilkolinesteraz (BChE) inhibitor etkisi ve antioksidan aktivitelerini aragtirmistir.
Oziitlerin kolinesteraz inhibisyonu ELISA mikroplaka okuyucu kullanilarak
taranmistir. Oziitlerin antioksidan aktivitesi 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl (DPPH) ve
stiperoksit radikal siipliriicii, demir iyon selatlama ve demir iyonu indirgeyici
antioksidan giicii (FRAP) deneyleri ile test edilmistir. Oziitlerin toplam fenolik ve
flavonoid icerikleri spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Oziitler AChE kars1 diisiik
ya da hi¢ inhibisyon gostermezken, J. foetidissima yapragmin sulu 6ziitsi yiliksek
BChE inhibisyonu gostermistir (93,94 £+ 0,01%). Yaprak oziitleri, genellikle daha
yiiksek bir antioksidan aktivite ortaya koymustur (Orhan ve dig., 2011).

Yapilan bir ¢alismada Tiirkide’deki Juniperus oxycedrus L. ssp oxycedrus (Joo) ve
Juniperus oxycedrus L. ssp. macrocarpa (Sibth.&Sm.) Ball. (Jom) olgun
meyvelerinden elde edilen metanol Oziitlerinin fenolik profili ve bazi biyolojik
Ozelliklerinin degerlendirilmesi ve karsilagtirllmasi amaglanmigtir. Toplam fenolik
madde igerigi olarak Jom (17,89 + 0,23 mg GAE/g 6ziitsi) Joo (5,14 £ 0,06 mg GAE/g
oziitsi)'dan 3 kat daha yiiksek olarak bulunmustur. HPLC-DAD-ESI-MS analizi
sonucu Joo ve Jom i¢in benzer bir flavonoid parmak izi ortaya koyarken, kantitatif
iceriginde bir fark tespit edilmistir (4632 ug/g ve 12.644 Ig/g 6ziit). Buna ek olarak,
Jom (5765 lg/g o6ziit)’da sadece ii¢ fenolik asit oldugu ve bunlardan en bol olanm
protokatesuik asit oldugu tespit edilmistir. Oziitlerin antioksidan kapasiteleri farkl1 in
vitro deneyler ile degerlendirilmistir: DPPH ve TBA testlerinde Jom daha giiclii bir
aktivite gosterirken, Joo daha yiiksek indirgeyici giic ve metal selatlama aktivitesi
gostermistir. Joo ve Jom HepG2 hiicre canlilifini etkilemedigi ve her iki 6ziitde de
Artemia salina’ya kars1 neredeyse toksik olmayan etki gosterdigi tespit edilmistir

(Taviano ve dig., 2013).

Epidemiyolojik calismalar, antioksidan ag¢isindan zengin gidalarin tiiketimi ve
oksidatif strese bagli ¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikisi arasinda acik bir ters korelasyon
oldugunu gostermistir (Pandey ve Rizvi, 2009). Antioksidanlar ayrica lipid
peroksidasyonunu bastirmak ve dolayisiyla gida kalitesi ve istikrart gelistirmek igin
gida endiistrisinde kullanilabilmektedir. Gida ve ila¢ endiistrisinde en yaygin olarak

kullanilan  antioksidanlar  biitillenmis  hidroksianisol (BHA), biitillenmis



hidroksitoliien (BHT), tert-biitilhidrokinon (TBHQ) ve propil galat (PG)‘dir (Ngo ve
dig., 2011). Ancak, gida iirlinlerinde sentetik antioksidanlarin kullanimi bunlarin olasi
saglik tehlikeleri nedeniyle yonetmeliklerle siki kontrol altindadir; tistelik tiiketiciler
gida ve katki maddelerinin besin degeri ve giivenligi hakkinda giderek bilingli hale
gelmektedir. Bu nedenlerle bitkilerden elde edilen antioksidan kullanimi, sentetik
olanlara bir alternatif olarak, gida endiistrisinde giderek artan bir 6neme sahip
olmaktadir. Fenolik asitler, flavonoidler, tanen ve ligninleri i¢ceren fenolik bilesikler,
dogal antioksidanlarin ana sinifin1 temsil eder. Fenolikler birka¢ yoldan antioksidan
olarak hareket ederler; bunlar radikal siipiiriictidiir ¢iinkii fenolik gruplar miikemmel
niikleofillerdir ve bunun yaninda lipid peroksidasyonu sirasinda fiiretilen serbest
radikallere baglanarak oksidasyon reaksiyon kirici olarak davranirlar. Buna ek olarak
oksidasyon iireten metal iyonlarinin selatoru olarak hareket ederler (Han ve Baik,
2008). Fenolik bilesiklerin antimikrobiyal aktivite olarak onemi kanitlanmistir; ¢cok
sayida patojenik bakteriye karst mikrop Oldiiriicli aktivitesi belgelenmistir (Daglia,

2012; Fattouch ve dig., 2007).

Halk hekimliginde J. oxycedrus meyveleri yaygin olarak gastrointestinal bozukluklar,
soguk algmhginin tedavisinde, Oksiirikk balgam soktiiriicii olarak, eklemlerde
kalsinozisi tedavi etmek icin ve bobrek tasi gegirmek icin idrar soktiiriicii, {irinal
iltihaplara kars1, hemoroid ve hipoglisemik olarak olarak kullanilmaktadir (Akkol ve
dig., 2009). Yapraklar1 ve meyveleri paraziter hastalik i¢in distan uygulanir. J.
oxycedrus yapraklar, re¢ine, kabugu ve meyve Oziitlerinin ¢ok sayida
mikroorganizmanin biiyiimesini inhibe ettigi bulunmustur (Karaman ve dig., 2003).
Ek olarak, J. oxycedrus Dalmagya'da yaygin olarak geleneksel tibbi konyak
hazirlanmas i¢in kullanlmaktadir (Oztiirk ve dig., 2011). J. oxycedrus ssp. oxycedrus
meyve ve yapraklari ¢ay olarak dahili ve meyveleri doviiliip ezilerek diyabet tedavisi

icin Tirkiye'de tiiketilmektedir (Orhan ve dig., 2012).

Loizzo ve ark. (2007) yaptig1 ¢calismada J. oxycedrus ssp. oxycedrus meyve ve odun
kisimlarmin esansiyel yaglarini deneme olarak GC ve GC/MS ile tespit etmistir.
Meyvelerinden 50 bilesik elde edilirken, odun kisminin esansiyel yagindan 23 bilesik
tespit edilmistir. J. oxycedrus ssp. oxycedrus meyve yaglari yiiksek a-pinen (% 27,4)
ve B-mirsen (% 18,9) icerikleriyle karakterize edilmistir. Antioksidan aktivitesinin

DPPH yontemi ile in vitro olarak degerlendirilmesi sonucu hem odun i¢in 1,45ul/ml



hem de meyve i¢in 7,42ul/ml 'lik ICsy degerleriyle 6nemli bir etki gdstermistir.
Hipoglisemik aktivite a-amilaz inhibisyonu yoluyla aragtirllmigtir. Sonuglar
J.oxycedrus ssp. oxycedrus odun kismindan hidrodistilasyonla elde edilen yagin
3,49ul/mI’lik ICsy degeri ile ilging bir aktivite sergiledigini ortaya koymustur (Loizzo
ve dig., 2007).

Sadeghi-aliabadi ve ark. (2009) yaptig1 bir ¢calismada Juniperus excelsa ssp. excelsa
ve J. excelsa ssp. polycarpos ug¢ dallar1 ve meyveleri toplanmis, kurutulmus ve
perkolasyon prosediirii yoluyla etanol/H,O (80/20 hacim/hacim) ile ekstrakt edilmistir.
Oziitler kurutulmus, etanol iginde yeniden tesekkiil ettirilmis ve sitotoksik etkileri
farkl1 konsantrasyonlarda ELISA ile MTT deneyi kullanilarak kanser hiicreleri
izerinde belirlenmistir. Bu ¢alismada MDAMB468 (insan meme adenokarsinomu),
HeLa (insan serviks adenokarsinomu) ve KB (insan epidermal karsinomu) hiicreleri

kullanilmistir.

J. excelsa ssp polycarpos erkek ve disi dallarin 6ziitleri yani sira J. excelsa ssp. excelsa
meyve Oziitleri KB (insan epidermal karsinomu) hiicrelerine karsi inhibitor etkinlik
gostermistir. J. excelsa ssp. polycarpos disi dal ve meyve 6ziitleri 3 hiicre hattina kars1
da sitotoksik etki gostermistir. J. excelsa ssp. polycarpos'tan elde edilen Oziitler test
edilen pekcok hiicre hattina karsi doksorubisin ile karsilagtirilabilir sitotoksik etki
gosterirken, J. excelsa ssp. excelsa meyve oOziitleri sadece KB (insan epidermal
karsinomu) hiicrelerine karsi inhibitor etki gostermistir (Sadeghi-aliabadi ve dig.,

2009).

Yapilan diger bir ¢calismada Juniperus macrocarpa tirlerinden elde edilen 6ziit ve
esansiyel yaglarinin fenolik ve terpen profilleri ayrica antioksidan, antiinflamatuar ve
antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. 45 fenolik icerigi LC-MS / MS ile tespit
edilmistir. Buna gore, yaprak ve kozalak tohumu 6ziitleri arasinda énemli dl¢tide farkli
kompozisyonlar bulunurken, baskin bilesikler ise rutin, katesin, quersitrin, epikatesin
ve amentoflavone olarak belirlenmistir. GC-MS monoterpenler baskin ve en bol
bilesik olarak bir a-pinen olmakla birlikte, basit terpen kompozisyonu gostermistir. J.
macrocarpa 6zitsi ve ugucu yaglari butile hidroksianisol (BHA) ile karsilastirilabilir
orta derecede yiiksek aktivite gosterdigi gozlenmistir. Kozalak tohumlari, PGE2

iretimine kars1 yliksek proenflamatuar aktiviteye sahip Oziitleri ile Onemli



antiinflamatuar aktivite gostermistir. Ucucu (esansiyel) yaglar, gram pozitif
bakterilere karsi, Ozellikle yapraklar Clostridium perfringens'e karst Onemli

antimikrobiyal aktivite gostermistir (Lesjaka ve dig., 2014).

Dogal iirlinlerden izole edilen bazi potansiyel antitiimor bilesikler arastirmacilari
bitkilerin degisik kisimlarinin antitiimor etkisini belirlemeye tesvik etmistir. Bircok
kozalakl tiirlin baz1 timor hiicre hatlar {izerinde sitotoksik aktivitelere sahip oldugu
rapor edilmistir. Yapilan bir ¢alismada Juniperus foetidissima ve J. sabina meyveleri
ve dallar1 toplanmis, kurutulmus ve bunlarin etanol 6ziitleri filtreleme kullanilarak elde
edilmistir. Oziitler diisiik basing ile kurutulmustur ve farkli konsantrasyonlarda (5, 10,
20pg/ml) sitotoksik etkileri {i¢ timoér hiicre hattina (HeLa (insan serviks
adenokarsinomu), KB (insan epidermal karsinomu), MDAMB468 (insan meme
adenokarsinomu)) karst 540nm'de ELISA kullanilarak, MTT testi ile
degerlendirilmistir. J. foetidissima’nin erkek ve disi dal 6ziitleri ve J. sabina'nin meyve
oziitleri KB (insan epidermal karsinomu) hiicrelerine karsi inhibitor aktivite
sergilemistir. J. foetidissima erkek dal 6ziitleri ve J. sabina meyve Oziitleri HeLa (insan
serviks adenokarsinomu) hiicre hattina kars1 sitotoksik (hiicre hayatta kalma %50'den
az) etki gostermistir. MDAMBA468 (insan meme adenokarsinomu) ile ilgili olarak,
sadece J. foetidissima erkek dal 6ziitleri sitotoksik etki gostermistir. J. sabina 6ziitleri
test edilen konsantrasyonlarda sitotoksik etki gostermemistir. MTT testi ile elde edilen
sonuglara gore KB hiicreleri, diger hiicre hatlarindan ¢ok daha hassas oldugu

goriilmistiir (Sadeghi-aliabadi ve dig., 2009).

Angioni ve ark. (2003) yaptig1 bir ¢alismada Juniperus oxycedrus L. spp. oxycedrus,
Juniperus phoenicea spp. turbinata ve Juniperus communis spp. communis olgun ve
olgunlasmamis meyve ve yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin bilesimi GC-MS
ile analiz edilmis ve mikrobiyolojik deneyleri gerceklestirilmistir. Numuneler degisik
yorelerden (Sardinya, italya) toplanmis ve hidro distile edilmistir. Uriin verimleri
%2,54+0,21 (v/w kuru agirlik) ve %0,04+0,00 arasinda degismektedir. 36 bilesenin
tamami tanimlanmigtir. Ugucu yaglardaki temel bilesikler; R-pinen, a-pinen, A-3-
carene, sabinen, mirsen, K-felandren, limonen ve D-germakren. Hem tiirler arasinda
ve bitkinin farkli pargalar1 arasindaki nitel ve nicel farkliliklar gdzlenmistir. Ugucu
yaglar ve bunlarin ana bilesikleri Candida albicans, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa'ya karsi test edilmistir ve minimum
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inhibitér konsantrasyonu (MIK) ve minimum bakteri dldiiriicii konsantrasyonlar
(MBK) tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, anlamli olmayan bir inhibitér etkiye
gotiirmistilir, bununla birlikte Juniperus phoenicea ssp. turbinata'dan elde edilen tiim
ucucu yaglar ve Juniperus oxycedrus ssp. oxycedrus yapraklarindan elde edilen ugucu
yaglar Candida albicans ve Staphylococcus aureus'a karsi nispeten iyi veya zayif bir

aktivite sergilemistir (Angioni ve dig., 2003).
1.2 Smilax aspera Hakkinda Genel Bilgi ve Onceki Calismalar

Tablo 1.2. Smilax aspera taksonomik siiflandirilmasi (URL-5)

Alem Plantae
Sube Magnoliophyta
Siif Liliopsida
Takim Liliidae
Familya Smilacaceae(Liliaceae)
Cins Smilax
Tiir Smilax aspera L.

Saparna olarak bilinen Smilax aspera L., Liliaceae ailesine ait yaprak dokmeyen, son
derece sert calilardan olusan, tipik bir Akdeniz Bolgesi bitkisidir. Smilax aspera’nin

taksonomik siniflandirilmasi Tablo 1.2°de gdsterilmistir.

Smilax cinsinin yurdumuzda iki tiirii yetisir. Biri yapraklan kordat, meyveleri kiiremsi
olan ve daha ¢ok Kuzey Anadolu' da yayilis gosteren S. exelsa, digeri de yapraklar
sagittat, meyvalar1 armut seklinde ve kahverengi olan ve genellikle Bat1 ve Gliney'de
yetisen S. aspera’ dir. Birincinin tohumlarindaki zar (arillus) gicir ismiyle esneklik
vermek i¢in sakiza katilir. Ayrica kirmizi renkli bakkalardan olusan meyve durumlari
Ruscus aculeatus veya Ilex dallarimin tepesine baglanarak kokina adiyla siis ¢icegi
olarak satilir. Her iki tiirlin de geng siirgilinleri Anadolu' da sebze olarak, haslandiktan
sonra yumurta ile pisirilerek yenilebilmektedir (Koyuncu ve dig., 2007). Smilax

aspera’nin Tiirkiye’deki yayilimi Sekil 1.3’de gosterilmistir.
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Sekil 1.3. Smilax aspera’nin illere gore Tiirkiye’de yayilimi (URL-5)

Sekil 1.4. Smilax aspera bitkisi
dali ve meyveleri (URL-6)

Smilax (saparna) cinsi tirmanici, dikenli gdvdeli ¢ok yillik bitkilerdir. Yapraklar
alternan diziligli lamina ovat kordat veya sagittat ve sapli olup stipullart metamorfoze
olarak siiliik seklini almistir. Cigekler yapraklarin koltugunda, salkim veya basit
semsiye durumundadir. Meyve kirmizi veya kahverengidir. Smilax aspera’nin dali ve
meyvesi Sekil 1.4’te gosterilmistir. Bu cinsin Orta Amerika'da yetisen Smilax ornata,
S. medica, S. officinalis ve S. utilis tiirlerinin kokleri Radix sarsaparillae T.K. (Saparna
kokii) adi verilen ve bir ¢cok kodeks ve farmakopede kayitli olan bir drogdur.
Bilesiminde saponozit yapisinda bilesikler bulunur, baslicalari sarsaponozit ve
smilasaponozit'tir, ayrica nisasta da vardir. Deri hastaliklarinda, ditiretik olarak ve

clizzamda yani antileprd (lepra=ciizzam) olarak kullanilir.
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Smilax aspera bitkisinin yapraklar1 ve koklerinin yenebilen kullanimi vardir: kokleri
yumusak igeceklerin bir bileseni olarak kullanilir ve geng siirgiinleri pisirilerek
kuskonmazin yerine kullanilmaktadir (Longo ve Vasapollo, 2006). Bunun yaninda S.
aspera geleneksel olarak sifilis, diyabet ve romatizma tedavisi i¢in ve kadinlarda
menopoz semptomlarinin tedavisinde bir antioksidan olarak kullanilir (Harb ve dig.,
2009). Ayrica S. aspera temizleyici, terletici, idrar soktiirlicii, uyarict ve tonik
aktivitesinden dolay1 bitkisel ilag uygulamalarinda yer almaktadir (Longo ve

Vasapollo, 2006).

Steroidal saponinler ileri olusum, hemolitik aktivite, balik toksisite ve kolesterin
kompleks olusumu gibi 6zelliklere sahiptirler (Kang ve dig., 2007). Son yillarda,
saponinler sahip olduklar1 antidiyabetik, antitiimdr, oksiiriik kesici, antidemans ve
platelet agregasyon inhibitdrleri dahil olmak {iizere bircok farkli biyolojik
aktivitelerden dolay1 giderek artan bir ilgi ¢ekmistir ( Sparg ve dig., 2004).

Smilax aspera L. bitkisinin petiol (yaprak sap1) tabaninda parlak ve kalp seklindeki
yapraklara bir ¢ift sarmasik filizi eslik eder. Dallanmis kiimeler seklinde olan ¢icekler
dioiktir (erkek ve disiler ayr1 bitkilerde); boyutlar1 2-4 mm arasinda olan meyveler
olgunlagtiginda kirmizi bir renk alir. Ayrica tibbi kullanimi vardir: koklerinin

temizleyici, terletici, idrar soktiiriicii, uyarici ve tonik 6zellikleri vardir (Chiej, 1984).

Yapilan bir ¢alisma ikisi yeni bulunan ((25S)-26-O-B-D-glucopyranosyl-53-furostan-
1B,3B,220,26-tetraol-1-O-f-D-glucopyranoside ve (25S)-26-O-p-D-glucopyranosyl-
5B-furostan-1p,2f3,3B,5B,22a,26-hexaol) ve 5 tanesi onceden bilinen ((255)-26-O-f3-
D-glucopyranosyl-5B-furostan-3f,22a,26-triol-3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-O-
B-D-glucopyranosyl-(1—2)-O-B-D-glucopyranoside,(25S)-26-O-B-Dglucopyranosyl-
5B-furostan-3f,22a,26-triol-3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—2)-O-Bglucopyranoside,

trans-resveratrol, (+) catechin ve (—) epicatechin) toplamda 7 saponin kullanilarak
yapilmustir. Tiim saponinler, kapsamli spektroskopik ¢oziimlemeye tabi tutulmus 22-
OM:e tiirevleri gibi izole edilmistir. Izole furostanol saponinler notral kirmizi ve MTT
testi kullanilarak normal insan amniyotik ve insan akciger karsinoma hiicre hatlarina
kars1 sitotoksik aktivitesi i¢in degerlendirilmistir. /n vitro deneyler 32,98-94,53uM
araliginda degisen ICsy degerleri ile, doza bagli olarak Gnemli bir sitotoksisite

gostermistir (Ivanova ve dig., 2011).
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Bir serbest radikal en az bir ¢iftlenmemis elektrona sahip ve bu nedenle stabil olmayan
ve yiiksek dlciide reaktif bir atom veya atomlar grubudur. insan radyasyon ve kirlilik
yoluyla ortamda serbest radikallere maruz kalmaktadir. Serbest radikaller hiicre zarina
saldirir, DNA dahil olmak iizere hiicre organellerine zarar vererek genetik materyalin
yanlig translasyonuna sebep olur (Patel ve dig., 1999). Onlarin bu aktivitelerine
antioksidanlar reaktif ara tirlinleri detoksifiye eden veya olusan hasari kolayca tamir
eden dengeleyici ve koordine edici sistemleri ile karsi koymaktadir. Antioksidanlar bu
serbest radikalleri temizler ve hiicrelerin genglesmesine veya yasam siirecini stabilize
etmesine olanak vermektedir. Bu dengenin altiist olmasi, hiicre hasar1 ve 6liime yol
acan oksidatif strese neden olur (Halliwell ve Gutteridge, 1984). Yapilan bir ¢alisma
Smilax zeylanica L. rizomlar1 ve koklerinin antioksidan 6zelligi arastirmak amaciyla
in vitro yontemler kullanilarak yapilmistir. Bitkinin, metanol ve sulu 0ziitleri
antioksidan aktivitesi i¢in in vitro olarak degerlendirilmistir. Metanol 6ziitsi DPPH,
hidrojen peroksit ve ABTS serbest radikallere karsi potansiyel siipiiriicii bir etki
gostermistir. HPLC caligmalari, her iki 6ziit {izerinde gergeklestirilmistir. Calisma, S.
zeylanica 0ziitlerinin farkli in vitro sistemlerde giiclii antioksidan etki gdsterdigini

ortaya koymustur (Murali ve dig., 2011).

S. aspera galilik veya seyrek ormanlikta yetisir. Tohumlar1 genellikle kuslar tarafindan
yayilir. Tiir, Akdeniz ve Dogu Afrika'nin dogusundan, Hindistan, Kesmir, Sri Lanka,
Himalaya ve Yunanistanin kuzeybatisi, Cin boyunca dagilim gosterir. Bu tiiriin yaygin
dagilimina bakildiginda, S. aspera niifusu genetik analiz tiirlerinin evrimini etkileyen
tarihsel siiregleri anlamasi ve ayrica Akdeniz'de biiylik kara pargalarina kiyasla
okyanus adalarinda mikroevrimsel stiregleri arastirmak igin yararli olmaktadir.
Yapilan bir ¢calismada S. aspera icin 14 yeni bilesik mikrosatellit markeri karakterize
edilmis ve cinsin diger tiirlere onlarin aktarilabilirligi disiiniilmiistiir. Mikrosatellit
belirtecler bu tiiriin populasyon genetigi incelemek i¢in Smilax aspera igin
gelistirilmistir. Bilesik mikrosatellit isaretleyici teknigi kullanarak, 11 polimorfik, ticii
monomorfik olmak iizere toplam 14 c¢ift primer S. aspera icin gelistirilmistir. 11
belirtecteki polimorfizm diizeyleri Yunanistan ve Italya'daki 2 populasyondan
toplanan 43 birey tizerinde kontrol edilmistir. Lokus basina allel sayis1 ortalama olarak
15,55 allel olmak iizere 10 ila 26 arasinda degismektedir. Bu primerlerin hepsi ikinci

bir tiir, S. hispida'ya, amplifiye edilebilmektedir. Bu mikro belirtegler, S. aspera
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genetik ¢esitliligin  gelecekteki caligmalar1 yani sira diger ilgili takson igin
kullanilabilmekte ve Akdeniz bolgesinde bu tiiriin mikroevrimsel siiregleri

anlayisimizi gelistirmek icin bize yardimci olmaktadir (Xi-hui ve dig., 2011).

Smilacaceae familyasi bes cinsten olusmaktadir: Anikenton, Corp Osmanthus Hetero
Smilax, Nemexia ve Smilax. Smilax cinsi yaklagik 260 tiirden olusur ve diinyada yaygin
bir bigimde goriiliir (Challinor ve dig., 2012). Bu cinsin tiirleri hakkinda rapor edilen
caligmalar antibakteriyel, antifungal ve sitotoksik dahil olmak {izere bir¢ok biyolojik
aktiviteleri oldugunu gostermistir (Jena ve dig., 2012). Smilax tiirti kullanilarak yapilan
kimyasal caligmalar steroidal saponin, furostanol saponinler, Sieboldgenin gibi yeni
bilesikler ve flavonoidler, polifenoller ve kumarinler gibi bilinen fitokimyasallar
ortaya koymustur (Ivanova ve dig., 2011; Khan ve dig., 2009; Wungsintaweekul,
2011; Huang ve dig., 2009).

Smilax larvata Griseb. (Smilacaceae) halk hekimliginde "Unha-de-gato" ve
"salsaparrilha" olarak bilinen Brezilya'ya endemik bir tirmanan bitkidir (Andreata,
2012). Bu bitkinin ¢ay1 Curitiba, Parana'da antienflamatuar ajan olarak
kullanilmaktadir. S. larvata’ya gelince, bu halk hekimliginde kullanilmaktadir; ancak,

biyolojik faaliyetleri hakkinda herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Yapilan bir calismada, S. larvata Oziitlerinin toksisite, antimikrobiyal ve larvisit
aktivitesinin degerlendirilmistir. Bir 6n toksisite arastirmasi deniz karidesi olimciil
testi (BSLT) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu deney 6ngdriis sunmay1 amaglayan
genel bir toksisite degerlendirme yontemidir ve daha sofistike testleri destekleklemek
icin bir alt yap1 olusturmaktadir. Bu teknik ucuz, hizli, basittir ve test malzemelerinin
az bir miktar kullanilmaktadir. BSLT ayrica ¢evre ile ilgili ekotoksikoloji ¢aligmalari
arastirmak i¢in laboratuvarlar tarafindan kullanilmaktadir. S. larvata Oziitlerinin
larvasit potansiyeli ligiincli donem Aedes aegypti larvalarina kars1 degerlendirilmistir.
Antibakteriyal aktivite arastirilmasi i¢in bir difiizyon disk deneyi, bir mantar, iki gram
pozitif ve lic gram-negatif bakteriye kars1 yapilmistir. Smilax cinsi saponin icermesiyle
inliidiir ve bu smif sekonder metabolitleri saptamak icin hemoliz deneyleri
kullanilmistir. Hemoliz etkinligi kan agar plakalar1 ve bir seyreltme metodu ile
degerlendirilmistir. S. larvata 6ziitleri karides i¢in toksik bulunmamistir ve hemoliz

testinde sadece heksan, kloroform ve etanolik 6ziitler 1000 pg/ml (sirastyla %100, %59
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ve %40)' da anlamli hemolitik aktivite gdstermistir. Ham etanolik 6ziitleri LCsy =
225ugml™” ve LCoo = 350pg/ml ile iigiincii evre Aedes aegypti larvalar tizerinde
larvisit etkisi gostermis ve C. albicans’a kars1 antifungal aktivite gostermistir. Bu
sonuclar, S. larvata 6ziitlerinin antifungal maddeler ve yeni ¢evre dostu larva dldiiriicii

bilesikler i¢in potansiyel bir kaynak oldugunu gostermektedir (Hirota ve dig., 2015).

Yapilan bir ¢alismada Smilax aspera subsp. mauritanica koklerinden iki yeni steroidal
saponin ile birlikte bilinen curillin, asparagoside, asparoside ve fenolik bilesik
resveratrol izole edilmistir. Yapilar1t 600 MHz2D-NMR spektrum verileri temelinde
esas alinarak tespit edilmistir. Curillin, insan patojenik mayalar1 olan Candida
albicans, C. glabrata, C. tropicalis’e kars1 antifungal aktivite sergilemistir (sirasiyla,
minimum inhibe edici konsantrasyonlar (MIK) 25, 25 ve 50 pg/ml) diger bilesikler ise
inaktif bulunmustur (Belhouchet ve dig., 2008).

1.3. Ganoderma lucidum Hakkinda Genel Bilgi ve Onceki Calismalar

Tablo 1.3. Ganoderma lucidum taksonomik siniflandirilmasi

Alem Fungi
Sube Basidiomycota
Sinif Agaricomycetes
Takim Polyporales
Familya Ganodermataceae
Cins Ganoderma
Tiir Ganoderma lucidum

Sekil 1.5. Ganoderma lucidum (URL-7)

Ganoderma lucidum (Reishi mantar1), Japonya'da 'Reishi' ve Cin'de 'Lingzhi' olarak

bilinen Polyporaceae (Leyss.ex Fr. Karst) familyasina ait bir lamelsiz basidio-
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mycetous mantarlaridir. Taksonomik siniflandirilmasi Tablo 1.3’te, dogal ortamindaki
goriintiisii ise Sekil 1.5°te gosterilen G. lucidum Cin geleneksel tipinda 4000'den fazla
yildir 6nemli bir rol oynamigstir. Eski Cin tip bilginlerinin goriiglerinin ardindan, Asya
iilkelerinde genel saglik ve uzun Omiirii desteklemek icin yaygin olarak G. lucidum
kullanilmaktadir (Lin ve dig., 2005). G. lucidum ayni1 zamanda, alerji, artrit, bronsit,
mide tlseri, hiperglisemi, hipertansiyon, kronik hepatit, hepatopati, uykusuzluk, nefrit,
neurasthenia, skleroderma, iltihap ve kanser gibi ¢esitli insan hastaliklar1 tedavi etmek
icin kullanilmaktadir (Sliva, 2003). Yeni caligmalar viral enfeksiyon tedavisinde,

ozellikle de HIV, i¢in potansiyelini vurgulamaktadir (Boh ve dig., 2007).

Cok sayida farmakolojik aragtirma, G. lucidum Oziitlerinin in vitro ve in vivo olarak
pek ¢ok tiimorlii fare modelinde tiimor biiylimesini inhibe edici oldugunu gdstermistir.
Bununla birlikte bu etkinin mekanizmasi iyi anlasilmamistir (Boh ve dig., 2007,
Wasser, 2002). G. lucidum'un farmakolojik olarak en onemli aktif bilesenlerinin
triterpenoidler ve polisakkaritler oldugu tespit edilmistir. Bunun yani sira G. lucidum
sulu oOziitleri, polisakkarit fraksiyonlar1 ve triterpenoidleri antitlimér aktivite ortaya
koymaktadir (Boh ve dig., 2007). Son zamanlarda, insan akciger kanser hiicrelerinin
antianjiyojenik etkisi G. lucidum polisakkarit peptitlerine atfedilmektedir (Cao ve Lin,

2006).

Ganoderma polisakkaritleri c¢ok c¢esitli fizikokimyasal ozellikleri ile biyolojik
makromolekiillerin yapisal olarak farkli bir sinifin1 temsil ederler (Efferth ve dig.,
2007). Yapilan ¢ok sayida calisma, G. lucidum polisakkaritlerin 6zellikle de B-D-
glukanlar'n, bagisiklik sisteminin bir c¢ok bileseninin fonksiyonlarini modiile
edebildigini gdstermistir. Ornegin antijen bulunan hiicreler, T ve B lenfositleri (Boh
ve dig., 2007; Wasser, 2002), NK hiicreleri (Chien ve dig., 2004), n6trofil graniilositler
(Hsu ve dig., 2003) ve dendritik hiicreler (Cao ve Lin, 2002; Lin ve dig., 2005) gibidir.

Ganoderma lucidum, geleneksel bir Cin ilaci, bagisiklik sistemi fonksiyonlarinin iyi
bir modiilatorii ve bir antitlimor ajani olarak da bilinmektedir. Bununla birlikte, aktif
bilesikleri ve bunlarin molekiiler etki mekanizmalar1 tam olarak belirlenmemistir.
GLIS, G.lucidum meyve govdesinden izole edilen bir proteoglikan, dogrudan B
lenfositlerin aktivasyonunu uyarmaktadir. Yapilan bir ¢aligmada, GLIS 'in immiin

aktivasyon kapasiteleri ve antitimor etkisi in vitro ve in vivo olarak incelenmistir.

17



Timor tastyan fareler BALB/c farelere, fare sarkoma S180 hiicrelerinin asilanmasi ile
hazirlanmistir. Lenfositler ve kemik iligi tiirevli makrofajlar, sirasiyla, dalak ve kaval
kemigi/uyluk kemiklerinden izole edilmistir. GLIS ile stimiilasyondan sonra bu
hiicrelerin farkli bagisiklik yanitlar1 analiz edilmigtir. GLIS antitiimor etkisi
belirlenmistir. GLIS ile yapilan uygulamadan sonra, tiimdr tasiyan farelerin
dalagindan almman B lenfositler aktif hale gelmis, yayilmistir. Biiyiik miktarda
immiinoglobiilin iirettigi gézlenmistir. Timor tasiyan farelerin kemik iliginden elde
edilen makrofajlar ayn1 zamanda GLIS'e maruz kaldiktan sonra aktif hale gelmistir.
IL-1p, TNF-a ve NO benzeri reaktif nitrojen ara {rlinleri gibi O6nemli
immiinomodiilatér maddeler iiretmistir. GLIS makrofajlarin fagositozunu belirgin bir
sekilde arttirmig ve en 6nemlisi, makrofaj aracili tiimor sitotoksisitesini belirgin bir
diizeyde arttirmigtir. Fareler {izerindeki GLIS uygulamasi, fare sarkoma S180 tiimor
bliylimesinin in vivo olarak %60 inhibisyonuna neden olmustur. Bu sonuglar, GLIS'in
tiimor tasiyan farelerin humoral ve hiicresel immun aktivitelerini oldukea arttirict bir
kapasitesi oldugunu ve timor biiyiimesini anlamli 6l¢lide inhibe ettigini

gostermektedir (Zhang ve dig., 2010).

Reishi mantar1 (kelimenin tam anlamiyla "dogaiisti mantar") ikibin yildan fazla
zamandir geleneksel Cin tibbinda 6nemli bir sifali bitki olmustur. Reishi mantarinin
en yaygin olarak kullanilan tiirii Ganoderma lucidum ticari olarakta yetistirilmektedir.
G. lucidum Cin, Japonya ve diger Dogu iilkelerinde hipertansiyon, tiimor olusturucu
hastaliklar ve immiinolojik bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklarin dnlenmesinde ve

tedavisinde kullanilmaktadir (Russell ve Paterson, 2006).

G. lucidum meyve gdvdeleri eski zamanlardan beri geleneksel bitkisel ila¢ olarak
kullanilmasina ragmen, sporlari sadece 20. yiizy1lin sonlarinda kullanilir hale gelmistir
(Liu ve dig., 2002). Sporlar meyve govdesinde oldugu gibi biyoaktif maddeler, esas
olarak lanostane tipi triterpenler ve polisakkarit ihtiva etmektedir (Min ve dig., 2000).

Polisakkaritler genellikle bagisiklik iizerinde sistemik etki yoluyla antitiimor etkilere
neden oldugu disiiniilmektedir. Lanostane tipi triterpenler 6rnegin ganoderic alkoller
(Lucidumol A ve Ganoderiol F) dogrudan tiimor hiicrelerine karsi sitotoksiktir (Gu ve
Belury, 2006). Yue ve ark. (2008) antitlimor ve tiimor tasityan farelerde G. lucidum

meyve govdesinin farkli bolgelerinden gelen sicak su Oziitiiniin immiinomodiilator
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faaliyetlerini bildirmistir. Ancak, yine de, antitiimor etkinliginden hangi bilesenlerin

sorumlu oldugu bilinmemektedir (Yue ve dig., 2008).

Gao ve ark. (2012) daha 6nce Ganoderma lucidum sporlarin etanolik 6ziitlerinin timor
hiicresi cogalmasini inhibe ettigini ve HL60 (Insan promiyelositik 16semi hiicreleri)
hiicrelerinin apoptozuna neden oldugunu gdstermistir. Aktif bilesenlerin uzun zincirli
yagl asitler, 6zellikle de karbon-19 (C-19) yag asitleri oldugu ortaya ¢ikmistir. Bunlar
Ganoderma lucidum sporlarinda rapor edilmemistir. Bu ¢calismada, kilit bilesikler olan
bu C-19 yag asitlerinden ikisi sporlardan elde edilen yagh asitlerin bir karigtminin
esterifikasyonu sonucunda 2-naftil ester tiirevleri olarak tanimlanmistir. Aktif
bilesikler, nonadekanoik asit ve cis-9-heksadesenoik asit olarak belirlenmistir. Cis-9-
heksadesenoik asitteki ¢ift bagin yeri, yag asidi ve dimetil disiilfid hazirlanan adiiktiin
fragmentasyon 6rnegi baz alinarak, GC-MS analizi ile gosterilmistir (Gao ve dig.,

2012).

Ganoderma lucidum misel, meyve govdeleri ve sporlarindan izole edilen
polisakkaritler ve triterpenler ile iligkilendirilen immiinomodiilatér ve antitiimor
ozelliklere sahip yenilebilir tibbi bir mantardir. G. lucidum tibbi icecek ve nutrasotik
gida (genellikle kurutulmus) gibi bir toz halinde kullanilmaktadir (Camargo ve
Kaneno, 2011).

Japonya'da Reishi veya Mannentake, Cin'de Lingzhi olarak bilinen yenilebilir mantar
Ganoderma lucidum (G. lucidum) mantarlar alemine, Polyporales takimi ve
Ganodermataceae familyasma ait bir tiirdiir. Igsel bagisiklik diizenleyici
(immiinomodiilatdr) ve antitiimor Ozellikleri nedeniyle, Asya iilkelerinde yaygin
olarak saglik ve uzun omiiriin desteklenmesi i¢in kullanilmaktadir. Ming Hanedan
doneminde, bu basidiyomiset "6liimsiizliik mantar1" ve/veya "muhtesem bitki" olarak
bilinmekte ve hepatopati, hipertansiyon, nefrit, bronsit ve kanser gibi ¢esitli insan
hastaliklarinin tedavisi i¢in bir tonik olarak kullanilmaktadir (Sliva ve dig., 2002).
Antik Cin Imparatorluk sarayinda, ézellikle kurutulmus toz halindeki Ganoderma
lucidum bir kanser kemoterap6tik ajan1 olarak popiiler olmustur (Mizushina ve dig.,
1998). Giiniimiizde, G. lucidum toz formunda hem ilag , hem de nutrasotik gida olarak

ticarilestirilmistir.
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Miselyum, meyve govdesi veya sporlardan 6ziit edilen ¢esitli biyolojik faaliyetleri
sahip farkli bilesiklerin ¢ogu antitiimor etkiler ile iliskilidir (Chiu ve dig., 2000). G.
lucidum antitiimor etkileri konusunda ilk bilimsel raporlardan biri Maruyama ve dig.
(1989) tarafindan yayimmlanmistir. Bu calismada bu mantarin sulu ancak etanolik
olmayan oziitlerinin murin (sigangil) sarkoma 180 subkutan biiyiimesinin inhibe
edilmesinde son derece etkili oldugu goriilmiistiir. Bu etki 6zellikle iyon degisim
kromatografisi ile elde edilen bir karbohidrat zengini fraksiyona baglanmistir ve en
yiiksek etkiyi hayvanlarin karin i¢ine asilandiginda gostermistir (Maruyama ve dig.,

1989).

Yapilan bir caligmada toz haline getirilmis sporlar ve meyve govdelerinden elde edilen
oziitler aktif transkripsiyon {irokinaz tipi plazminojen aktivatorii (uPA) ve
reseptOriiniin ekspresyonunu inhibe ederek, gégiis ve prostat kanser hiicrelerinde AP-
1 enzim ve NF-kB faktorleri inhibe edebildigi goriilmiistiir. Aslinda, tirokinaz ifade
seviyeleri habislik ile baglantili oldugu gosterilmistir ve bu enzimin inhibisyonu,
gbgiis ve prostat kanseri hiicrelerinin metastazini baskiladigir gézlemlenmistir (Sliva
ve dig., 2002). Sivi besi ortaminda biiyiliyen miselyumlardan elde edilen bir suda
¢ozliniir 6zlitnin 1,5g/glin olarak beslenmeye eklenmesiyle, 12 aylik bir uygulamadan
sonra kolorektal adenomlarin 6nemli 6l¢iide azaldigi tespit edilmistir (Oka ve dig.,

2010).

Zhuang ve dig. (2009) yaptig1 ¢alismada kemoterapi ve/veya radyoterapi altinda farkli
kanser tiplerine sahip hastalarin 6 hafta G. lucidum'lu bir diyet kompleksi ile
beslendiginde hem l6kopeni ve ndtropeni diislislerine, hem de NK-hiicre ve CD4
lenfosit sayilarinin diismesinde bir gecikme gozlendigini rapor edilmistir. Diyet
kompleksi ile NK hiicrelerinin korunmas1 G. lucidum polisakkaritlerinin aktivitesine
baglanmistir. Ancak, bu kompleksin diger bircok fitoterapdtik tiirler ile
hazirlanmasindan dolay1 nihai etkinin Ganoderma'nin sayesinde oldugu sonucuna

varilmasini engellemektedir (Zhuang ve dig., 2009).

Farmakolojik ve bagisiklik diizenleyici (immunomodiilator) o6zellikler gosteren

bilesikler arasinda, en 6zel ilgi polisakkaritler ve triterpenlere yonelik olmustur.
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G. lucidum polisakkaritlerinin Immunomodiilator etkileri:

G.lucidum'dan orijinal olarak izole edilmis ve saflagtirilmis temel biyoaktif bilesikler
polisakkaritler (GL-PS) olarak tanimlanmistir. GL-PS'nin genis immiinomodiilator
etkileri; mononiikleer fagosit fonksiyonlarin aktivasyonu, humoral ve hiicresel
bagisiklik ve immiin Onciil hiicrelerin efektor hiicrelere farklilasmasi ve yayilmasini
icerir (Cao ve Lin, 2002). GL-PS 6ziitiinlin en immiinojenik polisakkarit kisminin

(1—6)-B-glukanlar oldugu gosterilmistir (Chan ve dig., 2007). Polisakkaritlerin temel

ozellikleri Tablo 1.4'de 6zetlenmistir.

Tablo 1.4. G. lucidum polisakkaritlerinin antitiimdr etkileri (Camargo, 2011)

Antitumor etkiler

Referanslar

Sitokinler . kemokinler

INF-y arttirir.

Cheng et al.,2007

IL-1B, TNF-a, IL-6 artirir.

Wang et al.,1997

Dalak hiicrelerinin yayilimini ve IL-1, IL-2 ve
INF-y ekspresyonunu stimiile eder.

Wang et al,2002

INF-y ve IL-10 arttirir, TNF-a , NO iiretimini ve
CD3 ve CDS8 dalak hiicrelerini diigtirtir.

Rubel et al.,2010

1L.-12 diisiirtir. Cao&Lin 2002
IL-1B, TNF-a,NO iiretimini ve fagositozu artirir. | Zhang et a/.,2010
IL-12 ve IL-10 tiretimini arttirir. Chan et al,2007
IL-1 ekspersyonu indiikler. Chen et al,2004

U932 ve HL 60 hiicrelerinin apoptozunu
indiikleyerek bu hiicrelerin kolonizasyonunu ve
yayilmasini baskilar.

Lieu et al 1992;
Wang et al., 1997

Proliferasyon, farklilasma,olgunlasma

Zhang et al., 2010

Monositik 16semi hiicre hatlarinin
monosit/makrofaj hiicrelerine farklilasmasini
indiikler.

Lieu et al., 1992

Dalak hiicrelerinin biiylimesini tesvik eder.

Lietal, 2010

Makrofajlar,hiimoral ve hiicresel bagisiklik, Cao & Lin 2002;
efektor hiicrelerin farklilasmasi ve yayilmasi Zhang et al.,
aracilifiyla sitotoksisiteyi arttirir. 2010;

Chan et al., 2007
DC olgunlagmasini ve aktivasyonunu tesvik eder. | Cao & Lin 2002;;

Lin et al., 2006;
Chan et al., 2007

Hiicre dongiisiinii GO/G1 fazinda durdurur,NF-kB
ve D siklin azaltir.

Jiang et al., 2004
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Tablo 1.4. (Devam) G. lucidum polisakkaritlerinin antitiimér etkileri

G2 /M fazinda hiicre dongiisiinii durdurur, Zhao et al., 2011
yumurtalik kanseri hiicrelerinin apoptozunu
v :2 indiikler,kaspaz-3'ii aktive eder.
= 20 Kimyasal, kolon kanserinin kolonik anormal kript | Lu et al., 2001,
=S odaklarinin gelisimini dnler. 2002, 2003
Murin makrofajlar ve B hiicrelerindeki TLR4 ve | Hsu et al., 2004;
insan DC hiicrelerini aktive eder. Shao et al., 2004
g Makrofajlar tizerindeki TLR4'lere Polisakaritleri | Chen ef al., 2004
= baglamak ve ERK, JNK ve p38'i aktive eder.
= Oliim reseptér ligandlarini (TRAIL) indiikler Cheng et al., 2007
-_%D T lenfositlerinin hazirlanmasini gelistirme Cao & Lin 2002
yetenegini artirmak.
IgM Arttirmak ve makrofajlar1 aktive etmek. Zhang et al., 2010
g HepG2, HeLe ve A549 tiimor hiicrelerine karsi Lietal, 2010
= sitotoksik etkiyi indiiklemek.
% Hidroksil radikalleri, siiperoksit anyonlar1 Luetal, 2001
)?D inaktive etmek ve DNA zincirindeki kirilmalar
A azaltmak.
Akut ve kronik inflamatuar reaksiyonlari Laksmi et al.,
azaltmak. 2003

Ganoderma lucidum terpenoidleri:

Lanostane tipi triterpenoidlerin yiiksek oksijenli bir ¢esidi olan ganoderic asitler

(GAs),baz1 yazarlar tarafindan ¢alisilan G. lucidum'dan izole edilen bilesiklerin baska

bir grubunu teskil eder. v, o, €, {, n ve t olarak adlandirilan alt1 ganoderik asit,

sporlardan izole edilmis ve kimyasal olarak Min ve dig. (2000) tarafindan karakterize

edilmis ve Meth-A (sarkom) ve LLC (akciger), timor hiicresi hatlarina karsi sitotoksik

etkiler gostermistir (Min ve dig., 2000). Terpenoid tiirleri ve onlarin ana etkileri Tablo

1.5' de 6zetlenmistir.

Tablo 1.5. G. lucidum terpenoid tiirleri ve antitiimoér etkileri (Camargo, 2011)

Proliferasyon
ve Apoptoz

Antitlimér etkileri Referanslar
X (&) ve T (1) asitleri; insan hepatoma ve metastatik )
akciger timor hiicrelerinde apoptozu, mitokondriyal Lietal,
fonksiyon bozukluklarini ve kaspas-3 aktivitesinin 2005; Tang et
stimiilasyonunu indikler. al., 2006
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Tablo 1.5. (Devam) G. lucidum terpenoid tiirleri ve antitiimor etkileri

Anti-apoptotik Bcl-2 protein baskilar, Bax / Bel-2 oranini

uretimini indiiklerler.

yiikseltmek, kaspaz-8 ve 9 artis, toplam Bid ekspresyon Jang et al.,
diizeyini diisiiriir, kaspaz-9 ve 3 aktive eder ve insan mide | 2010
kanseri AGS hiicrelerinin PI3K/Akt 'lerini inaktive eder.
~ | EGDT apoptozu aktive eder, DNA parcalanmasi ve
o) . . . o q Leeetal.,
2 | kaspaz-3 aktivasyonunu tesvik eder ve 6nemli 6lgiide LLC 2011
2. | biiylimesini azaltir.
f) GLme B16 fare melanoma hiicrelerinin hiicre Harhaji et
: proliferasyonunu inhibe eder. al.,2009
S | GNDT in vitro HCT-116 proliferasyonu ve HT-29 kolon
& | kanseri hiicreleri inhibe eder ve ¢iplak farelerde timor Jedinak, 2011
<& | biiyiimesini bastirir.
A (a), F (@) ve H (1), insan meme kanseri hiicrelerinin
*~ | uPA'larin invazyonunu, hiicre ¢ogalmasini, koloni .
. .. Jiang, 2008
olusumunu, yapisma(adezyon), yer degistirmesini ve
proliferasyonunu inhibe edebilir.
Cdkéll ekspresyonunu ve insan gogiis kanseri hiicrelerinin Jiang, 2008
uPA'sinin supresyonunu baskilar.
Lanosteroidler NAD(P)H kinon oksidaz aktivitesini arttirir. | Ha et al.,
2000
p53 molekiiliinii Up-regiile eder, Bcl-2 ekspresyonunu Harhaii ef
5 | inhibe eder ve reaktif oksijen tiirlerinin liretimini J
= sunlastirir al.,2009
S | yogunlagtirir.
ED 3-kateninin transkripsiyonel aktivitesini ve siklin D1, Cdk-
— | 4 ve PCNA'nin protein ekspresyonunu inhibe eder, ve E Jedinak, 2011
kadherin ve B3-katenin protein ekspresyonunu arttirir.
Y, 9, &, {, n ve 1 asitleri Meth-A ve LLC tiimor hiicre Min et al.,
hatlarina kars: sitotoksik etki gdsterir. 2000
F (®) K (x), B (B), D (0) ve AM1 asitleri HeLa hiicrelerine | Yue et al.,
5 | karsi sitotoksisite gosterirler. 2010
%’32 IL-17E, TPM4-AlK, riboniikleoprotein K, ubikitin 2, 14-3- Yue ef al
3ba, peroksiredoksin 2, nucleobinding-1 ve reticulocalbin-1 2010 v
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal
2.1.1. Bitki ham oziitlerinin hazirlanmasi

Arastirmada 2 bitki ve 1 mantar tiirline ait ham metanol oziitleri kullanilmistir. Bu
tiirler Juniperus oxycedrus, Smilax aspera ve Ganoderma lucidum (red reishi)’dur. Bu
calismada kullanilan ham metanol 6ziitler Ege Universitesi, Biyomiihendislik Béliimii,
Do¢.Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS’m sorumlu oldugu siiperkritik akiskan
teknolojileri laboratuvarinda Soxhlet aparey kullanilarak metanol ile 6ziit edildi.
(Coziicliler bir doner vakum evaporatdr kullanilarak buharlastirildi ve 6ziitler

kullanilmadan 6nce -20 ° C'de saklanda.
2.1.2. Kullanilan teknik aletler

Liyofilizator
Laminar-hava akisgh kabin
COy’li inkiibator

Inverted mikroskop
Sogutmalr santrifiij
Sirkiilatorlii su banyosu
Otomatik pipet tabancasi

Spektrofotometre

vV V V V V V V VYV V

Mikroplaka okuyucu

2.1.3. Hiicre Kkiiltiirii ve sitotoksisite testi icin kullanilan hiicre hatlar

» Tumor Hiicre Hatlari

A549 (Insan kiigiik hiicreli akciger karsinomu)
MCEF7 (Insan meme adenokarsinom)
MDAMB231 (Insan meme adenokarsinom)
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Neuro2a (Mus musculus beyin néroblastoma)
Saos2 (Insan osteosarkom)
NA2B (Insan noroblastoma)

> Normal Hiicre Hatlar1

VERO (Afrika yesil maymunu bobrek fibroblasti)
ATCC Number: CCL-185 ATCC Number: HTB-22
Designation:  A-549 Designation: ~ MCF-7

ATCC Number: HTB-26 ™ ATCC Number: CCL-131
Designatfion: ~ MDA-MB-231 Designation:  Neuro-2a

S

Low Density Low Density

ATCC Number: HTB-85 ATCC Number: CCL-81
Designation:  Saos-2 Designation: ~ Vero

Low Density ScaeBr= 100 High Density

Sekil 2.1. Kullanilan hiicre hatlarinin mikroskoptaki goriintiileri (URL-8)

Kullanilan Kanser hiicre hatlar1 ve normal hiicre hattt ATCC (Amerikan Tiir Kiiltiir
Koleksiyonu) ‘den temin edilmistir. Bu hiicre hatlarinin mikroskop goriintiileri Sekil

2.1’de gosterilmistir.
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2.2 Metotlar
2.2.1. Kullanilan bitki oziitleri ile yapilan 6n calismalar

Buzdolabinin -24°C bdlmesinde saklanan 6ziitler buradan alindi. Liyofilizasyon iglemi
uygulanarak kurutuldu. Kuru 6ziitler DMSO i¢inde ¢ozdiiriilerek deneyde kullanilacak

konsantrasyonlar hazirlandu.
2.2.2. Madde konsantrasyonlariin hazirlanmasi

Madde (6ziit) konsantrasyonlari1 1ml ¢dzelti icinde 100mg madde olacak sekilde
hazirlandi. Madddeler DMSO i¢inde ¢oziildiiriildii. Kullanilacak konsantrasyonlar
1/100, 1/50, 1/25, 1/12.5 ve 1/6.25 olacak sekilde hazirlandi. 1/100°liik konsantrasyon

icin kullanilan madde miktarlar1 Tablo 2.1°de gdsterilmistir.

Tablo 2.1. Bitki 6ziitlerinin hazirlanmasi i¢in gerekli malzeme miktarlar

Madde miktar1 (mg) DMSO miktar1 (ul )
S. aspera 17,6 176
J. oxycedrus 17,1 171
G. lucidum 19,2 192

Diger konsantrasyonlar 1/100’liikk konsantrasyon iizerinden seyreltme yapilarak

hazirlandi. Hesaplama yapilirken Formiil (1.1) kullanilmigtir.

CIxVI=C2xV2

C1: Stok soliisyon konsantrasyonu

V1: Stok soliisyondan alinacak hacim

C2: Hazirlanacak soliisyon konsantrasyonu

V2: Hazirlanacak soliisyonun son hacmi
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2.2.3. Hiicre kiiltiiriinde uygulanan metotlar:
A. S1v1 azot icerisinde saklanan hiicrelerden yeni kiiltiirlerin hazirlanmasi

S1v1 azot icerisinde donmus olarak ampul i¢inde saklanan hiicre hatlar1 azot kabindan
cikarilir ¢ikarilmaz 37 °C su banyosuna daldirildi ve sivinin ¢éziilmeye baslamasina
kadar burada bekletildi. Coziilme baslayinca, beklemeksizin dis kismi alkolle silinerek
dezenfekte edilen ampuller laminar hava akigh kabine alindi. C6ziilmiis ampul igerigi
bir santrifiij tiipline aktarildiktan sonra iizerine 10ml besi ortami damla damla ilave
edildi. Boylece kriptopektan %10-0,5 seyreltilmis oldu. Ardindan santrifiigasyonla
hiicreler ¢oktiiriildii ve taze hazirlanmis 37 °C’ye 1sitilmig besi ortamu ile kiiltiir kabina
gecirilerek inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra besi ortam1 degistirildi. Boylece hem

kriyopropektanin toksik etkisi hem de diliisyon soku riskine karsi 6nlem alinmis oldu.
B. Hiicrelerin pasajlanmasi:

Kullanilan materyaller :

Steril pipetler

Besi ortami1 (DMEM-F12 %10 FBS igerir.)

Steril PBS

Steril 37°C’ye 1s1tilmig enzim soliisyonu (tripsin EDTA)
Kiiltiir kaplari

V V. V V V V

Uremis monolayer hiicre kiiltiirii

Monolayer olarak iiretilen hiicrelerin yetistirildigi kiiltiir kaplarindaki, kullanilmis besi
ortami hiicrelere zarar vermeyecek sekilde uzaklastirildiktan sonra, kiiltiir ylizeyi PBS
ile bir kez yikandi. Bu islem sirasinda, hiicrelerin olmadig1 ylizeyden PBS ilave edildi
ve hiicrelerin {izerinde PBS yavas¢a 2-3 kez dolastirilip yikandi ve tekrar bosaltildi.
Daha sonra, yine hiicrelerin bulunmadig yilizeyden, tripsintEDTA soliisyonu ilave
edildikten sonra hiicrelerin {izerinde tamamen yayilmasi saglandi. TripsintEDTA
soliisyonu ekledikten ve hiicrelerin {izerinde tamamen dagilmasi saglandiktan sonra,
15-30 sn kadar bekletilip, bosaltildi. Daha sonra kiiltiir kab1 5-15 dakika kadar

inkiibatorde inkiibe edildi. Bu islemle hiicrelerin yuvarlaklasarak yiizeyden ayrilmalari
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saglandi. Bu siire, her kiiltiire gore farkli olacag: i¢cin mikroskop ile gdézlemlendi.

Hiicrelerin, uzun siire tripsintEDTA soliisyonunda bekletilmemelerine dikkat edildi.

Inkiibatorde inkiibe edildikten sonra mikroskop ile gdzlemlenen kiiltiir kabmna besi
ortami ilave edilip hiicreler pipet yardimiyla homojenize edildiler. Bunun igin kiiltiir
kab1 bir kdsesine dogru egilip ve pipetin ucu kosede biriken hiicre slispansiyonuna
daldirilarak, puar yardimiyla siispansiyon pipete cekilip bosaltildi ve hiicre
paketlerinin parcalanarak homojen bir hiicre siispansiyonunun olugmasi saglandi. Bu
islem sirasinda kopiik olusmamasina dikkat edildi. Iyi bir homojenizasyondan sonra,
hiicre siispansiyonu iizerine 10-20 ml taze besi ortam ilave edilip, pipet yardimiyla
tekrar homojenize edildi. Hiicre slispansiyonu pipetle kiiltiir kaplarina dagitildi. Kiiltiir
kaplarinin kapaklar1 kapatilarak, yavas¢a besi ortaminin kabin yiizeyine esit olarak
yayilmasi sagland1 ve kiiltiir kabinin {izerine hiicre ad1, pasaj numarasi, tarihi yazildu.
Bu islemlerden sonra kiiltiir kaplar1 liretme yiizeyleri alta gelecek sekilde inkiibatore
yerlestirildi. Sekil 2.2’de hiicre pasajlamasi yaparken c¢ekilmis bir fotograf

gosterilmistir.

Sekil 2.2. Hiicrelerin pasajlanmasi

C. Hiicrelerin deney i¢in split edilmesi:

Hiicreler besi ortami icinde 75 cm’ flasklarda inkiibator (37°C’de, %5 CO?) icinde
retildi. Kiiltlir kabi, besi ortamin1 uzaklagtirmak amaciyla soguk PBS (+4°C) ile
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yikandiktan sonra, 500 pl tripsin-EDTA eklenerek, 5 dakika etiivde bekletildi. Etiivden
alinan hiicreler, 10 ml besi ortam ile slispanse edilip, 15 ml’lik santrifiij tliplerine
aktarildiktan sonra, 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra hiicreler,
10 ml besi ortamt ile yikandiktan sonra tekrar 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip,
stipernatant uzaklastirildi. Elde edilen hiicre pelleti 10 ml besi ortamu ile resiispanse

edildi.
Hiicre Boyama ve Sayimi

Canlilik ve hiicre yogunlugu Biirker hemositometri yontemi kullanilarak tripan mavisi
ile belirlendi. (900 pl hiicre + 100 pl tripan mavisi). Hiicreler 5x10* hiicre/ml olacak
sekilde besi ortamu ile diliie edildi. Diliie edilen hiicreler, 100 pl/well (her kuyucukta
5000 hiicre) olacak sekilde 96 kuyucuklu pleytlere dagitildi. Monolayer kiiltiirler,
tutunmalari i¢in bir giin boyunca etiivde inkiibasyona birakildi (%5 CO?, 37°C’de).

NK NK' Px R1 R2R3 R4 RS S1 S2 S3 sS4 NK NK' PK R1 R2R3 R. RS g1 S2 S3 S4

4 5 & 9 10 11 12 T 4 SR CEEE TR TR

MDA MCF-7

AS4S NA2B

S3os-2 Neure-24

VERC

§S J1 J2 J3 15 5

MDA MCF-7

AS49 NA2B

{3
Saos-2 Neure-2A

VERO

Sekil 2.3. (a) Deney Diizenegi
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Sekil 2.3. (b) MTT testi i¢in hazirlanan hiicreler, NK: Negatif kontrol (hiicre)
NK’:Negatif Kontrol 1,(Hiicre+DMSO),PK:Pozitif Kontrol(Doksorubisin)

Madde Konsantrasyonlarinin Hiicrelere eklenmesi:

Hiicrelerin split edilmesinden bir giin sonra hazirlanan madde konsantrasyonlar1 deney
diizeneginde gosterilen mikropleytlerdeki her kuyucuga 1ul olacak sekilde dagitildi ve
2 giin siireyle inkiibasyona birakildi. Sekil 2.4’te hiicrelere ham 6ziitler eklenirken
cekilmis bir fotograf gosterilmistir. Sekil 2.3’te deney i¢in hazirlanmis olan

mikropleytler gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Madde konsantrasyonlarinin
hiicrelere eklenmesi

D. MTT testi:

MTT stok soliisyonunun hazirlanmasi (5 mg/ml)

50mg MTT, 10ml PBS ile ¢oziildiikten sonra ( genellikle 50 ml PBS icinde 0,25gr
MTT ¢ozdiiriiliir), 1 ml’lik eppendorflara dagitildi. Bu islemler sirasinda az 1sikli

ortamda calisildi. Eppendorflar, aliiminyum folyo ile sarildiktan sonra +4°C’de

buzdolabinda saklandi.
MTT ¢alisma Sollisyonunun hazirlanmasi (0,5mg/ml)

Iml MTT stok soliisyonu 9 ml besi ortami ile diliie edildikten sonra her kuyucuga

100ul olacak sekilde mikropleytlere dagitildi.
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MTT testi yapilirken, islemlerin tiimii olabildigince az 151kl ortamda yapilmistir.
Hiicrelerin bulundugu pleytlerdeki besi ortami1 bosaltildiktan sonra, 100 pl/well MTT
calisma soliisyonu eklenip, 3 saat boyunca 37°C’de %5 CO™li ortamda inkiibe
edilmislerdir. Inkiibasyon sonunda soliisyon bosaltilip, 200 pl DMSO eklenerek
olusan formazan kristalleri ¢oziilmiistiir. Ardindan, mavi formazan iirlin miktarlar
mikroplaka okuyucu (Sekil 2.5) kullanilarak 570 ile 690 nm arasinda olgiilmiistiir.
Hiicre canlilig1 Softmax pro analiz programinda degerlendirilmistir. Sekil 2.6’da MTT

testi yaparken cekilmis bir fotograf gdsterilmistir.

PG oy N s

Sekil 2.5. Versamax, Tunable Microplate Reader

Sekil 2.6. Mikroplaka okuyucu
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2.2.4. DPPH ile antioksidan aktivite tayini:

Bu tayin yontemi, antioksidan aktivite gosteren maddelerin, kararli yapida ve mor
renkli DPPH radikalini siipiirme etkilerinin dl¢limlenmesine dayanmaktadir. DPPH
radikali, antioksidan bir madde (AH) ile reaksiyone girdiginde, antioksidan madde
tarafindan indirgenen okside edici bir radikal gibi davranmaktadir. Denklem (1.2) deki
gibidir;

DPPH® + AH — DPPH-H + A° (1.2)

DPPH radikalinin absorbsiyonundaki azalma spektrofotometre ile 6l¢iilmektedir. Mor
(aktivite yok) ile sar1 renk (yiiksek aktivite) arasinda degisen renk dagilimi antioksidan
aktivitenin gostergesidir. DPPH metodu saf fenolik bilesenler ve dogal bitkisel 6ziitler
icin yaygin olarak kullanilmaktadirlar ve tekrarlanabilirliligi iyi olan bir yontemdir
(Awika ve dig., 2003). DPPH ile antioksidan aktivite tayininde, Amarowicz ve dig.
(2004) kullandig1 metot uygulanmistir. 0,25 mg/ml konsantrasyondaki oziitler 4 ml
etanol i¢inde ¢oziildi ve 0,5 ml, 1 mM 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil hidrat (DPPH)
etanolik soliisyonuna ilave edildi. Elde edilen soliisyon 15 saniye karigtirildiktan sonra
30 dakika boyunca oda sicakliginda karanlikta bekletildi. Sollisyonun absorbansi 517

nm’de etanole kars1 spektrofotometrik olarak okundu.

Sekil 2.7. Amersham Pharmacia
Ultrospec 1100 Pro UV/ Visible
Spectrophotometer
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Okunan absorbans degerleri Antioksidan aktivite DPPH radikalinin % engellenmesi

(% 1) olarak, Esitlik (1.3)’den (Yen ve Duh, 1994) yararlanilarak hesaplandi.

% Engelleme (I) = [(AbScontrol - AbSsample) / AbScontrot] X100 (1.3)

2.2.5 Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi (MIK testi)

Bitki dziitlerinin minimum inhibitor konsanstrasyonlar1 (MIK) 96-kuyucuklu kiiltiir
kaplarinda sivi-mikrodiliisyon yontemi ile gerceklestirildi. Test bakterileri MRSA (S.
aureus ATCC 43300) ve E. coli O157:H7 RSKK 234 CLSI, M07-A9 standardina gore
katyon-ayarli MHB icerisinde 37°C’de 24 saatlik aktif kiiltiirleri hazirlandiktan sonra
0,5 McFarland standardina gore inokiilum standardize edildi. Her bir kuyucuga 100 pl
MHB (Mueller-Hinton) sivi besiyeri dagitildi. Ardindan DMSO igersinde stok
soliisyonlar1 hazirlanan 6ziitlerin 1250pg/ml-0,2251g/ml konsantrasyon araliginda
olacak sekilde kuyucuklara eklenerek seri seyreltmeleri yapildi. Bakteriler i¢in son
inokiilum konsantrasyonu 5x10°kob/ml yogunlukta olacak sekilde 100’er ul
kuyucuklara eklendi. inokiilasyonun ardindan plaklar 37°C’de 24 saat inkiibe edildi

ve sonuglar degerlendirildi.

Candida albicans igin MIK testi CLSI, M27-A2 standardina uygun olarak RPMI-1640
besi ortami kullanilarak gergeklestirildi ve Oziitler yukarida anlatildigi gibi seri
seyreltmeleri yapilarak kuyucuklara dagitildi. Maya 24 saatlik aktif kiiltiirii
hazirlandiktan sonra son konsantrasyonu 0,5x10°-2,5x10°kob/ml olacak sekilde
kuyucuklara eklendi ve 35°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildi. Test 3 tekrarl
gerceklestirildi. Sterilite kontrolii i¢in 6ziit soliisyonu ve besi ortami igeren bir
kuyucuk, tireme kontrolii i¢in ise bakteriyel siispansiyon ve besi ortami iceren bir
kuyucuk kullanildi. Calismada Ampisilin bakteriler ic¢in pozitif kontrol olarak

kullanilirken, maya i¢in sikloheksimit kullanildu.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. Sitotoksisite Bulgular:

Iki bitki ve bir mantar tiiriine (Juniperus oxycedrus, Smilax aspera ve Ganoderma
lucidum (red reishi) ait ham metanol dziitler, alt1 timér hiicre hatt; A549 (Insan kiigiik
hiicreli akciger karsinomu), MCF7 (insan meme adenokarsinom), MDAMB231(insan
meme adenokarsinom), Neuro2a (fare noroblastoma), Saos2 (insan osteosarkom),
NA2B (insan noroblastoma) ve bir normal hiicre hattina; VERO (Afrikali yesil
maymun bobrek fibroblast) karsi antiproliferasyon etkileri Tablo 3.1, Tablo 3.2 ve
Tablo 3.3’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Farkli konsantrasyonlardaki Juniperus oxycedrus ham metanol ektresinin,
48 saatin sonunda, ¢esitli timor hiicre hatlarinin (A549, MDAMB-231, Saos2, MCF7,
NA2B, Neuro2A) ve normal hiicre hattinin (Vero) hiicre canliliklarina olan etkisi. NK
(hiicre+tmedium+%0,1 DMSO), negatif kontrol; PK, pozitif kontrol (doksorubisin,
10pg/ml)

NK PK Konsantrasyon (pug/ml)(£SH)
100 50 25 12,5 6,25
A-549 100 35 37 42 445 46,5 50,5
(x£1,4) (+2,4) (4,4) (£2.,4) (£6.,4) (£3.4)
MDA-MB-231 100 65 47,5 59 64 65,5 69
(+4,6) (£5,6) (£7,6) (£5,6) (£9,6) (£6,6)
Sa0s-2 100 44 60,5 62,5 64,5 66,5 68,5
(£5.4) (£6,4) (£8,4) (£6.,4) (x10,4) (£7,4)
MCE-7 100 69 63,5 68 75,5 86 99
(£7,5) (£8,5) (£10,5) (£8,5) (£12,5) (£9,5)
NA2B 100 30 24,5 47,5 62 68,5 73
(£1,7) (x2,7) (x4,7) (£2,7) (£6,7) (£3,7)
Neuro2A 100 120 43,5 69,5 70 78,5 82,5
(£5,9) (£6,9) (£8,9) (£6,9) (£10,9) (£7,9)
Vero 100 62 110,5 115 122,5 133 146
(£0,3) (x1,3) (£3,3) (£1,3) (£5,3) (£2,3)
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Sekil 3.1. Farkli konsantrasyonlardaki Juniperus oxycedrus ham metanol ektresinin,
48 saatin sonunda, ¢esitli tiimor hiicre hatlarinin (A549, MDAMB231, Saos2, MCF7,
NA2B, Neuro2A) ve normal hiicre hattinin (Vero) hiicre canliliklarina olan etkisi. NK
(hiicretmedium+%0,1 DMSO), negatif kontrol; PK, pozitif kontrol (doksorubisin, 10

pg/ml)

Juniperus oxycedrus ham metanol ektresinin 100, 50, 25, 12,5, 6,25pug/mL
konsantrasyonlarinin  sitotoksik aktivitesi, A549 (insan kiigiik hiicreli akciger
karsinomu), MDAMB231 (insan meme adenokarsinom), Saos2 (insan osteosarkom),
MCF7 (insan meme adenokarsinom), NA2B (insan noroblastoma), Neuro2a (fare
ndroblastoma) tlimor hiicre hatlar1 ve Vero (Afrikali yesil maymun bobrek fibroblast)
normal hiicre hatlarinda MTT testi kullanilarak analiz edilmistir. Pozitif kontrol olarak
doksorubisin (10pg/ml) kullanilmistir. Negatif kontrol %0,1 DMSO ile muamele

edilmistir.

Genel olarak 6ziitnin tiim hiicre hatlarinin doza bagl hiicre canliligina olan etkisi
benzer profil sergilemistir. Tiim hiicre hatlarinda 6ziit konsantrasyonu arttik¢a hiicre

canlili1 azalmaktadir.

Juniperus oxycedrus ham metanol 6ziitiiniin 100pg/ml konsantrasyonunun 48 saatlik
uygulamasinin sonunda, en yiiksek sitotoksik aktivite %24,5 lik hiicre canlilig: ile
NAZ2B (insan ndroblastoma) hiicre hattinda elde edilmistir. Bunu takiben 100pG/mL
konsantrasyonda 9%37’lik hiicre canlilig1 ile A549 (insan kiiclik hiicreli akciger
karsinomu)’da ve Neuro2a (fare noroblastoma)’da %43,5 ve MDAMB231 (insan
meme adenokarsinom) %47,5’luk hiicre canlilig1 gozlenmistir. Bununla birlikte ayni
konsantrasyonda (100pg/mL) normal hiicre hatt1 Vero (Afrikali yesil maymun bobrek
fibroblast)’da hiicre canlilig1 % 110,5 olarak saptanmaistir.
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50pg/mL konsantrasyonunun 48 saatlik uygulamasinin sonunda, en yiiksek sitotoksik
aktivite %42’ lik hiicre canlilig1 ile A549 (insan kiiciik hiicreli akciger karsinomu)
hiicre hattinda elde edilmistir. Bunu takiben 50pg/mL konsantrasyonda NA2B (insan
ndroblastoma) hiicre hattinda %47,5 lik hiicre canlilig1 gdzlenmistir. Bununla birlikte
ayni konsantrasyonda (50puG/mL) normal hiicre hattt Vero (Afrikali yesil maymun
bobrek fibroblast)’da hiicre canliligt % 115 olarak saptanmustir.

25nug/mL konsantrasyonunun 48 saatlik uygulamasinin sonunda, en yiiksek sitotoksik
aktivite %44,5 lik hiicre canlilig1 ile A549 (insan kiicilik hiicreli akciger karsinomu)
hiicre hattinda elde edilmistir. Bununla birlikte ayni konsantrasyonda (25pg/mL)
normal hiicre hatt1 Vero (Afrikali yesil maymun bobrek fibroblast)’da hiicre canliligi

%122,5 olarak saptanmistir.

12,5ng/mL  konsantrasyonunun 48 saatlik uygulamasinin sonunda, en yiiksek
sitotoksik aktivite %46,5 lik hiicre canlilig1 ile A549 (insan kii¢iik hiicreli akciger
karsinomu) hiicre hattinda elde edilmistir. Bununla birlikte ayni1 konsantrasyonda
(12,5nG/mL) normal hiicre hatt1 Vero (Afrikali yesil maymun bobrek fibroblast)’da

hiicre canlilig1 %133 olarak saptanmistir.

6,25ug/mL  konsantrasyonunun 48 saatlik uygulamasmin sonunda, en yliksek
sitotoksik aktivite %50,5 lik hiicre canlilig1 ile A549 (insan kiiciik hiicreli akciger
karsinomu) hiicre hattinda elde edilmistir. Bununla birlikte ayn1 konsantrasyonda
(6,25ng/mL) normal hiicre hatt1 Vero (Afrikali yesil maymun bobrek fibroblast)’da

hiicre canlilig1 %146 olarak saptanmistir.

Tablo 3.2. Farkli konsantrasyonlardaki Smilax aspera ham metanol ektresinin, 48
saatin sonunda, g¢esitli tiimor hiicre hatlarinin (A549, MDAMB231, Saos2, MCF7,
NA2B, Neuro2A) ve normal hiicre hattinin (Vero) hiicre canliliklarina olan etkisi. NK,
negatif kontrol, (hiicretmedium+%0,1 DMSO); PK, pozitif kontrol, (doksorubisin,
10pg/ml)

NK | PK Konsantrasyon (uG/mL)
100 50 25 12,5 6,25
A-549 100 35 78 88 93 97 105
(1,4 (#2,7) 4,7 (#2,7) (6,7) (£3.,7)
MDAMB231 100 65 99 122 132 135 142
(+4,6) (£5,9) (£7,9) (£5,9) (£9,9) (£6,9)
Saos-2 100 44 125 129 133 137 141
(5.4 (£6,7) (#8,7) (£6,7) 10,7y | 7,7)
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Tablo 3.2. (Devam) Farkli konsantrasyonlardaki Smilax aspera ham metanol
ektresinin, 48 saatin sonunda, g¢esitli timor hiicre hatlarinin (A549, MDAMB231,
Saos2, MCF7, NA2B, Neuro2A) ve normal hiicre hattinin (Vero) hiicre canliliklarina
olan etkisi. NK, negatif kontrol, (hiicre+tmedium+%0,1 DMSO); PK, pozitif kontrol,
(doksorubisin, 10pg/ml)

MCE7 100 69 131 140 155 176 202
(£7.5) (£8,8) (£10,8) (£8,8) (£12,8) (£9.8)
NA2B 100 30 53 99 128 141 150
x1,7) (£3) (£5) (£3) &7 (E=))]
Neuro2A 100 120 91 143 144 161 169
(£5,9) £7,2) (£9.,2) (£7,2) (£11,2) (£8,2)
Vero 100 62 225 234 249 270 296
(£0,3) (£1,6) (£3,6) (£1,6) (£5,6) (£2,6)
350
300 -
x 250 -
5w -
(]
5 150 -
.E
R 100 -
0 '—l—l—l—l—l—li
NK |PK Doksorublsm Konsantrasyonlar (ug/ml)
M\ 549 = \IDA-MB-231 mS30s-2 = \ICF-7 uNAZB = Neuro2A Vero

Sekil 3.2. Farkli konsantrasyonlardaki Smilax aspera ham metanol ektresinin, 48
saatin sonunda, ¢esitli tiimor hiicre hatlarinin (A549, MDAMB231, Saos2, MCF7,
NA2B, Neuro2A) ve normal hiicre hattinin (Vero) hiicre canliliklarina olan etkisi. NK,
negatif kontrol, (hiicre+tmedium+%0,1 DMSO); PK, pozitif kontrol, (doksorubisin, 10
pg/ml)

Smilax aspera ham metanol Oziitinin 100, 50, 25, 12,5, 6,25ug/mL
konsantrasyonlarinin sitotoksik aktivitesi, A549 (insan kii¢iik hiicreli akciger
karsinomu), MDAMB231 (insan meme adenokarsinom), Saos2 (insan osteosarkom),
MCF7 (insan meme adenokarsinom), NA2B (insan noroblastoma), Neuro2a (fare
ndroblastoma) tlimor hiicre hatlar1 ve Vero (Afrikali yesil maymun bobrek fibroblast)
normal hiicre hatlarinda MTT testi kullanilarak analiz edilmistir. Pozitif kontrol olarak
doksorubisin (10pg/mL) kullanilmistir. Negatif kontrol %0,1 DMSO ile muamele

edilmisgtir.
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Genel olarak 6ziitnin tiim hiicre hatlarinin doza bagl hiicre canliligina olan etkisi
benzer profil sergilemistir. Tiim hiicre hatlarinda 6ziit konsantrasyonu arttikca hiicre

canlili1 azalmaktadir.

Smilax aspera ham metanol ektresinin 100pg/mL konsantrasyonunun 48 saatlik
uygulamasinin sonunda, en yliksek sitotoksik aktivite %53’liikk hiicre canliligi ile
NA2B (insan ndroblastoma) hiicre hattinda elde edilmistir. Bunu takiben 100pg/mL
konsantrasyonda A549 (insan kiiciik hiicreli akciger karsinomu)’da %78’lik hiicre
canliligr gozlenmistir. Bununla birlikte ayn1 konsantrasyonda (100pg/mL) normal
hiicre hatt1 Vero (Afrikali yesil maymun bobrek fibroblast)’da hiicre canliligi % 225

olarak saptanmustir.

50pg/mL konsantrasyonunun 48 saatlik uygulamasinin sonunda, en yiiksek sitotoksik
aktivite %88’lik hiicre canlilig1 ile A549 (insan kiigiik hiicreli akciger karsinomu)
hiicre hattinda elde edilmistir. Bununla birlikte ayn1 konsantrasyonda (50pg/mL)
normal hiicre hatt1 Vero (Afrikali yesil maymun bdbrek fibroblast) da hiicre canliligi

%234 olarak saptanmustir.

25nug/mL konsantrasyonunun 48 saatlik uygulamasinin sonunda, en yiiksek sitotoksik
aktivite %93 lik hiicre canlilig1 ile A549 (insan kiigiik hiicreli akciger karsinomu) hiicre
hattinda elde edilmistir. Bununla birlikte ayni konsantrasyonda (25pg/mL) normal
hiicre hattt Vero (Afrikali yesil maymun bobrek fibroblast) da hiicre canliligt %249

olarak saptanmustir.

12,5ng/mL  konsantrasyonunun 48 saatlik uygulamasinin sonunda, en yiiksek
sitotoksik aktivite %97 lik hiicre canlilig1 ile A549 (insan kiiclik hiicreli akciger
karsinomu) hiicre hattinda elde edilmistir. Bununla birlikte ayni1 konsantrasyonda
(12,5pug/mL) normal hiicre hatt1 Vero (Afrikali yesil maymun bobrek fibroblast) da

hiicre canlilig1 %270 olarak saptanmistir.

6,25ng/mL  konsantrasyonunun 48 saatlik uygulamasmin sonunda, en yliksek
sitotoksik aktivite %105 lik hiicre canlilig1 ile A549 (insan kiiclik hiicreli akciger
karsinomu) hiicre hattinda elde edilmistir. Bununla birlikte ayn1 konsantrasyonda
(6,25ng/mL) normal hiicre hatt1 Vero (Afrikali yesil maymun bobrek fibroblast) da
hiicre canlilig1 %296 olarak bulundu.
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Tablo 3.3. Farkli konsantrasyonlardaki Ganoderma lucidum ham metanol ektresinin,
48 saatin sonunda, ¢esitli tiimor hiicre hatlarinin (A549, MDAMB231, Saos2, MCF7,
NA2B, Neuro2A) ve normal hiicre hattinin (Vero) hiicre canliliklarina olan etkisi. NK,
negatif kontrol, (hiicre+medium+%0,1 DMSO); PK, pozitif kontrol, (doksorubisin, 10

pg/ml)

NK | PK Konsantrasyon (uG/mL)
100 50 25 12,5 6,25
A549 100 | 35 54 64 69 73 81
x1,4) (£0,3) (£5) (£3) &7 (E=))]
MDA-MB231 100 65 75 98 108 111 118
(4,6) (£6,2) (£8,2) (£6,2) (£10,2) (£7,2)
Sa0s2 100 | 44 101 105 109 113 117
(£5.4) (E))] 9) (E))] (x11) (£8)
MCE-7 100 69 107 116 131 152 178
(£7.,5) (£9.,1) (£11,1) (£9.,1) (£13,1) (£10,1)
NA2B 100 | 30 29 75 104 117 126
.7 (£3.3) (£5,3) (£3.3) (£7,3) (4.,3)
Neuro2A 100 | 120 67 119 120 137 145
(£5,9) (£7.,5) (£9.5) (£7.5) (£11,5) (£8,5)
Vero 100 | 62 58 73 83 89 92
(£0,3) (£1,9) (£3.9) (£1,9) (£5,9) (£2,9)
200
180 - L
160 - -
140 - T |
5 120 1 I T T T TThE T
= 100 - = T -
§ : | | h l | i | |
2 60 - il = B
(=]
= 20
0
100 50 25 13 6
NK PK Konsantrasyon (pg/ml)
(Doksorubisin)
M )\ 549 ¥ )\ IDA-MB-231 mSa0s2 = MCE-7 = NA2B = Neuro2A Vero

Sekil 3.3. Farkli konsantrasyonlardaki Ganoderma lucidum ham metanol ektresinin,
48 saatin sonunda, ¢esitli tiimor hiicre hatlarinin (A549, MDAMB231, Saos2, MCF7,
NA2B, Neuro2A) ve normal hiicre hattinin (Vero) hiicre canliliklarina olan etkisi. NK,
negatif kontrol, (hiicre+tmedium+%0,1 DMSO); PK, pozitif kontrol, (doksorubisin, 10

pg/ml)

Ganoderma lucidum ham metanol ektresinin 100, 50, 25, 12,5, 6,25pg/mL
konsantrasyonlarinin sitotoksik aktivitesi, A549 (insan kii¢iik hiicreli akciger
karsinomu), MDAMB231 (insan meme adenokarsinom), Saos2 (insan osteosarkom),

MCF7 (insan meme adenokarsinom), NA2B (insan néroblastoma), Neuro-2a (fare

40



noroblastoma) tiimdr hiicre hatlar1 ve Vero (Afrikali yesil maymun bobrek fibroblast)
normal hiicre hatlarinda MTT testi kullanilarak analiz edilmistir. Pozitif kontrol olarak
doksorubisin (10pg/mL) kullanilmistir. Negatif kontrol %0,1 DMSO ile muamele

edilmisgtir.

Genel olarak 6ziitnin tiim hiicre hatlarinin doza bagl hiicre canliligina olan etkisi
benzer profil sergilemistir. Tiim hiicre hatlarinda 6ziit konsantrasyonu arttikca hiicre

canlili1 azalmaktadir.

Ganoderma lucidum ham metanol 6ziitiiniin 100pg/mL konsantrasyonunun 48 saatlik
uygulamasinin sonunda, en yiiksek sitotoksik aktivite %29’luk hiicre canlilig1 ile
NA2B (insan ndroblastoma) hiicre hattinda elde edilmistir. Bunu takiben 100pg/mL
konsantrasyonda A549 (insan kiiclik hiicreli akciger karsinomu) da %54’liik hiicre
canlilifi gozlenmistir. Bununla birlikte ayni konsantrasyonda (100pg/mL) normal
hiicre hatt1i Vero (Afrikali yesil maymun bobrek fibroblast) da hiicre canliligt %58

olarak saptanmustir.

50pg/mL konsantrasyonunun 48 saatlik uygulamasinin sonunda, en yiiksek sitotoksik
aktivite %64’lik hiicre canlilig1 ile A549 (insan kiigiik hiicreli akciger karsinomu)
hiicre hattinda elde edilmistir. Bunu takiben 50pg/mL konsantrasyonda NA2B hiicre
hattinda %75’lik hiicre canlilig1 gézlenmistir. Bununla birlikte ayn1 konsantrasyonda
(50pg/mL) normal hiicre hatti Vero (Afrikali yesil maymun bdbrek fibroblast)’da

hiicre canlilig1 %73 olarak saptanmustir.

25nug/mL konsantrasyonunun 48 saatlik uygulamasinin sonunda, en yiiksek sitotoksik
aktivite %69’luk hiicre canliligi ile A549 (insan kii¢iik hiicreli akciger karsinomu)
hiicre hattinda elde edilmistir. Bununla birlikte ayni konsantrasyonda (25pg/mL)
normal hiicre hatt1 Vero (Afrikali yesil maymun bdbrek fibroblast) da hiicre canlilig

%83 olarak saptanmustir.

12,5ng/mL  konsantrasyonunun 48 saatlik uygulamasinin sonunda, en yiiksek
sitotoksik aktivite %73’likk hiicre canlilii ile A549 (insan kiigiik hiicreli akciger
karsinomu) hiicre hattinda elde edilmistir. Bununla birlikte ayni1 konsantrasyonda
(12,5pug/mL) normal hiicre hatt1 Vero (Afrikali yesil maymun bdbrek fibroblast)’da

hiicre canlilig1 %89 olarak saptanmustir.
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6,25ng/mL  konsantrasyonunun 48 saatlik uygulamasmin sonunda, en yliksek
sitotoksik aktivite %81’lik hiicre canlilig1 ile A549 (insan kiiciik hiicreli akciger
karsinomu) hiicre hattinda elde edilmistir. Bununla birlikte ayn1 konsantrasyonda
(6,25ng/mL) normal hiicre hatt1 Vero (Afrikali yesil maymun bobrek fibroblast) da

hiicre canlilig1 %92 olarak saptanmistir.

Her hiicre hatt1 37 °C’de, 3 saat boyunca ii¢ bitki 6ziitlinlin 6,25, 12,5, 25, 50 ve
100pg/ml dozlar1 ile inkiibe edilmistir. Daha sonra ICsy degerlerini saptamak i¢in MTT
analizleri yapilmistir. Her analiz ve her bir hiicre hatt1 i¢in ti¢ well plate kullanilarak,

iic bagimsiz analizden gelen veriler degerlendirilmistir.

Tablo (3.4)’deki ICsy degerlerine bakildiginda en diisiik degerini A549 kanser hiicre
hattina kars1 7,2ug/ml degeriyle Juniperus oxycedrus 6ziitsi sergilemistir. Bunu
47,5ug/ml degeriyle NA2B, 62,4ug/ml degeriyle MDAMB231 ve 87,6 degeriyle
Neuro2A hiicre hatlari takip etmistir. Ganoderma lucidum NA2B hiicre hatti izerinde

72,4ng/ml’lik ICso degeriyle inhibisyon saglamistir.

Tablo 3.4. G.lucidum, J. oxycedrus ve S. aspera’nin 1Cso degerleri

Hiicreler 1Con (pg/mD)
G. lucidum J. oxycedrus S. aspera
A549 102,7 (£1,23) | 7,2 (£0,21) 138,3 (£3,29)
MDAMB231 154,3 (£2,41) | 62,4 (x0,52) 197,4 (£5,11)
Saos2 206,8 (£4,37) | 112,4 (£2,21) 2432 (£7,16)
MCF7 2232 (£5,28) | 124,7 (£2,38) 267,4 (£8,21)
NA2B 72,4 (£0,67) 47,5 (x0,29) 104,6 (+1,61)
Neuro2A 128,6 (£2,49) | 87,6 (£1,69) 186,8 (x1,76)
Vero 113,1 (+1,82) | 280,2 (£3,36) 372,7 (+8,18)

3.2. DPPH ile Antioksidan Aktivite Tayini Bulgular:

DPPHe radikali, birkag kararli organik azot radikalinden bir tanesidir. Koyu menekse
renktedir. UV-GB absorpsiyon maksimumu 515 nm’dir. Ticari olarak bulunur ve
ABTSe+ radikali gibi deneyden once hazirlanmasi zorunlu degildir (Prior ve dig.,

2005). Bu metot DPPH radikalinin antioksidanlar tarafindan bir redoks reaksiyonuna
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bagli olarak siipiiriilmesi temeline dayanir. Etanolik DPPH ¢6zeltisinin koyu menekse
rengi agilir ve absorbanstaki azalma UV-GB spektrofotometresiyle 6lgiiliir. Alternatif
olarak, antioksidan indirgeme yetenegi, elektron spin rezonans ile de
degerlendirilebilir. Etanolik DPPH ¢6zeltisindeki daha fazla renk ag¢ilmasi, reaksiyon
karisiminin absorbansinda daha fazla diisme, dolayisiyla yiiksek radikal siipiirme

kapasitesi demektir (Ndhlala ve dig., 2010).

DPPH radikalinin absorbsiyonundaki azalma spektrofotometre ile 6l¢iilmektedir. Mor
(aktivite yok) ile sar1 renk (yiiksek aktivite) arasinda degisen renk dagilimi antioksidan
aktivitenin gostergesidir. DPPH metodu saf fenolik bilesenler ve dogal bitkisel
ekstraktler i¢in yaygin olarak kullanilmaktadirlar ve tekrarlanabilirliligi iyi olan bir

yontemdir (Awika ve dig., 2003).

Bu calismada, Juniperus oxycedrus, Smilax aspera, Ganoderma lucidum oziitleri 517
nm'de karakteristik absorbsiyona sahip kararli bir serbest radikal olan DPPH ile radikal

siipiirme kapasiteleri i¢in tarandu.

Elde edilen absorbans degeri sonuglar1 Formiil (1.4)’e gore her bir 6rnek i¢in ayri ayri

hesaplanmuistir.

% Engelleme (I) = [(AbScontrol - AbSsample) / AbScontrot] X100 (1.4)

En yiiksek radikal siipiiriicii aktivite Tablo (3.5)’te goriildiigii gibi sirastyla S. aspera
(%61), G. lucidum (%50,1) ve J. oxycedrus (%47,3) olarak elde edildi.

Tablo 3.5. DPPH ile Antioksidan Aktivite tayin sonuglari(*EtoH, **DPPH soliisyon)

Absorbans degeri Radikal siiptirme aktivitesi(%)
Kor* 0,052 -
J. oxycedrus 0,713 %47,3
S. aspera 0,528 %061
G. lucidum 0,675 %150,1
Kontrol** 1,353 -
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Sekil 3.4. Soldan saga kor, J. oxycedrus, S. aspera, G.
lucidum’un spektrofotometre ile 6l¢iilmeden 6nceki renk
olarak goriintiileri.

Sekil 3.4 ‘de de goriildiigli gibi kor olarak kullanilan EtoH mor menekse renginde
gorilinlirken, S. aspera’nin bulundugu tiipte rengin en acik oldugu, dolayisiyla radikal
siipiirme aktivitesinin daha yiliksek oldugu goriilmektedir. Sekil 3.5’te Juniperus
oxycedrus, Smilax aspera, Ganoderma lucidum ve 6ziitlerinin DPPH radikal siiplirme

aktiviteleri grafik olarak gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Juniperus oxycedrus, Smilax aspera, Ganoderma lucidum 6ziit-
lerinin DPPH radikal siipiirme aktivite bulgular1
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3.3. Antimikrobiyal Aktivite Bulgular:

Bitki dziitlerinin minimum inhibitor konsanstrasyonlar1 (MIK) 96-kuyucuklu kiiltiir
kaplarinda sivi-mikrodiliisyon yontemi ile gergeklestirilmistir. Test bakterilerinin
CLSI, M07-A9 standardina gore katyon-ayarli MHB igerisinde 37°C’de 24 saatlik
aktif kiiltiirleri hazirlandiktan sonra 0.5 McFarland standardina gore inokiilum
standardize edilmistir. Test bulgular1 Tablo 3.6’da gosterilmistir. Bulgularin grafigi ise

Sekil 3.6’da gdsterilmistir.

MRSA ile yapilan MIK testi sonucunda elde edilen verilere gore J. oxycedrus, S.
aspera ve G. lucidum’un MIC degerleri sirasiyla 31,25ug/ml, 62,5pug/ml ve 62,5ug/ml
olarak saptanmistir. MRSA’nin pozitif kontrol olarak segilen ampisilin’e karst MIK

degeri ise 80pug/ml olarak belirlenmistir.

E. coli (O157:H7 RSKK 234) ile yapilan MIK testi sonuglarina gére J. oxycedrus,
S.aspera ve G. lucidum &ziitlerinin MIK degerleri hepsinde 31,25pg/ml olarak
saptannustir. E. coli’nin pozitif kontrol olarak secilen ampisilin’e karst MIK degeri ise

Sug/ml olarak belirlenmistir.

Candida albicans ile yapilan MIK testi sonucunda J. oxycedrus, S. aspera ve G.
Iucidum’un MIK degerleri hepsinde 31,25ug/ml olarak saptanmistir. Maya i¢in pozitif
kontrol olarak segilen sikloheksimite kars1 MIK degeri ise 12,5ug/ml olarak

belirlenmistir.

Tablo 3.6. MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) testi bulgulari
Test

: J. oxy S. asp G. luc | Ampisilin® Sikloheksimit®
organizmalari
MRSA (5. 3125 | 625 | 625
aureus ATCC (ug/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) 80 (ng/ml) nd
43300) 134 134 134
E. coli O157:H7 | 31,25 31,25 31,25 5 (ug/ml) nd
RSKK 234 (ug/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) HE
Candida 31,25 31,25 31,25
albicans (ng/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) nd 12,5 (ng/ml)

“Bakteriler i¢in pozitif kontrol, ® Maya i¢in pozitif control
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Sekil 3.6. Juniperus oxycedrus, Smilax aspera, Ganoderma lucidum 6ziit-
lerinin MIK testi bulgu grafigi
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4. SONUCLAR VE ONERILER
4.1. Sitotoksisite Sonuclar ve Oneriler

Hiicre modelleri lizerine giderek artan bir literatiir veri tabani, Juniperus, Smilax ve
Ganoderma tiirlerinin potansiyel antikanser aktivitesi ile biyoaktif bilesik kaynagi

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Taviano ve ark. (2013) yaptiklar1 bir calismada J. oxycedrus’un 0-10pg/ml
konsantrasyonlarda HepG2 (insan hepatosellular karaciger karsinomu) tiimdr hiicre
hatt1 iizerinde, 10pug/ml’lik konsantrasyonda %100’liik hiicre canlilig: ile sitotoksik
etkisi olmadigini tespit etmislerdir. Bizim yaptigimiz calismada J. oxycedrus
6,25ug/ml’lik konsantrasyonda NA2B (insan noroblastoma) tiimor hiicre hatti

tizerinde %73’liik hiicre canlilig ile sitotksik bir etki gostermistir.

Ivanova ve ark. (2010) S. aspera ile FL (normal amniyotik insan hiicresi) normal hiicre
hatti ve A549 (insan akciger karsinomu) ile yaptigi sitotoksik testler sonucunda
S.aspera’dan izole edilen bazi saponinlerin A549 hiicre hatt1 i¢in 62,94pg/ml’lik ICs
degeriyle potansiyel terapotik ajanlar olabilecegini tespit etmislerdir. Bizim yaptigimiz

caligmada ise ICso degeri A549 hiicre hatt1 i¢in 138,3pug/ml olarak tespit edilmistir.

Zhao ve ark. (2009) G. lucidum polisakkaritleri ile RAW 264,7 (Mus musculus 16semi
makrofaji) ve MDAMB231 (insan meme kanseri) hiicre hatlar1 iizerinde yaptigi
sitotoksik calismada, MDAMB231 hiicre hattina karsi 50pg/ml konsantrasyonda
%95,8 hiicre canlilig1 bulurken bizim ¢alismamizda ayni1 konsantrasyonda bu oran

%98 olarak bulunmustur.

Bu ¢alismada Juniperus oxycedrus, Smilax aspera ve Ganoderma lucidum tiirlerinin
metanol dziitleri 6 kanser hiicre hatt1 A549 (Insan kiigiik hiicreli akciger karsinomu),
MCF7 (Insan meme adenokarsinom), MDAMB231 {izerinde, ICsy degerleri
belirlenmek tizere, 6,25-100ug/ml konsantrasyonlarda, MTT analizi ile sitotoksisite

testleri yapilmistir.
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Sitotoksisite testleri sonucunda J. oxycedrus tiirlinlin ham metanol 6ziitiiniin
100pg/ml’lik konsantrasyonunda, A549 ve NA2B tiimor hiicreleri tizerindeki biiylime
inhibisyonu sirasiyla %37 ve %?24,5 olarak bulunmustur. 6,25 pg/ml’lik
konsantrasyonda ise sirasiyla %50,5 ve %73 olarak hesaplanmistir. Pozitif kontrol
olan doksorubisinin bu hiicre hatlar1 {izerindeki inhibisyonu sirasiyla %35 ve %30
oldugu goz Oniine alinirsa; J. oxycedrus’un 6zellikle 100pg/ml konsantrasyonda
NAZ2B hiicre hattnda %24,5’1ik bir hiicre canlilig1 ile doksorubisinden daha iyi bir
sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica Doksorubisinin Vero normal hiicre
hattindaki hiicre canlilig1 %62 iken, J. oxycedrus’un 100pg/ml konsantrasyonda hiicre
canlilifi %110,5 olarak bulunmustur. Bu da bize J. oxycedrus’un o6zellikle NA2B
hiicre hatt1 {lizerinde gosterdigi bu sitotoksik etkinin, ndroblastoma tedavisinde

kullanimi i¢in umut vaat edebilecegini gostermektedir.

S. aspera tiiriiniin ham metanol dziitiiniin 100pg/ml’lik konsantrasyonunda, A549 ve
NA2B tiimor hiicreleri lizerindeki biiyiime inhibisyonu sirastyla %78 ve %53 olarak
bulunmustur. S. aspera’nin Vero normal hiicre hatti izerinde %225’lik hiicre canlilig1

ile sitotoksik olmadig1 tespit edilmistir.

G. lucidum tiirtiniin ham metanol 6ziitiiniin 100pg/ml’lik konsantrasyonunda, A549 ve
NA2B tiimor hiicreleri lizerindeki biiyiime inhibisyonu sirastyla %54 ve %29 olarak
bulunmustur. G. lucidum Vero normal hiicre hatt1 izerinde %58’lik hiicre canlilig1 ile

doksorubisine gore (%62) daha sitotoksik bir etki gosterdigi bulunmustur.

ICso degerlerine bakildiginda en diisiikk degerini A549 kanser hiicre hattina karsi
7,2ng/ml degeriyle Juniperus oxycedrus 0ziitli sergilemistir. Bunu 47,5ug/ml
degeriyle NA2B, 62,4pug/ml degeriyle MDAMB231 ve 87,6ug/ml degeriyle Neuro2 A
hiicre hatlar1 takip etmistir. Ganoderma lucidum NA2B hiicre hatt1 ilizerinde

72,4ng/ml’lik ICsy degeriyle inhibisyon saglamistir.

J. oxycedrus, S. aspera ve G. lucidum metanol 6ziitleri ile hem tiimdr hiicreleri hem de
normal hiicre hatlar1 iizerinde, MTT analizi ile gerceklestirilen sitotoksisite
sonuglarinda gozlemlenen 1Csy degerlerinden yola ¢ikilarak tilkemizde yaygin olarak
bulunan Juniperus oxycedrus tirii lizerinde yogunlasilmasinin uygun olacagi

Onerilebilir.
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4.2. Antioksidan Aktivite Testi Sonuclar ve Oneriler

J. oxycerdrus, S. aspera ve G. lucidum tiirlerinin ham metanol Oziitleri antioksidan

aktivite bakimindan DPPH testi ile degerlendirilmistir.

Literatiire baktigimizda, yapilan bir calismada J. chinensis’den elde edilen oziitler
DPPH radikal siipiirme aktivitesi testinde gii¢lii bir antioksidan aktivite gdstererek, bu
bitkiden serbest radikal siipiiriicii oldugu belirtilen c¢esitli fenolikler (quercetin,

naringenin, taxifolin, aromadendrin ve izoerkesrin) elde edilmistir (Lim ve dig., 2002).

Orhan N. ve ark. (2011) yaptig1 bir ¢alismada J. oxycedrus’tan elde edilen etanol
oziitlerinin DPPH radikal siiplirme aktivitesini %55 olarak bulmustur, bizim
calismamizda J. oxycedrus ham metanol 6ziitiinlin DPPH radikal siipiirme aktivitesi

%47,3 olarak tespit edilmistir.

S. zeylanica kok ve rizom metanol Oziitleri ile yapilan antioksidan aktivite
calismasinda DPPH radikal siipiirme aktivitesi ICso degeri 7,6pg/ml olarak
bulunmustur ve degisik in vitro ortamlarda giiclii antioksidan aktivite gosterdigi tespit
edilmistir (Mural1 ve dig., 2010). Bizim S. aspera ham metanol 6ziitsi ile yaptigimiz

calismada DPPH radikal siipiirme aktivitesi %61 olarak tespit edilmistir.

Yapilan bir baska calismada S. macrophylla yapraklari, kuru bitki maddesinin toplam
fenolik igeriginin (2,2-6,2 Gallik asit esdegeri mg/g) ve toplam flavonoid iceriginin
(1,2-4,5 Catechin, mg/g) onemli diizeyde oldugunu gostermistir. Yaprak oziitii ve
fraksiyonlar DPPH radikal siipiirme testi ile Olgiildiigiinde iyi bir antioksidan
potansiyeli sergiledigi (Inhibitér konsantrasyonu%>50 =33,4-72,31g/mL) bulunmustur
(Zubair ve dig., 2012). Bizim S. aspera ham metanol 6ziitsi ile yaptigimiz ¢alismada

DPPH radikal siiptirme aktivitesi %61 olarak tespit edilmistir.

Yapilan bir ¢alismada G. lucidum "un sahip oldugu toplam triterpenlerin DPPH serbest
radikalleri temizleme aktivitesi %81,81 olarak bulunmustur (Smina ve dig., 2011).
Bizim ¢aligmamizda ise G. lucidum 'un DPPH serbest radikalleri temizleme aktivitesi

%150,1 olarak tespit edilmistir.

Bizim yaptigimiz ¢aligmada ise DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi en yiiksek olan ziit

%61 ile S. aspera’ya aittir. Bunu sirastyla %50,1 ile G. lucidum ve %47,3 ile J.
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oxycedrus takip etmistir. Tim bu sonuglar gézoniine alindiginda S. aspera’nin
potansiyel bir antioksidan oldugunu sdylenebilir ve gida sektdriinde kullanilabilecek

potansiyel bir dogal antioksidan gorevi listlenebilecegi ongoriilmektedir.
4.3. Antimikrobiyal Aktivite Sonuclar ve Oneriler

1961 yilinda ilk metisilin direngli S. aureus (MRSA) susunun saptanmasindan sonra
bu suslarin meydana getirdigi hastaliklarin tedavisi tiim diinyada hastane enfeksiyonu
etkenleri arasinda onemli bir sorun olusturmaktadir. Bu nedenle, ¢aligmamizda
kullanilan 6ziitlerin MRSA’ya kars1 aktivitesinin yiiksek olmas1 6zellikle 6nem teskil

etmektedir.

Literatiire baktigimizda gentamisin, vankomisin, daptomisin gibi antibiyotiklerin
MRSA’ya karsi sivi mikrodiliisyon yéntemi ile belirlenen MiK degerleri sirasiyla
0,25pg/ml, lpg/ml, 2pg/ml oldugunu gdérmekteyiz (URL-9). Bizim yaptigimiz
caliymada J. oxycedrus’un MRSA’ya karst MIK degeri 31,25ug/ml olarak tespit

edilmistir.

Cavaleiro ve ark. (2005) Juniperus oxycedrus’tan elde ettikleri esansiyel yaglarla
yaptiklar1 bir antifungal aktivite calismasinda Candida albicans ' MiK degerini 1,25-
2,5ug/ml olarak bulmuslardir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise Candida albicans '

MIK degeri 31,25ug/ml olarak tespit edilmistir.

Yapilan bir calismada Juniperus macrocarpa esansiyel yaglarinin, gram pozitif
bakterilere karsi, ozellikle de Clostridium perfringens'e karst 2-8ug/ml arasinda
degisen MIK degerleriyle onemli bir antimikrobiyal aktivite gdsterdigi tespit edilmistir
(Lesjak ve dig., 2014). Bizim yaptigimiz ¢alismada J. oxycedrus’un S. aureus’a karsi

MIK degeri 31,25ug/ml olarak tespit edilmistir.

Memis (2011) tez calismasinda Juniperus oxycedrus ssp. oxycedrus meyvelerinden
elde ettigi oziitleri sirasiyla 0,3g/mL ve 0,6g/mL konsantrasyonlarda S. aureus Koog
(+), E. coli ATCC 35218, albicans ATCC 16231 mikroorganizmalar1 iizerinde
antimikrobiyal aktivite tespit etmedigini belirtmistir (Memis, 2011). Bizim yaptigimiz
calismada J. oxycedrus’un S. aureus ve E.coli‘ye karst MIK degerleri 31,25ug/ml

olarak tespit edilmistir.
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G. lucidum aseton 0ziitli ile yapilan antimikrobiyal bir ¢aligmada E. Coli (MTCC-
443)’ye kars1 20,8mg/ml ve S. aureus (MTCC-737)‘ye kars1 8,17mg/ml’lik MiK
degerleriyle patojen mikroorganizmalarin neden oldugu ¢esitli hastaliklarla miicadele
etmek i¢in kullanilabilecegi tespit edilmistir (Quereshi ve dig., 2010). Bizim
calismamizda G. lucidum ham metanol 6ziitiiniin E. coli ve S. aureus i¢in MIK

degerleri sirasiyla 31,25ug/ml ve 62,5ug/ml olarak tespit edilmistir.

Bizim yaptigimiz antimikrobiyal aktivite testi sonuglarina gore Juniperus oxycedrus,
Smilax aspera ve Ganoderma lucidum oziitlerinin MIiK degerlerine bakildiginda
antimikrobiyal ve antikandidal etki bakimindan anlamli bir aktiviteleri oldugunu
sdyleyebiliriz. Ozellikle 31,25 ug/ml’lik MIK degeriyle J. oxycedrus’un MRSA’ya

kars1 antimikrobiyal etkisi biyolojik ajan olmasi i¢in umut vaat etmektedir.

J. oxycedrus, S. aspera ve G. lucidum ham metanol dziitleri ile yaptigimiz antikanser,
antioksidan ve antimikrobiyal aktivite ¢alismalart sonucunda, antikanser aktivite
bakimindan en aktif olan 6ziitnin A549 kanser hiicre hattina kars1 7,2ug/ml’lik 1Csq
degeriyle J. oxycedrus’a ait oldugu tespit edilmistir. Antimikrobiyal aktiviteye
bakildiginda bu tiirler arasinda en aktif olan tiiriin MRSA’ya kars1 31,25ug/ml’lik MiK
degeriyle J. oxycedrus oldugu tespit edilmistir. Antioksidan aktivite bakimindan ise en
yiiksek DPPH radikal siipiiriicti aktivitenin %61 ile S. aspera’ya ait oldugu tespit

edilmisgtir.

Elde ettigimiz bu verilerin ileride yapilacak olan bioaktivite rehberli izolasyon
calismalarinda rehberlik edecegini umut etmekteyiz. Ozellikle Juniperus oxycedrus

izerinde yogunlasilmasi gerektigi ongoriilmektedir.
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